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Instrucciones Generales

Material que traerán los alumnos

-Bata de Laboratorio

-Rotulador de vidrio

-Calculadora

-Bloc de Laboratorio

Normas de Prácticas

-Orden y seguridad en el Laboratorio
El Laboratorio ha de estar siempre ordenado y limpio. 

Hay que prestar especial atención a la seguridad. Los vidrios rotos deben depositarse en un contenedor adecuado. Los residuos de reactivos tóxicos o disolventes orgánicos han de ir a contenedores especiales y nunca se tiran por el fregadero. Es importante prestar atención a los reactivos inflamables y peligrosos en general, cuando se trabaja con ellos se debe hacer utilizando propipetas para evitar la posible ingestión. También hay que trabajar en campanas de gases en el caso de usar productos o reactivos volátiles.

En caso de accidente hay que acudir inmediatamente al profesor responsable. 

-Material de Laboratorio
Cada grupo de trabajo debe conocer el material que tiene asignado y mantenerlo a lo largo de las prácticas. Cada pareja es responsable del material que se le asigna. Existe asimismo material común para la preparación de reactivos generales que  se encuentra en las vitrinas y que deberá ser devuelto a su lugar tras el uso.

-Pipeteo y pesada
Es importante aprender a pipetear correctamente desde el principio. Distinga las diferentes pipetas y haga prácticas con agua. 
Existe en cada Laboratorio una balanza para las pesadas de los reactivos. También existen en el Departamento otras con mayor precisión. Distinga que tipo de balanza debe usar para cada pesada.

- Aparatos
Durante las prácticas se utilizarán una serie de aparatos cuyo manejo debe ser correcto para evitar averías y accidentes. Colorímetros, balanzas, centrífugas, baños de incubación, etc. deben mantenerse limpios. En caso de que se derrame algún producto o reactivo debe limpiarse inmediatamente. Algunos aparatos requieren atención especial como es el caso de las centrífugas: es imprescindible el equilibrado previo de los tubos y situarlos enfrentados correctamente para poder centrifugar sin riesgos.

- Evaluación

Al finalizar las prácticas tendrá lugar un examen escrito que incluirá la realización de problemas y que deberá ser superado. Es conveniente que trate de resolver todos los problemas y cuestiones planteados en este guión de prácticas. Acuda a su profesor para cualquier duda.

De no superar el examen será necesario presentarse a una recuperación que convocará su profesor de prácticas.

Habrá un examen final en cada convocatoria oficial para aquellos alumnos que no hayan superado los exámenes de prácticas durante el curso.

Se recuerda que la Bioquímica Estructural es una asignatura teórico-práctica por lo que teoría y prácticas han de aprobarse en un mismo curso académico.

Preparación de las Prácticas

Cada práctica supone una preparación teórica adecuada que exige la comprensión y estudio  del correspondiente fundamento teórico. Hay que saber además cómo usar todo el material necesario. Se debe leer con atención el guión de la práctica y comprender cada una de las etapas que se deben realizar. 

MÉTODOS ESPECTROFOTOMÉTRICOS. GENERALIDADES

En las determinaciones que se van a efectuar en estas prácticas va a ser común el uso de la espectrofotometría.  La ecuación fundamental en la que nos basaremos para la mayoría de los cálculos es la de Lambert-Beer. Esta ecuación relaciona la Absorbancia o Densidad Óptica con la concentración de la sustancia que absorbe la radiación

DO =  (  x c x d

siendo (, el coeficiente de absortividad molar; c, la concentración de la sustancia que absorbe y d, la distancia que recorre el haz de luz, que está estandarizada a 1cm. 

En el análisis bioquímico, como veremos, emplearemos las técnicas espectrofotométricas con dos formas de trabajar diferentes:


-Métodos de punto final


-Métodos de puntos múltiples o cinéticos

utilizando uno u otro tipo de método según sea el objetivo de la práctica y el ensayo a efectuar.

En la práctica de determinación de proteínas se debe usar un método de punto final, es decir debemos esperar a que las reacciones químicas coloreadas se completen. Todo el producto a determinar reacciona y produce un color que se mide con el espectrofotómetro.

En las prácticas en que se mide la actividad de una enzima se necesita determinar la velocidad de reacción, por lo tanto hay que medir con intervalos de tiempo para poder calcular la variación de densidad óptica por unidad de tiempo y a partir de este dato la velocidad de reacción. En estos casos, obviamente, no es necesario esperar a que se complete la reacción consumiendo todo el sustrato. Observe que la ecuación de Lambert-Beer puede modificarse 

(DO/min =  (  x  ((c/min) x d

De donde se despeja (c/min, que equivale a velocidad







(DO/min
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· x d 
ELECTROFORESIS


La electroforesis es una técnica empleada para la separación de macromoléculas cargadas utilizando la corriente eléctrica, ya que en función de su carga eléctrica distintas macromoléculas migrarán, a diferente velocidad, en un campo eléctrico hacia el ánodo (polo positivo hacia donde migran los aniones) o hacia el cátodo (polo negativo hacia donde migran los cationes).


Para minimizar la difusión, la separación electroforética de macromoléculas se suele realizar utilizando como soporte geles de diferente composición y porosidad, con lo que la velocidad de migración puede depender no sólo de la carga de la macromolécula sino también de su tamaño y forma. Los soportes electroforéticos más empleados son geles constituidos por polímeros de agarosa -para separación de ácidos nucleicos- y polímeros de acrilamida -para separación de proteínas y/o de ácidos nucleicos-. Los geles de poliacrilamida permiten un mayor control del tamaño del poro en el gel y del grado de entrecruzamiento de las fibras poliméricas por lo que constituyen soportes que producen una gran resolución permitiendo la separación eficaz de macromoléculas muy semejantes en carga y/o tamaño.

PREPARACIÓN DE DISOLUCIONES

Para preparar las disoluciones hay que comprobar que los productos tienen el pm indicado, ya que distintos lotes pueden venir con diferente grado de hidratación o riqueza, lo que modificaría la cantidad de sustancia a pesar para hacer la disolución.

Las unidades de concentración pueden ser: Tanto por ciento (peso/volumen o volumen/volumen), molaridad, normalidad, g/L, etc. 

Con mucha frecuencia es necesario o conveniente realizar diluciones a partir de disoluciones concentradas. La concentración o volumen de las disoluciones diluidas puede calcularse fácilmente aplicando la igualdad: 

V x N = V’ x N’

V = Volumen de disolución concentrada. N = Concentración de la disolución concentrada. V’ = Volumen de disolución diluida. N’ = Concentración de la disolución diluida.

Para calcular los factores de dilución, algo que es intuitivo en muchas personas, puede usarse la siguiente igualdad 





 N
         Vf
  Vm+Vd
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Fd =              =               =

 N’
         Vm            Vm
Fd = factor de dilución,  Vf = Volumen final de la dilución,  Vm = Volumen de muestra a diluir,  Vd = Volumen de diluyente que se añade. Las diluciones también se suelen expresar como 1/n, siendo n el factor de dilución.

Obviamente, esta última igualdad también puede usarse para calcular los volúmenes necesarios para realizar una dilución cuando se conoce Fd. Preparación de soluciones amortiguadoras de pH
Las soluciones amortiguadoras de pH, también llamadas tampones, consisten en la disolución de un ácido débil y su base conjugada. El pH de estas disoluciones depende del valor de pK del grupo ionizable y se rige por la ecuación de Henderson-Hasselbalch







[Forma básica]

         pH = pK + log







[Forma ácida]

La preparación de estas disoluciones tampón se puede hacer disolviendo en un volumen inferior al requerido la cantidad total de soluto necesario para que la disolución final tenga la molaridad adecuada. A continuación, se mide el valor del pH de la disolución en un pHmetro y, con agitación continua, se va añadiendo ácido o base hasta ajustar el pH al valor requerido. Finalmente se completa el volumen con agua destilada.

Otra forma de preparar tampones requiere conocer el valor de pK del grupo ionizable. Aplicando la ecuación de Henderson-Hasselbalch se calcula la proporción entre las formas básica y ácida necesaria para el pH requerido. Se preparan disoluciones de cada forma a la concentración final requerida y se mezclan volúmenes de ambas según la proporción calculada. Para preparar tampón fosfato potásico a distintos valores de pH hay que mezclar las proporciones siguientes

	
	pH 7
	pH 7,3
	pH 8

	KH2PO4 (ácida)
	39
	23
	5,3

	K2HPO4 (básica)
	61
	77
	94,7


Reactivos Generales

1.-1000 ml de HCl 0,01 N ( a partir de HCl concentrado 12N).

2.-100 ml de MgCl2 al 0,5% p/v (se dispone de MgCl2.6H2O pm = 203,31 g/mol).

3.-1000 ml de Na2CO3 al 2% p/v en NaOH 0,1N (Pm NaOH = 40 g/mol).

4.-100 ml de CuSO4.5H2O al 0,5% en tartrato sódico al 1%.

5.- 500 ml de tampón de lisis pH 7,5.


0,32M de sacarosa (pm= 342,30 g/mol)


10mM Tris (pm= 121,14 g/mol)


2mM MgCl26H2O (pm= 203,3 g/mol)

6.- 100 ml de solución de incubación pH 8.


NaCl 0.075 M (pm= 58,44 g/mol)


EDTA 0,024M (pm= 416,21 g/mol)

7.- 20 ml de Acetato sódico 3M (pm= 82,03 g/mol)

8.-1000 ml Tampón fosfato potásico 0,2M, pH 7,3

(KH2PO4, pm =  136 g/mol, K2HPO4,  pm = 174 g/mol).

9.- 1000 ml Tampón Fosfato potásico 0,1M, pH=8.

10.-100 ml Tampón Fosfato potásico 0,1M, pH=7.

11.- 1000 ml Tampón Tris HCl 1.5 M, pH 8.8.

12.- 250 ml Tampón Tris HCl 1 M, pH 6.8. 

13.- 5 L Tampón de electroforesis 10x: 250 mM Tris, 2.5 M Glicina, 1% SDS. 

 PRÁCTICA I
ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ACETILCOLINA ESTERASA

Localización tisular. Efecto de la concentración de enzima sobre la actividad

Fundamentos de cinética enzimática

Muchas de las reacciones catalizadas por enzimas tienen un perfil cinético tal como el representado en la figura A. Otras reacciones presentan curvas cinéticas diferentes (sigmoidales) y serán estudiadas en las clases de teoría.

De esta figura se deduce que la velocidad de reacción depende de la concentración de sustrato, siendo de primer orden a bajas concentraciones de sustrato. A medida que se incrementa esta concentración la velocidad va estabilizándose, alcanzando un valor máximo a concentración infinita. Este valor teórico es lo que se conoce como Velocidad máxima (Vmax). La cinética de este tipo de enzimas responde a la ecuación de Michaelis-Menten.

Vmax x [Sustrato]
                                    V =

Km + [Sustrato]
Km es la constante de Michaelis-Menten y junto a la Vmax constituyen los dos parámetros constantes de la ecuación hiperbólica.

Cuando se determina la actividad de una enzima, es decir la velocidad de catálisis, in vitro debemos disponer de un método que nos permita medir, en relación al tiempo, el consumo del sustrato, la aparición del producto o la aparición o desaparición de alguna sustancia que podamos relacionar cuantitativamente con ellos.

Además, siempre interesa determinar la actividad en unas condiciones que podamos controlar. Fuerza iónica, pH, constante dieléctrica del medio y temperatura influyen fuertemente en la actividad de las enzimas, ya que pueden modificar su conformación. Por este motivo, debemos realizar la determinación en un medio claramente definido. 

De acuerdo con la ecuación de Michaelis-Menten (figura A), la concentración de sustrato también debe fijarse. Debemos utilizar concentraciones altas si nos interesa que la velocidad sea independiente de la concentración de sustrato, de forma que midamos velocidades próximas a la Vmax. En otros casos puede interesar determinar la velocidad en función de la concentración de sustrato, por ejemplo cuando se pretende calcular la Km (ver práctica siguiente). 

En una célula viva, hay un aporte de sustratos y un drenaje de productos, de forma que la velocidad de las reacciones catalizadas por enzimas es adecuada a las necesidades biológicas y puede regularse. Sin embargo, trabajando in vitro la concentración de sustrato disminuye en función de la velocidad de la reacción, con un perfil temporal semejante al mostrado en la figura B. Por tanto, la velocidad de reacción a lo largo del tiempo también se modifica (figura C) debido a la disminución de la [S] de acuerdo con la ecuación de Michaelis-Menten.


Por este motivo, la determinación de la actividad enzimática no es trivial. Hay que tener en cuenta que se debe determinar siempre la velocidad en el tiempo cero, lo que se llama velocidad inicial (V0). Es decir, en el momento de la adición del último reactivo que inicia la reacción, que normalmente es el sustrato o el extracto biológico que contiene la enzima. 

Usando métodos espectrofotométricos se calcula la velocidad de reacción a partir de las medidas de D.O. Lo ideal sería disponer de un aparato que pudiera medir la D.O. en intervalos de tiempo infinitesimales, de esta forma podríamos calcular la (D.O. / (t y estaríamos seguros de medir la velocidad inicial. Estos aparatos existen pero normalmente no son necesarios, siempre que se diluya convenientemente el extracto biológico. En general, basta con medir la D.O. en intervalos de 10 o 15 segundos. A continuación se representan los valores de D.O. frente al tiempo. Puede suceder que se obtenga una línea recta. Esto sólo ocurre cuando se trabaja a altas [S] y durante el tiempo de la reacción no se consume suficiente sustrato como para observar un descenso en la velocidad. En esos casos la D.O. medida a los 60 segundos menos la D.O. medida en el tiempo cero será la (D.O./min. Si se obtiene una curva, un método gráfico para calcular (D.O./min. está descrito en la Figura D. Observe que hay que trazar la tangente a la curva en el origen.

Note que en este tipo de determinaciones no es necesario ajustar el espectrofotómetro a cero con un blanco. No interesa un valor de D.O. absoluto como ocurre en las determinaciones a punto final. En estos casos la medida buscada es la diferencia en D.O. que se produce a lo largo del tiempo. Este valor es independiente del valor de la D.O. en el tiempo 0.  

Fundamento de la determinación de la actividad acetilcolina esterasa

La acetilcolina esterasa (EC 3.1.1.7.) es una esterasa que actúa hidrolizando el enlace éster del neurotransmisor acetilcolina, predominantemente en el tejido nervioso y en eritrocitos. Es fundamental para hidrolizar la acetilcolina rápidamente, una vez que se libera en las sinapsis colinérgicas. La reacción que cataliza es la siguiente:

H2O + acetilcolina                                   acetato + colina

Esta enzima es relativamente poco específica pudiendo hidrolizar diversos ésteres. Aprovechando esta amplia especificidad de sustrato, la medida de la actividad enzimática la vamos a efectuar utilizando como sustrato de la reacción acetiltiocolina que es un análogo azufrado del sustrato.

La determinación de la actividad se lleva a cabo mediante la medida de la tasa de  producción de tiocolina cuando se produce la hidrólisis enzimática de la acetiltiocolina. La tiocolina presenta un grupo sulfidrilo libre que reduce de forma continua, a medida que se produce, el disulfuro presente en el ácido 5,5-ditiobisnitrobenzoico (DTNB), produciéndose en esta reacción tionitrobenzoato, anión que posee una coloración amarilla que se puede medir fotocolorimétricamente a 420 nm, que es la longitud de onda a la que presenta el máximo de absorción.

Por la estequiometría de la reacción, la concentración de tionitrobenzoato formado es idéntica a la concentración de tiocolina generada por la acetilcolinesterasa. Por tanto, la actividad enzimática (velocidad de reacción) se determina midiendo a 420 nm la cantidad de producto formado por unidad de tiempo. 

Reactivos

· Tampón fosfato potásico 0,1 M, pH 7 y pH 8.

· Acetiltiocolina 7,5mM disuelta en tampón pH 8.

· DTNB 0,01 M en tampón pH  7. Mantener en oscuridad.

· Extracto de cerebro de pollo (400 mg de tejido en 40 ml de tampón pH 8)

· Extracto de hígado de pollo (400 mg de tejido en 40 ml de tampón pH 8)

Preparación de los extractos: Se preparan los extractos para todo el grupo de prácticas. Pese 400 mg de cada tejido, páselo a un homogenizador de vidrio y añada un volumen aproximado de 10 ml. Haga un extracto hasta que no se aprecien fragmentos grandes de tejido (puede ocurrir con el extracto de cerebro que se observe un aglomerado lipídico que no se puede disgregar completamente). Diluya el extracto en una probeta hasta 40 ml. Cada pareja de alumnos debe tomar 1,5 ml de cada extracto (hígado y cerebro) y centrifugarlo en un tubo eppendorf durante 5 min a 10.000 rpm. Los sobrenadantes se pasan a tubos limpios y deben marcarse para identificarlos inequívocamente. 

Método

Tome tres cubetas y realice las adiciones oportunas de acuerdo con la tabla siguiente

	
	HIGADO
	CEREBRO 1
	CEREBRO 2

	Tampón fosfato pH 8
	2,6
	2,8
	2,4

	Extracto
	0,4
	0,2
	0,6

	DTNB
	0,1
	0,1
	0,1

	Prepárese delante de un espectrofotómetro con una pipeta, acetiltiocolina, reloj, papel y bolígrafo

	Introduzca la cubeta de hígado en el espectrofotómetro

	Pulse autocero. Esto no es esencial pero es conveniente para no obtener valores de D.O. demasiado elevados. 

	Añada el sustrato (0,2 ml de acetiltiocolina). Agite por inversión la cubeta, vuelva a introducirla, espere unos segundos para que se equilibre el aparato y empiece a tomar valores de D.O. cada quince segundos, durante dos minutos. Repita el procedimiento para las otras dos cubetas.


Rellene la tabla siguiente con los valores de D.O.

	tiempo
	0
	15
	30
	45
	60
	75
	90
	105
	120

	Hígado
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Cerebro 1
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Cerebro 2
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Represente para cada cubeta una gráfica de D.O. frente al tiempo. Compruebe que existe linealidad al menos en los primeros intervalos de tiempo. Calcule el valor de (D.O/min para cada cubeta trazando la tangente en el origen.

El cálculo de (D.O/min es crítico para la determinación. El uso de un método gráfico como el descrito es lo más apropiado, pero también se puede calcular numéricamente rellenando la siguiente tabla en la que se escriben las diferencias de D.O. entre cada dos medidas consecutivas:

	( tiempo
	DO15-DO0
	DO30-DO15
	DO45-DO30
	DO60-DO45
	DO75-DO60
	DO90-DO75
	DO105-DO90
	DO120-DO105

	Hígado
	
	
	
	
	
	
	
	

	Cerebro 1
	
	
	
	
	
	
	
	

	Cerebro 2
	
	
	
	
	
	
	
	


Durante el tramo en que la reacción es lineal las diferencias deben ser muy semejantes. Habrá ligeras oscilaciones por los errores experimentales. Compruebe el tramo lineal para cada cubeta, desprecie los intervalos finales en que se produce un descenso en las diferencias y haga las medias usando únicamente los valores válidos. Así tendrá el valor medio de (D.O./15 segundos, calcule ahora (D.O./min. Para calcular la velocidad a partir de este valor se debe emplear la ley de Lambert-Beer.


    (DO/min
                          (c/min = V0 =  

       ( x d

(, el coeficiente de absortividad molar depende de cada compuesto coloreado, para el tionitrobenzoato es igual a 1,36 x 10 4 L x mol-1 x cm-1. d es igual a 1 cm.

Sustituya en esta ecuación todos los valores y compruebe que la velocidad vendrá expresada en mol x L-1 x min-1. Este valor está referido a la cubeta experimental. Para referirlo al extracto  habrá que multiplicar por el factor de dilución que ha sufrido éste en la cubeta. También es útil  convertir moles y Litros a µmol y mL. De cualquier forma, expresar la velocidad por unidad de volumen no tiene utilidad práctica, pues el valor dependerá del modo en que hayamos realizado el extracto. Por tanto, estas unidades deben transformarse a otras de utilidad que nos sirvan para establecer comparaciones, como son las referidas a masa de tejido o, la más utilizada, la actividad enzimática específica cuyas unidades son µmol x min-1 x mg-1 de proteína. Para calcular este valor debemos conocer previamente la concentración de proteínas del extracto, por tanto lo calcularemos el día que se realice dicha determinación.

Calcule y rellene la siguiente tabla:

	
	Hígado
	Cerebro 1
	Cerebro 2

	µmol x min-1 x ml-1 medio de reacción
	
	
	

	µmol x min-1 x ml-1 extracto
	
	
	

	µmol x min-1 x g-1 de tejido
	
	
	

	µmol x min-1 x mg-1 de proteína
	
	
	


Reserve extracto crudo de hígado y de cerebro para la determinación de proteínas.

Cuestiones

· ¿Puede deducirse de estos resultados la localización tisular mayoritaria de la acetilcolina esterasa?

· Justifique el motivo por el que la actividad en las dos cubetas con extracto de cerebro son idénticas al expresarla en las diferentes unidades de la tabla anterior.

· ¿Qué se puede deducir sobre la velocidad de reacción al modificar la cantidad de enzima?

PRÁCTICA II
DETERMINACIÓN DE PARÁMETROS CINÉTICOS DE LA ENZIMA 

ACETILCOLINA ESTERASA
Fundamento

Los parámetros cinéticos de una enzima Michaeliana son la Constante de Michaelis-Menten (Km) y la velocidad máxima (Vmax). Vmax corresponde a la máxima velocidad de catálisis cuando todos los centros activos están saturados por el sustrato. Km se suele identificar con la afinidad del enzima por el sustrato. Cinéticamente corresponde a la concentración de sustrato necesaria para que la velocidad de la reacción sea la mitad de Vmax. Una Km baja indica por tanto alta afinidad del enzima por el sustrato.

El valor de Km tiene utilidad en el laboratorio. Cuando se conoce el valor de Km de una enzima para un sustrato y se quiere determinar  experimentalmente la actividad de la enzima, se suele añadir a la cubeta una concentración de sustrato 100 veces superior a la Km para garantizar que se trabaja cerca de condiciones saturantes. Además, las enzimas pueden catalizar reacciones químicas con varios sustratos semejantes. Por ejemplo, la propia acetilcolina esterasa puede catalizar la hidrólisis de diferentes ésteres. El valor de Km para la acetilcolina es mucho más bajo que los valores de Km para los demás sustratos. Esto indica que la acetilcolina es el sustrato natural de esta enzima. 


Ambos parámetros se pueden determinar experimentalmente en el laboratorio. La estrategia experimental es determinar la actividad enzimática en varias cubetas con idéntica concentración de enzima y concentraciones variables de sustrato que cubran un amplio rango sin llegar a ser saturantes porque, en ese caso, siempre se mediría una velocidad constante, próxima a Vmax.

Se traza la curva cinética de V frente a [S] y se determina el valor de Vmax, como el punto de corte con el eje de ordenadas de la asíntota a la curva hiperbólica. El valor de Vmax se divide por 2 y de esta forma se puede calcular el valor de Km como está indicado en la figura A. Este método produce resultados satisfactorios cuando se usa un programa informático adecuado que ajuste los datos experimentales a una hipérbola por métodos de regresión no lineal. Sin embargo, existen transformaciones de la ecuación de Michaelis-Menten que permiten ajustes por regresión lineal. Uno de los métodos más usados es la ecuación de los inversos o de Lineweaver-Burk 

                                           1         Km        1            1

                                                =                       

                                          V       Vmax     [S]       Vmax
Si se representa 1/v frente a 1/[S] como en la figura B se obtiene una línea cuya intersección con el eje de ordenadas es 1/Vmax, cuya intersección con el eje de abcisas es –1/Km y cuya pendiente es Km/Vmax. Simplemente hay que determinar gráficamente el valor de las intersecciones para calcular los dos parámetros cinéticos.  

Reactivos

· Tampón fosfato potásico 0,1 M, pH 7 y pH 8.

· Acetiltiocolina 1,5mM disuelta en tampón pH 8.

· DTNB 0,01 M en tampón pH  7. Mantener en oscuridad.

· Extracto de cerebro de pollo (400 mg de tejido en 40 ml de tampón pH 8)

Como se ve, los reactivos  a utilizar son los mismos que para la determinación de la actividad de la enzima con la salvedad de que, en este caso, la concentración utilizada de acetiltiocolina es 1,5mM. Esta concentración menor facilita poner concentraciones no saturantes en las cubetas de medida.

Método

Se prepara el extracto de tejido y se centrifuga a 10.000 rpm en tubos eppendorf durante 5 minutos para eliminar todos los restos celulares que no hayan sido extraídos.

Se preparan seis tubos y el protocolo a seguir es el siguiente:

	Tubo
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Tampón 
	2,75 ml
	2,7 ml
	2,65 ml
	2,55 ml
	2,3 ml
	1,8 ml

	Extracto
	0,4 ml
	0,4 ml
	0,4 ml
	0,4 ml
	0,4 ml
	0,4 ml

	DTNB
	0,1 ml
	0,1 ml
	0,1 ml
	0,1 ml
	0,1 ml
	0,1 ml

	Prepárese delante de un espectrofotómetro con una pipeta, acetiltiocolina, reloj, papel y bolígrafo

	Introduzca la cubeta número 1 en el espectrofotómetro

	Pulse autocero. Esto no es esencial pero es conveniente para no obtener valores de D.O. demasiado elevados. 

	Añada el volumen adecuado de acetiltiocolina. Agite por inversión la cubeta, vuelva a introducirla, espere unos segundos para que se equilibre el aparato y empiece a tomar valores de D.O. cada quince segundos, durante dos minutos. Repita el procedimiento con el resto de cubetas

	Acetiltiocolina
	0,05 ml
	0,1 ml
	0,15 ml
	0,25 ml
	0,5 ml
	1,0 ml


Rellene la tabla siguiente con los valores de D.O.

	tiempo
	0
	15
	30
	45
	60
	75
	90
	105
	120

	1
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	5
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	6
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Proceda a calcular la (D.O./min como se ha explicado en la práctica anterior.

	( tiempo
	DO15-DO0
	DO30-DO15
	DO45-DO30
	DO60-DO45
	DO75-DO60
	DO90-DO75
	DO105-DO90
	DO120-DO105

	1
	
	
	
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	
	
	
	

	5
	
	
	
	
	
	
	
	

	6
	
	
	
	
	
	
	
	


Rellene la siguiente tabla con los resultados obtenidos. 

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	[S]
	
	
	
	
	
	

	Velocidad
	
	
	
	
	
	

	1/[S]
	
	
	
	
	
	

	1/Velocidad
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	


[S] es la concentración de sustrato que había en cada tubo al principio de la reacción. Exprésela en Molaridad, ya que es la unidad internacional para Km.

Velocidad es la actividad de la enzima. Puede expresarse en cualquier unidad válida. Debe entender que el valor de la Velocidad máxima que obtenga gráficamente vendrá expresado en la unidad que haya elegido. 

Represente gráficamente 1/V frente a 1/[S]. Calcule Km y Vmax.

Cuestiones

· Por qué se utilizan concentraciones diferentes de acetiltiocolina para la práctica de la determinación de la actividad que para la determinación de Km?
      □    ¿Cuál es el significado de la Km de un enzima respecto a su sustrato?
· Conocidos los parámetros cinéticos, calcule la velocidad de reacción si se utilizara una [Sustrato] igual a 10 veces la Km.

PRÁCTICA III

DETERMINACIÓN COLORIMÉTRICA DE PROTEÍNAS

MÉTODO DE LOWRY 

Fundamento

La determinación de la cantidad de proteínas en muestras biológicas es muy importante y habitual. Las proteínas como sabemos son constituyentes muy abundantes en la materia viva. Podríamos determinar proteínas en cualquier muestra biológica. Esto hace que se hayan desarrollado muchos métodos distintos para cuantificar proteínas. Los métodos de Biuret, Lowry y Bradford han sido los más usados. 

El método de Biuret se basa en la reacción que se produce entre el cobre en medio alcalino con los grupos amino de la urea. La disposición espacial de los grupos aminopeptídicos de las cadenas polipeptídicas de las proteínas es semejante a la de la urea, por lo que también reaccionan con el ión cúprico produciendo una coloración azul-violeta. El ión también tiende a oxidar el esqueleto carbonado de la proteína reduciéndose a cuproso. Por su baja sensibilidad, este método sólo es útil cuando se pretende medir disoluciones muy concentradas. 

Cuando la concentración de proteínas es más baja se puede usar el método de Lowry que es un método químico que combina la reacción de Biuret con la reacción de Folin-Ciocalteau. El reactivo de Folin-Ciocalteau es una mezcla compleja de ácidos fosfomolíbdico y fosfotúngstico. Estos ácidos son reducidos por grupos –OH reductores (por ejemplo, Tirosina) y por el ión cuproso generado en la reacción de Biuret. En estas reacciones se producen complejos reducidos muy variables con un color azul característico. La reacción no es estequiométrica por lo que la determinación exige el uso de soluciones patrón de concentración de proteína conocida. 

Todos estos métodos presentan inconvenientes porque existen interferencias con muchas sustancias muy utilizadas en bioquímica, detergentes no iónicos, agentes reductores, sales, etc. Por este motivo se están desarrollando constantemente modificaciones a los mismos.
Método de Lowry
El método de Lowry que se va a realizar en esta práctica es, a pesar de las muchas interferencias, uno de los más empleados en Bioquímica.

Reactivos

· Reactivo de Biuret: El reactivo de Biuret se compone de dos soluciones:

Solución A: Na2CO3 al 2% en NaOH 0,1N. 

Solución B: CuSO4.5H2O al 0,5% en tartrato sódico al 1%. Si existe abundante precipitado la disolución debe filtrarse o decantarse.

El reactivo es de preparación extemporánea y se prepara con ambas soluciones adicionando 2 ml de solución B a cada 100 ml de  solución A.

· Reactivo de Folin-Ciocalteau: Se utiliza reactivo de fenol comercial diluido 2 veces con agua destilada.

· Solución estándar de proteína. Se prepara extemporáneamente con 0,5 mg/ml de albúmina bovina purificada disuelta en agua destilada. No se debe agitar bruscamente para evitar la formación de espuma. 

Método

Construiremos una curva patrón con varios tubos en los que pipetearemos concentraciones variables y conocidas de albúmina. Con ellos realizaremos las mismas manipulaciones que con la muestra desconocida. La concentración de proteínas en la muestra se calculará por comparación con el color desarrollado en los tubos patrón de concentración conocida.

Las muestras en las que vamos a calcular la concentración de proteína son los extractos crudos preparados a partir de cerebro e hígado en total dos muestras problema. Los datos obtenidos nos servirán para poder conocer la actividad específica en las muestras en las que se ha medido la actividad enzimática.

Prepararemos los tubos de la curva de calibrado, que en este caso son cinco, el blanco que no contiene proteína y tantos tubos como requiera el número de muestras desconocidas que vayamos a procesar. De cada muestra problema prepararemos dos diluciones, lo que es habitual y conveniente para que el rango de absorbancia de los tubos problema y de los tubos patrón sea semejante. El volumen final de los tubos de reacción, tanto de patrones como de problemas, será de 1ml.

	
	Blanco
	Estándar 1
	Estándar 2
	Estándar 3
	Estándar 4
	Estándar 5

	Agua
	1ml
	0,9ml
	0,8ml
	0,7ml
	0,6ml
	0,5ml

	Albúmina
	-------
	0,1ml
	0,2ml
	0,3ml
	0,4ml
	0,5ml

	
	Cerebro 1
	Cerebro 2
	Hígado 1
	Hígado 2

	Agua
	0,5
	0,75
	0,5
	0,75

	Extracto diluido 1/5
	0,5

	0,25
	0,5
	0,25


	Una vez preparados todos los tubos estándar y todos los tubos problemas comience la determinación

	Añada a todos los tubos 5 ml de reactivo de Biuret.

	Agite los tubos y manténgalos 15 min a temperatura ambiente.

	Añada a todos los tubos 0,5 ml de reactivo de Folin

	El reactivo de Folin es denso, por ello es muy importante agitar bien. Si no se agitan los tubos no se mezclará con el volumen de reacción sino que se depositará en el fondo

	Mantenga los tubos 20 min a temperatura ambiente

	Ajuste el espectrofotómetro a 660 nm y calibre a D.O. = 0 con el blanco

	Mida la D.O. de todos los tubos


Todas las reacciones químicas deben realizarse simultáneamente para poder comparar los valores de D.O. de las muestras problema con los de los estándares. Además, el valor de D.O. de los problemas debe estar dentro del rango lineal de la curva patrón. Si esto no fuera así, habría que repetir la determinación con diluciones mayores de la muestra problema. 

Como se ve en el protocolo el volumen de todos los tubos siempre es el mismo. A la hora de hacer los cálculos, podemos prescindir del volumen adicionado de los reactivos de Biuret y Folin (esto hace que trabajemos con números más sencillos) ya que este volumen es idéntico para todos los tubos. Si lo hacemos así, referiremos los resultados al mililitro inicial. 

Complete la tabla, calculando la concentración de proteína en cada tubo patrón y anotando la D.O. medida en cada tubo. En el caso de los tubos estándar podríamos expresar la concentración de proteínas en molaridad, ya que sólo se ha adicionado una única proteína de pm conocido. Sin embargo, en los tubos problema tenemos miles de proteínas diferentes. Por este motivo las unidades correctas son mg/mL. 

	
	Blanco
	Estándar 1
	Estándar 2
	Estándar 3
	Estándar 4
	Estándar 5

	D.O
	0
	
	
	
	
	

	[proteínas] mg/ml
	0
	
	
	
	
	

	Muestras
	Cerebro 1
	Cerebro 2
	Hígado 1
	Hígado 2

	D.O
	
	
	
	


Una vez completada la tabla, calcularemos la concentración de proteínas en los problemas.

Construya, usando papel milimetrado, una recta de calibrado. En abscisas se representarán los valores de concentración de proteínas de los tubos estándar y en ordenadas sus correspondientes valores de D.O. Observe que el punto (0,0) es un punto de la recta ya que corresponde al tubo blanco en el que existe concentración 0 de proteínas y con él se ha ajustado a 0 de D.O. el espectrofotómetro.


Un ejemplo de recta patrón sería el siguiente:

Con los seis puntos experimentales se debe hacer un ajuste por métodos matemáticos (regresión lineal).

A partir de la recta ajustada podremos interpolar cada uno de los valores de absorbancia de los tubos problema y calcular así su concentración de proteínas, tal como está indicado en la figura con la línea de puntos. 

Calcule la concentración de proteínas de cada tubo problema. Observe que el valor que obtiene tras la interpolación es la concentración de proteínas en el tubo que produjo una determinada D.O. Ese valor deberá ser multiplicado por los factores de dilución que haya sufrido cada muestra en la preparación de la cubeta y en el tratamiento previo. Como se han realizado dos determinaciones para cada muestra, el valor correcto será la media aritmética de los dos resultados, que deberían ser muy semejantes si ha trabajado correctamente.

	[proteínas]mg/ml 
	Cerebro 1
	Cerebro 2
	Hígado 1
	Hígado 2

	[proteínas]mg/ml
	Cerebro
	Hígado


Conocida la [proteínas] en cada uno de los diferentes extractos enzimáticos, calcule sus actividades específicas (ver práctica I).

La actividad específica de una enzima se expresa en µmol x min-1 x mg-1 de proteína. Observe que simplemente dividiendo la actividad expresada en µmol x min-1 x ml-1 de extracto entre la [proteínas] expresada en mg x ml-1 de extracto se obtiene ese valor.

Cuestiones

¿Cómo minimizaría la interferencia en la determinación originada por la composición química de las muestras?
¿Por qué siempre expresamos la concentración de proteínas en mg/ml? ¿Podemos hacerlo en milimolaridad?

¿Por qué hacemos la determinación de proteínas sobre las muestras de extracto de hígado y de cerebro?
PRÁCTICA IV
AISLAMIENTO DE DNA GENÓMICO

Fundamento
La purificación de DNA se ha convertido hoy día en una técnica imprescindible en la mayoría de los laboratorios dedicados a investigación biológica, farmacéutica o médica. Es imprescindible obtener DNA para poder secuenciarlo, también para el diagnóstico de enfermedades genéticas y para muchas otras finalidades. Por ejemplo, hoy se pueden diagnosticar enfermedades infecciosas o parasitarias investigando la presencia de secuencias de DNA bacteriano, vírico o de parásitos en las muestras de DNA humano. El estudio del DNA tiene también variadas aplicaciones forenses, antropológicas, evolutivas, etc. 

El aislamiento de DNA a partir de cualquier muestra biológica se realiza a partir de un extracto en el que se solubiliza y del que posteriormente se eliminan todo tipo de moléculas biológicas acompañantes, glúcidos, lípidos y proteínas.

Los métodos de extracción son muy variados y dependen del material biológico de partida y de las características del DNA que se pretenda purificar. No es lo mismo pretender purificar DNA cromosómico de una bacteria que DNA plasmídico. Tampoco es igual tratar de purificar DNA a partir de una muestra ósea fosilizada que a partir de un cultivo bacteriano o de una muestra de sangre. Cada situación requiere procedimientos particulares, aunque la finalidad es siempre la misma, obtener en disolución el DNA requerido lo más intacto posible. Hay que considerar que por su estructura, cadenas polinucleotídicas enormemente largas, el DNA produce soluciones muy viscosas y puede romperse con suma facilidad.

Una vez solubilizado el DNA, la muestra debe tratarse adecuadamente para eliminar glúcidos y lípidos, lo que normalmente no ocasiona problemas. Es más difícil eliminar proteínas. Tenga en consideración que existen multitud de proteínas que se unen muy fuertemente al DNA y que muchas de ellas, fundamentalmente histonas, forman parte integrante de la cromatina, estableciendo interacciones muy estables para formar los cromosomas eucarióticos.

Las proteínas se pueden eliminar forzando su desnaturalización y por medio de incubaciones con proteasas para que se degraden a péptidos y aminoácidos libres que serán fácilmente eliminados con posterioridad.

Las etapas finales de la purificación siempre se basan en la precipitación del DNA, lo que se consigue fácilmente con disoluciones alcohólicas en presencia de sales que produzcan una fuerza iónica adecuada.

En los últimos años se han desarrollado multitud de métodos para obtener DNA puro y totalmente libre de proteínas. Este DNA es adecuado para estudios estructurales, secuenciación, hidrólisis específica con enzimas de restricción, y en general para todas las técnicas de biología molecular. Un método clásico para extraer DNA genómico a partir de hígado de pollo es el siguiente. 
Reactivos
· Tampón de lisis: Sacarosa 0,32 M, Tris 10 mM y MgCl2 2 mM. Ajuste el pH a 7,5 con HCl.

· Solución de incubación. NaCl 75 mM y EDTA 24 mM pH 8.

· Dodecil sulfato sódico (SDS) al 5% en agua. (Use mascarilla para la preparación para evitar aspirar el SDS que viene preparado como un polvo muy fino).

· Mezcla de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1).

· Acetato sódico 3 M.

· Etanol absoluto.                                                                                                                                                                                                                                                                                     

Método
Pese 2 g de hígado y homogenice en un potter con 6 ml de tampón de lisis. La extracción debe ser suave de forma que se rompa la membrana plasmática de las células, minimizando la rotura de las membranas nucleares. Para facilitar que los núcleos queden intactos el tampón de lisis está compuesto fundamentalmente por sacarosa en una solución isoosmótica. La sacarosa protege las membranas de los orgánulos de la rotura física.Una vez disgregado el tejido diluya hasta completar 100 ml con el mismo tampón de lisis y agite convenientemente.  Con este material hay cantidad suficiente para realizar 4 preparaciones. 

Distribuya el volumen en cuatro partes alícuotas de 25 ml y centrifugue diez minutos a 2.500 r.p.m. En estas condiciones sedimentan los núcleos y los orgánulos celulares quedan en suspensión.

Decante y resuspenda cada sedimento en 4,5 ml de solución de incubación. Añada 0,5 ml de SDS al 5%. El SDS es un detergente que desorganiza las membranas y desnaturaliza las proteínas. A partir de este momento todos los procedimientos deben realizarse con mucha suavidad pues ya se tiene el DNA en disolución. Cualquier agitación brusca crea fuerzas de cizalla que rompen el DNA en fragmentos muy pequeños.

Añada 0,5 ml de acetato sódico 3M y recoja la muestra en un tubo de vidrio con tapón de rosca. La sal proporciona una fuerza ionica idónea equilibrando las cargas negativas del DNA y estabilizando la molécula en ausencia de histonas.

Añada 5 ml de la mezcla cloroformo:alcohol isoamílico. Agite muy suavemente y espere que se separen las dos fases, la inferior orgánica y la superior acuosa. Puede centrifugarse la muestra a 2.500 r.p.m. durante 10 minutos para facilitar la separación de las fases.

Elimine al máximo la fase inferior con una pipeta Pasteur y añada a la fase acuosa otros 5 ml de cloroformo:alcohol isoamilico. Agite muy suavemente, deje separar las fases y elimine nuevamente la fase inferior.

Repita por tercera vez la adición de 5 ml de la mezcla cloroformo:alcohol isoamilico. Vuelva a agitar y elimine completamente la fase inferior clorofórmica. Con estos tres lavados se consigue eliminar todos los restos lipídicos y proteicos.

Añada a la fase acuosa 10 ml de etanol al 90% frío (manténgalo en el congelador). Agite suavemente y poco a poco se irá viendo aparecer un precipitado filiforme de DNA.

Este método necesita un tiempo relativamente largo para completarse, por eso vamos a realizar un método más sencillo y rápido con el que vamos a extraer DNA genómico a partir de la mucosa bucal.

EXTRACCIÓN DE DNA A PARTIR DE MUCOSA BUCAL

Reactivos
· Dodecil sulfato sódico (SDS) al 5% en agua. (Use mascarilla para la preparación para evitar aspirar el SDS que viene preparado como un polvo muy fino).

· Acetato sódico 3 M.

· Etanol absoluto.                                                                                                                                                                                                                                                                                     

Método

 Tome un tubo estéril de 25 o 30 ml, y añada 10-12 ml de agua del grifo. Enjuáguese la boca durante 15 segundos con el agua, procurando distribuirla bien por todas las mucosas bucales. Deposite de nuevo el agua en el tubo. De esta forma se colectan muchas células de descamación de las mucosas.
Añada al tubo 0.5 ml de SDS al 5%, 0.5 ml de acetato sódico 3M y 10 ml de etanol absoluto frío y mezcle suavemente por inversión del tubo. Mantenga el tubo en el congelador durante unos minutos (mínimo 15 minutos para obtener buenos resultados).

Mezcle suavemente, invirtiendo el tubo unas pocas veces y espere la aparición de hebras blanquecinas, que están constituidas por DNA genómico.

Obviamente esta preparación sencilla es un ejemplo de la facilidad para extraer DNA. En este caso será un DNA muy contaminado con proteínas y otras biomoléculas.

Si se pretendiera utilizar este DNA para posterior manipulación, secuenciación, amplificación, etc., debería ser procesado para la eliminación de todas las biomoléculas contaminantes.
Notas

Muchos procedimientos para obtener DNA utilizan métodos drásticos para eliminar completamente las proteínas de la disolución. El más empleado es la incubación con fenol a pH básico. Cuando se realiza una incubación con fenol en un medio con cloroformo aparece una banda blanca de proteínas precipitadas en la interfase.

En muchos procedimientos es también muy utilizada una etapa de digestión con proteasas. Se suele utilizar proteinasa K. La digestión con proteasas facilita la degradación de histonas y otras proteínas que interaccionan fuertemente con el DNA.

Cuestiones

· Las proteínas presentan un máximo de absorción de luz a 280 nm. Los ácidos nucleicos presentan un máximo de absorción a 260 nm. Diseñe un método para valorar la contaminación con proteínas de su muestra de DNA purificado.

· En caso de que su preparación de DNA contenga una proporción alta de proteínas ¿Cómo podría eliminarlas?

· ¿Qué método puede existir para cuantificar el DNA que ha purificado?

· ¿Cree que con el procedimiento empleado obtendría DNA sin contaminación de RNA? Si su respuesta es negativa, ¿cómo cree que podría eliminar el RNA de la preparación? 

PREPARACIÓN DE DNA PLASMÍDICO Y ELECTROFORESIS DE DNA

Esta práctica consta de dos partes. En primer lugar, se realizará una minipreparación (extracción de pequeñas cantidades) de DNA plasmídico de bacterias mediante el método más utilizado, que es el de la lisis alcalina. A continuación, se llevará a cabo una electroforesis para visualizar el DNA que hemos preparado. Se observarán varias bandas que se corresponden con el DNA plasmídico en diferentes estados topológicos ya que los DNA circulares presentan distinta movilidad electroforética en función de su grado de enrollamiento. La electroforesis se realizará en un gel submarino de agarosa al 1%.

ATENCIÓN: Van a trabajar con bacterias Protéjanse utilizando guantes y bata de laboratorio durante toda la práctica.

1. PREPARACIÓN DEL GEL

Fundamento


La agarosa disuelta en agua a temperaturas próximas a ebullición forma geles cuando se enfría debido a que las fibras poliméricas forman agregados que se entrecruzan. Dependiendo de la concentración de la disolución de agarosa los poros que quedan en la malla del gel serán de distinto tamaño y, por tanto, hay que utilizar diferentes concentraciones para separar moléculas de ácidos nucleicos para cada rango de tamaños.

Reactivos
· TAE 1X (Tris/Acético/EDTA). Se prepara a partir de una solución concentrada 50X comercial (que contiene 242 g de Tris, 57.1 ml de ácido acético glacial, 37.2 g de Na2EDTA 2H2O y agua hasta 1L, pH ~8.5).

· Agarosa al 1 % en TAE 1X y MIDORIN GREEN 3μl/50 mL gel
Método

1. Pongan cinta adhesiva en los extremos de la bandeja del gel.

2. Pesen la agarosa, viértanla en una botella de vidrio, añadan el volumen necesario de TAE 1X y marquen el menisco con un rotulador de vidrio.

3. Fundan la agarosa completamente en un microondas. Si se ha evaporado líquido, completen el volumen con agua destilada. Añadan el reactivo MIDORI GREEN.
4. Esperen que se atempere la agarosa (hasta que la botella no queme al tacto) y viertan la agarosa todavía líquida en la bandeja del gel.

5. Coloquen el peine y dejen gelificar 30 minutos. Pasado ese tiempo, retiren la cinta adhesiva y el peine.

6. Coloquen la bandeja con el gel en la cubeta de electroforesis, orientándola de forma que los pocillos estén hacia el polo negativo (electrodo negro).

7. Llenen la cubeta de electroforesis cubriendo el gel con TAE 1X.

2. MINIPREPARACIÓN (MINIPREP) DE DNA PLASMÍDICO

Fundamento
Las bacterias se lisan con una solución del detergente SDS en NaOH. El SDS desnaturaliza las proteínas bacterianas. El NaOH desnaturaliza el DNA bacteriano, tanto el DNA cromosómico como el plasmídico.

Posteriormente, la mezcla es neutralizada con acetato potásico. Con este tratamiento se consigue renaturalizar el DNA y precipitar las proteínas, el DNA cromosómico y el SDS adicionado anteriormente (el SDS forma un complejo con el K). A continuación, se eliminan todos los componentes precipitados mediante una centrifugación, de modo que el DNA plasmídico permanece disuelto. El DNA cromosómico sedimenta junto a la fracción particulada al estar unido a la membrana.

Por último, el DNA plasmídico es extraído y concentrado mediante precipitación con etanol.

Reactivos

· TE (Tris/EDTA). Se compone de 25 mM Tris-HCl, pH 8.0; y 10 mM EDTA.

· NaOH/SDS. De preparación extemporánea. Es SDS al 1% en una solución de sosa 0.2 M.

· Acetato potásico 5 M, pH 4.8. Mezclar 29.5 ml de ácido acético glacial con una solución concentrada de KOH (potasa) para llevar el pH a 4.8 y, finalmente, enrasar a 100 ml con agua destilada.

· Etanol absoluto

· Etanol 70 %.

· Tampón de carga 6X. Es azul de bromofenol al 0.25 % en una solución de sacarosa al 40 %.

Método

El día anterior a la práctica, su profesor crecerá una única colonia de bacterias en un medio de cultivo líquido hasta saturación durante toda la noche a 37 oC.

1. Pipeteen 1.5 ml del cultivo en un tubo eppendorf.

2. Centrifuguen en microfuga a máxima velocidad y temperatura ambiente durante 20 segundos. Descarten el sobrenadante con ayuda de una pipeta automática.

3. Resuspendan completamente el sedimento en 100 (l de TE con ayuda de la pipeta automática (aspirando y expulsando varias veces). Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

4. Añadan 200 (l de NaOH/SDS, mezclar bien (invirtiendo un par de veces), e incuben en baño de hielo durante 5 minutos.

5. Añadan 150 (l de acetato potásico, agiten en vortex 2 segundos e incuben en baño de hielo durante 5 minutos.

6. Centrifuguen en microfuga a máxima velocidad y temperatura ambiente durante 3 minutos.

7. Transfieran 0.4 ml del sobrenadante a un nuevo eppendorf, añadan 0.8 ml de etanol absoluto e incuben en baño de hielo durante 2 minutos.

8. Centrifuguen en las mismas condiciones anteriores durante 3 minutos. Descarten el sobrenadante por decantación.

9. Laven el sedimento con 1 ml de etanol al 70 %, es decir: añadan el etanol, cierren el tubo, inviértanlo un par de veces, vuelvan a centrifugar durante dos minutos y tiren el sobrenadante por decantación, cuidando de no tirar el sedimento.

10. Sequen el sedimento al aire durante unos minutos. También se puede usar papel secante para eliminar las gotas de etanol que quedan en la pared del tubo. Finalmente, resuspéndanlo en 30 (l de tampón de carga.

3. ELECTROFORESIS Y TINCIÓN
1. Carguen 10 (l de la muestra en un pocillo del gel y 5 µl en otro pocillo. Otros compañeros deben cargar sus muestras en el mismo gel hasta ocupar todos los pocillos.

2. Conecten los cables a la fuente de alimentación y coloquen la tapa de la cubeta. Asegúrense de que la polaridad es correcta.
3. Fijen el voltaje en 80 v.

4. Desconecten la electroforesis apagando la fuente de alimentación cuando el colorante llegue al extremo del gel.

5. Quiten la tapa al aparato y con cuidado retiren la bandeja con el gel (el gel puede resbalar de la bandeja por lo que hay que colocar un dedo en los lados libres para que no se mueva).

6. Coloquen el gel sobre el transiluminador UV y observen el DNA.

En la figura inferior se muestra un minigel con un plásmido en tres estados topológicos:



PROBLEMAS DE PRACTICAS

1.- El NaOH tiene un Peso Molecular de 40 g/mol.

a) Indicar como se prepararían 500 ml de una disolución 0.2 M.

b) ¿Como se prepararían a partir de esta disolución 300 ml de una dilución 1/20?

2.- ¿Cuántos gramos de sacarosa (Pm= 342) hay que pesar para preparar 250 ml de una disolución 0,5 M?

¿Cómo se prepararían a partir de ella 25 ml de una disolución 25 mM de sacarosa?.

De la disolución 500 mM del apartado a) se han efectuado cuatro diluciones según se indica en el cuadro. Complete los factores de dilución y las concentraciones de las diluciones resultantes.

	Sacarosa 500mM (ml)
	Agua (ml)
	Dilución
	Concentración

	1
	1
	
	

	0.5
	12
	
	

	0.2
	3.8
	
	

	1
	0.5
	
	


3.- Se pretende determinar el contenido de proteínas de un extracto hepático por el método de Lowry y col. Para ello se han preparado 3 tubos patrones con concentraciones 0,06, 0,12 y 0,24 mg/ml y de los que se han obtenido los valores de densidades ópticas de 0,08, 0,17 y 0,33 respectivamente. Asimismo se han preparado tres tubos con tres diluciones del extracto “a”, “b” y “c.”El tubo con la dilución “a” se preparó tomando 1 ml del extracto original y añadiendo 19 ml de agua. El tubo “b” se preparó tomando 1 ml de extracto y 29 ml de agua. Finalmente el tubo “c” se preparó tomando 1ml de extracto y 44 ml de agua. En estos tres tubos se obtuvieron unos valores de D.O. de 0,22, 0,16 y 0,11. ¿Cuál era la concentración de proteínas en mg/ml del extracto original?

4.-Queremos averiguar los mg/ ml de proteína existentes en el suero de un individuo empleando para ello el método de Lowry. La solución estándar de proteína era de 6mg/ml). El suero se diluyó previamente tomando 2 ml de suero y 4 ml de agua. Preparamos 7 tubos de acuerdo con el protocolo siguiente.

                                  Blanco           1                   2                3               P               P´            P´´

Agua                        0,2               0,15               0,1             --             0,15            0,1          --

St. proteína               ---               0,05                0,1            0,2             --                --            --

Suero diluido              ---                ---                   ---               --               0,05           0,1           0,2

Tras la reacción los valores de absorbancia obtenidos fueron:

                                    ---               0,25                0,48           0,97           0,19           0,40         0,78

¿Cuál es la concentración en mg/ml del suero?

5.-¿Por qué para la determinación de la máxima velocidad de reacción de una enzima sólo es necesario utilizar una cubeta de reacción, mientras que para calcular la Km se necesita determinar la actividad en varias cubetas con concentraciones distintas de sustrato?

6.-  Relación entre velocidad de reacción y concentración de sustrato.

a) ¿A que concentración de sustrato mostrará un enzima la cuarta parte de su Vmáx  si ésta es igual a 30 (mol min -1 litro –1  y la KM es 5x10-3 M?

b) Determinar la fracción de Vmáx que se encontrará a una concentración de sustrato de ½ KM, 2 KM y 10 KM.
7.- Para determinar la actividad acetilcolinesterasa de un extracto de cerebro de pollo preparamos una mezcla de ensayo con un volumen final de 3 ml, de los que 0,15 ml eran de extracto. La ΔD.O./min, medida en una cubeta de 1 cm. de espesor fue de 0,048. 

       a) Calcule la actividad del extracto en mmoles/min litro

       b) Si el extracto contenía 155 mg de proteína/ml, calcule la actividad específica de 

           la acetilcolina esterasa del extracto.

            Coeficiente de extinción molar del DTNB, ( = 1,36 x 104  M-1/cm
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