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_

GUIA DE PRACTICA DE LABORATORIO DE
BIOQUIMICA

PRIMERA UNIDAD: ESTRUCTURA Y CATALISIS
PRACTICA N° 1: IDENTIFICACION DE ENZIMA AMILASA

APEllidOs & e e
Seccién  : BS1001 NOMBIES & ot
Docente : Mg. MARIA NELLY CASTILLO R. Fecha HNY Sy SR Duracion: 90 min

Tipo de practica: Individual ( ) Grupal (X)

1. TEMA:
IDENTIFICACION DE ENZIMA AMILASA

2. PROPOSITO:
e Observar la desnaturalizacién de las proteinas.
e Reconocimiento de las enzimas.

3. CONCEPTOS BASICOS:
La catalasa es una enzima que se encuentra en las células de los tejidos animales y
vegetales. La funcidn de esta enzima en los tejidos es necesario porque durante el
metabolismo celular, se forma una molécula tdxica que es el perdxido de hidrogeno
H202 (agua oxigenada).
Esta enzima la catalasa, lo descompone en agua y oxigeno, por lo que se soluciona el
problema.
La reaccion de la catalasa sobre el H202, es la siguiente:

2H02 —— 2H0 + O2

Catalasa
La existencia de catalasa en los tejidos animales, se aprovecha para utilizar el agua
oxigenada como desinfectante cuando se echa sobre una herida. Como muchas de las
bacterias patégenas son anaerobias (no pueden vivir con oxigeno), mueren con el
desprendimiento del oxigeno que se produce cuando la catalasa de los tejidos actie
sobre el agua oxigenada.

4. MATERIALES :

CANTIDAD EQUIPO
01 BANO MARIA
CANTIDAD MATERIALES CAPACIDAD
02 GRADILLA
05 TUBOS DE ENSAYO (5)
01 MECHERO
01 ENCENDEDOR
02 PIPETA DE 5 ml
03 PINZAS DE MADERA
02 BISTURI

ucontinental.edu.pe | 4
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CANTIDAD UNIDAD DE MEDIDA REACTIVO

10 GRAMOS AGUA OXIGENADA DE 5 v

c.s.p SOLUCION DE LUGOL

c.s.p SOLUCION DE FEHLING

c.s.p AGUA DESTILADA PARA PRUEBAS

BIOQUIMICAS
50 GRAMOS HIGADO DE POLLO FRESCO
50 GRAMOS TROCITOS DE TOMATE
10 GRAMOS ALMIDON
5. EQUIPOS :

Reconocimiento de la carfalasa

2H2 O2 P 2H20 + O2
= catalasa
Trocitos ARadir Se produce un
higado agua oxigenada intenso burbujeo

Desnaturalizacion de la cafalasa

5] =
&> ==
— Higado Anadir No- .
Hervir trocitos hervido agua hay reaccion
de higado oxigenada

durante S minutos

6. HIPOTESIS:
e Los alumnos identifican enzimas en diferentes tejidos animales y vegetales.

7. NOTAS DE SEGURIDAD:
e El laboratorio es un lugar de trabajo cientifico netamente por lo tanto los estudiantes no
deberan tomar a jugo el uso y manipulacion de ningtiin instrumentos del laboratorio.
e Los bisturies manipularlos con sumo cuidado.

8. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:
A. REACCION CON AGUA OXIGENADA:
v" Colocar en un tubo de ensayo unos trocitos de higado.
v" Afadir 5 ml de agua oxigenada.
Se observara un intenso burbujeo debido el desprendimiento de oxigeno.
B. DESNATURALIZACIO DE LA CATALASA:
Mediante esta experiencia vamos a ver una propiedad fundamental de las
proteinas, que es la desnaturalizacién. Ya que a catalasa quimicamente es una
proteina, podemos desnaturalizarla al someterla a altas temperaturas. Al perder
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la estructura terciaria, perdera también la funcidon y como consecuencia su
funcién catalitica, por lo que no podra descomponer el agua oxigenada y no se
observara ningun tipo de reacciéon cuando hagamos la experiencia anterior con
muestras de tejidos hervidos.
v Colocar en un tubo de ensayo varios trocitos de higado.
v" Afiadir agua para hervir la muestra, hervir durante unos minutos.
v" Después de este tiempo retirar el agua sobrante.
v Afadir el agua oxigenada.
C. HIDROLISIS DEL ALMIDON:
La amilasa salival es una enzima que rompe especificamente los enlaces glucosidicos a 1
— 4 de los polisacaridos. La hidrdlisis del almidén por amilasa salival de como producto
una mezcla de maltosa, maltotriosa (dextrinas) y glucosa. El almidén es un polisacarido
formado por dos tipos de cadena: amilasa (lineal) que presenta solo enlace a1l -4y
amilopectina (ramificada), con enlaces a 1 — 4 y a 1 — 6. El almidén se reconoce
guimicamente por el color azul intenso que desarrolla en presencia del yodo, por lo que
la hidrolisis enzimatica del almidén se puede determinar por la pérdida del color azul de
una mezcla de reaccion.
Esta mezcla actua sobre el polisacarido almidén hidrolizando el enlace O — glucosidico,
por lo que el almiddn se terminara por transformar en unidades de glucosa.
Es importante que recuerdes las reacciones caracteristicas de glicidos para comprender
esta experiencia.
PROCEDIMIENTOS:
Poner en una gradilla custro tubos de ensayo, numerados del 1 al 4
Afadir en cada tubo 5 ml de una solucidn diluida de almidén.
En el tubo 1 colocar saliva (pH 6,4—-7,0)
En los tubos 2, 3,4 afiadir pequefas cantidades de saliva. Observar.

AN NI NN

9. RESULTADOS O PRODUCTOS
Los alumnos conocen la funcién de las enzimas.
10. CONCLUSIONES:
- Las enzimas nos ayudan a la desnaturalizacién de las proteinas para una mejor absorcion de
nutrientes.
11. CUESTIONARIO:
- ¢laenzima catalasa donde la encontramos y qué funcion cumple?
- ¢Cdébmo es la estructura quimica de la catalasa?
- ¢éEn el experimento del trozo del higado, cual es la enzima que se encuentra en esta?
- ¢Qué factores actlan en la actividad e lasa enzimas?

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Y/O ENLACES RECOMENDADOS
http://www.who.int/csr/resources/publications/biosafety/CDS CSR LYO 2004 11SP.pdf

- “Bioquimica ilustrada de Harper” MURRAY, R.; DARYL K, GRANNER, RODWELL, VICTOR W.:
17ava edicion; editorial “EL MANUAL MODERNO”, México 2008.
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GUIA DE PRACTICA DE LABORATORIO DE
BIOQUIMICA

PRIMERA UNIDAD: ESTRUCTURA Y CATALISIS

PRACTICA N° 2: DESCOMPOSICION DE LA GLUCOSA

Seccién  :BS1001 APEIlIdOS & o e
Asignatura : BIOQUIMICA NOMBIES & ot
Docente : Mg. MARIA NELLY CASTILLO R. Fecha N U S Duracion: 90 min
Unidad: | Semana: 03 Tipo de practica: Individual ( ) Grupal (X)

1. TEMA: HIDRATOS DE CORBONO

PROPOSITO:

Reconocimiento de la glucosa, sacarosa y lactosa

» Utilizar correctamente diferentes reactivos

3. CONCEPTOS BASICOS:
Los monosacaridos son el grupo funcional mas simple de los hidratos de carbono y se clasifican segun
estén formados por un aldehido o por una cetona.
Una de las propiedades quimicas que presentan es el caracter reductor, debido a un grupo hidroxilo (OH)
en el Carbono 1, que se encuentra libre.

4. MATERIALES :

N

R/
0.0

3

CANTIDAD MATERIALES CAPACIDAD
01 GRADILLA
05 TUBOS DE ENSAYO ( 5ml )
01 MECHERO
01 ENCENDEDOR
02 PIPETA DE 5 ml
03 PINZAS DE MADERA
01 VARILLA DE VIDRIO
CANTIDAD UNIDAD DE MEDIDA REACTIVO
c.s.p SOLUCION DE FEHLINGA Y B
c.s.p SOLUCION DE BENEDICT
c.s.p SOLUCION SOSA
Cc.s.p SOLUCION POTASA
50 GRAMOS ALMIDON
50 GRAMOS GLUCOSA
10 GRAMOS LACTOSA
5. EQUIPOS:

+LJ_’U

mMuescra Iu ol Reaccicon

6. HIPOTESIS:
Los alumnos reconocen a los hidratos de carbono utilizando diferentes reactivos.
7. NOTAS DE SEGURIDAD:

e Utilizar los diferentes reactivos con sumo cuidado.

positiva
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8. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:
I FEHLING:

En primer lugar realizaremos el reconocimiento anadiendo al hidrato de carbono dos sustancias: Fehling
A y Fehling B, una de las dos contiene sulfato de cobre y reaccionard en caso de que el hidrato de
carbono sea reductor, por lo tanto, sea un monosacarido.

1- RECONOCIMIENTO DE LA GLUCOSA.

Se echa 1ml de glucosa en un tubo de ensayo, se echa la misma cantidad de Fehling a y Fehling B, se
calienta, se remueve y se observa como va pasando de azul ,que era su color inicial, a rojo, porque ha
reducido al cobre, que ha pasado de , es decir, es un monosacdrido.

La glucosa se oxida y reduce los iones cUpricos que pasan a cuprosos combindndose a la vez con
iones hidroxilo, formando hidroxido cuproso (amarillo), que por el calor se convierte en oxido cuproso

(rojo).

CuOH Cu20 + H20
Hidroxido cuproso oxido cuproso
(Amarillo) (Rojo)

2- RECONOCIMIENTO DE LA SACAROSA.

La sacarosa es un disacdrido

Para esta reacciéon vamos a utilizar una solucién de sacarosa al 5%, reactivo de fehling A, reactivo de
fehling B, acido clorhidrico diluido al 25%, solucion de sosa, solucion de potasa.

Tomamos en un tubo de ensayo a partes iguales (2 ml) de solucion de fehling A y B, y lo mezclamos
con 2 ml de sacarosa. Hervimos y anotamos lo ocurrido.

Vemos que al ser la sacarosa un disacdrido que no tiene poder reductor los iones cUpricos no son
reducidos a cuprosos, por eso la reaccion no pierde su color azul (no se fransforma en rojo).

3- RECONCIMIENTO DE LA LACTOSA

La lactosa es un disacdrido. Igual que la glucosa tiene un grupo -OH y se oxida, formando oxido
cuproso.

Vamos a reaccionar una solucion de lactosa 5%, solucién de fehling A, solucién de fehling B.
Mezclaremos en un tubo de ensayo a partes iguales de fehling A, B, y lactosa. Hervimos y vemos que
al tener la lactosa poder reductor el procedimiento es idéntico al de la glucosa.

La lactosa se oxida y reduce los iones cUpricos que pasan a cuprosos combindndose a la vez con iones
hidroxilo, formando hidréxido cuproso (amarillo), que por el calor se convierte en oxido cuproso (rojo).
BENEDICT:

1- RECONOCIMIENTO DE LA GLUCOSA.

Para esta reaccion vamos a necesitar una solucion de glucosa al 5% ademas del reactivo de Benedict
cualitativo.

Mezclamos 2 ml de glucosa con 2ml del reactivo y lo ponemos a hervir durante 2 o 3 minutos, vemos
que se forma un precipitado azul claro que se ird tornando a marrén anaranjado, lo cual nos indica que
la prueba estara correcta.

El fundamento de esta reaccion es idéntico al de las reacciones anteriores, la Unica diferencia es que
para esta reaccioén se utiliza dlcalis mds suaves, como es el carbonato sédico.

2- RECONOCIMIENTO DE LA SACAROSA.

Para esta reacciéon vamos a necesitar una solucion de sacarosa ademds del reactivo de Benedict
cualitativo. Ponemos a hervir durante 2 o 3 minutos, vemos que al ser la sacarosa un disacdrido que no
tiene poder reductor, y no varia de color, debido a que no es un monémero.

3- RECONCIMIENTO DE LA LACTOSA

Vamos a reaccionar una solucion de lactosa 5%, solucion de Benedict. Hervimos y vemos que al tener
la lactosa poder reductor el procedimiento es idéntico al de la glucosa.

La disolucién torna de azul claro a naranja butano.

HIDROLISIS DE LA SACAROSA:

En un vaso de precipitados hervimos a partes iguales sacarosa y dcido clorhidrico diluido durante 6-8
minutos. Se deja reposar y enfriar. Se neutraliza con la misma cantidad de sosa y se realiza un fehling A
t otro B (con todo en las mismas proporciones).

Al hidrolizar la sacarosa se produce una molécula de glucosa y otra de fructosa, por lo que con esto ya
podemos decir que el azicar se ha convertido en reductor.

La reaccién vira a Rojo.

HIDROLISIS DEL ALMIDON:

ucontinental.edu.pe | 8
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Hervir durante 10 minutos en un tubo de ensayo 2 ml de solucién de almidén con 2 ml. De solucién de
HCI. Dejamos reposar y enfriamos. Neutralizamos con 3 ml de solucién de sosa. Dividimos el resultado
en dos tubos de ensayo.
En el 1° realizamos una tincién de yodo y vemos que no reacciona con el almidén al ser todo glucosa.
En el 2° efectuamos un fehling A y B, y calentamos, vemos que reacciona positivamente tinéndose de
rojo.
El fehling positivo nos indica que el almidén puede hidrolizarse por medio de dcidos diluidos y
temperatura.
9. CONCLUSIONES:
Al utilizar diferentes tipos de reactivos podemos reconocer con mayor claridad a los
glucidos
10. CUESTIONARIO:
- Investiga sobre 4 enfermedades producidas por el exceso de ingesta de carbohidratos
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Y/O ENLACES RECOMENDADOS
http://www.who.int/csr/resources/publications/biosafety/CDS CSR LYO 2004 11SP.pdf
“Bioquimica ilustrada de Harper” MURRAY, R.; DARYL K, GRANNER, RODWELL, VICTOR W.: 17ava

edicidn; editorial “EL MANUAL MODERNO”, México 2008.
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GUIA DE PRACTICA DE LABORATORIO DE
BIOQUIMICA

PRIMERA UNIDAD: ESTRUCTURA Y CATALISIS

PRACTICA N° 3: RESPIRACION CELULAR

TEMA: RESPIRACION CELULAR

PROPOSITO:

Entender qué es la respiracion celular, su importancia y los pasos principales de la

misma.

Diferenciar entre la respiracion aerdbica y la anaerdbica.

Diferenciar entre la fermentacion ldctica y alcohdlica, y conocer sus aplicaciones.

Entender cdmo ocurre la fermentacién alcohdlica a partir de distintos carbohidratos.

CONCEPTOS BASICOS:

e Las células llevan a cabo procesos para funcionar normalmente, los cuales
requieren energia.

¢ Respiracién celular- serie de reacciones mediante las cuales la célula degrada
moléculas orgdnicas y produce energia.

e Todas las células vivas llevan a cabo respiracion celular para obtener la energia
necesaria para sus funciones.

e Usualmente se usa glucosa como materia prima, la cual se metaboliza a bidéxido de
carbono y agua, produciéndose energia que se almacena como ATP (adenosin trifosfato).

CH O +0O CO + HO + ATP

6 12 6 2 2 2
glucosa oxigeno bioxido agua  energia

de

ATP- formada por adening, ribosa y tres grupos fosfatos con enlaces ricos en energia.
Cuando la molécula se hidroliza, el fosfato terminal se separa para formar ADP (difosfato
de adenosina) y se libera energia.
El ATP es la fuente de energia que se usa como combustible para llevar a cabo el
metabolismo celular.
La respiracion celular se divide en pasos y sigue distintas rutas en presencia o ausencia
de oxigeno:

o Respiracién aerdbica- en presencia de oxigeno.

o Respiracion anaerdbica- en ausencia de oxigeno.

iAmbos procesos comienzan con la glucdlisis!

Glucdlisis- es el primer paso de la respiracion celular y consiste en una serie de
reacciones que ocurren en el citoplasma de la célula y por las cuales, a partir de una
molécula de glucosa, se producen dos moléculas de dcido pirdvico (piruvato).
Todos los organismos llevan a cabo la glucdlisis. La glucdlisis se divide en dos partes; en
la primera la molécula de glucosa se divide en dos moléculas de gliceraldehido-3-
fosfato y en la segunda estas dos moléculas se convierten en dos moléculas de dcido
pirdvico (piruvato).
Durante la glucdlisis se producen dos moléculas de ATP.

olucosa + 2Pi + 2ADP + 2NAD — 2 Acidos piravicos + 2ATP + 2NADH + 2H

En ausencia de oxigeno, luego de la glucdlisis se lleva a cabo fermentacién (respiraciéon
celular anaerdbica).

uvcontinental.edu.pe | 10
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Algunas bacterias sélo llevan a cabo fermentacién, mientras que la gran mayoria de los
organismos (incluidos los humanos) pueden llevar a cabo respiracion celular aerdbica y
anaerdbica.

Respiracién celular aerébica- conjunto de reacciones en las cuales el dcido pirdvico
producido por la glucdlisis se transforma en CO2 y H20, y en el proceso, se producen
36 moléculas de ATP.

En las células eucariotas este proceso ocurre en la mitocondria en dos etapas llamadas
el Ciclo de Krebs (o ciclo de dcido citrico) y la cadena de transporte de electrones.
Cadena de transporte de electrones- los electrones producidos en glucdlisis y en el ciclo
de Krebs pasan a niveles mds bajos de energia vy se libera energia para formar ATP.
Durante este transporte de electrones las moléculas transportadoras se oxidan y se
reducen.

El Ultimo aceptador de electrones de la cadena es el oxigeno.

En la cadena se producen 34 moléculas de ATP a partir de una molécula inicial de
glucosa.

Respiracién celular anaerdbica- ocurre en ausencia de oxigeno.

Este mecanismo no es tan eficiente como la respiracién aerdbica, ya que sélo produce
2 moléculas de ATP, pero al menos permite obtener alguna energia a partir del piruvato
que se produjo en la glucdlisis.

Hay dos tipos de respiraciéon celular anaerdbica: fermentacion Idctica y fermentacion
alcohdlica.

Acido piravico + NADH + H+ acido lactico + NAD+

Fermentacién lactica- ocurre en algunas bacterias y gracias a este proceso obtenemos
productos de origen ldcteo tales como yogurt, crema agria y quesos.
Este proceso sucede también en el muUsculo esqueletal humano cuando hay
deficiencia de oxigeno, como por ejemplo, durante el ejercicio fuerte y continuo.
La acumulaciéon del dcido ldctico causa el dolor caracteristico cuando ejercitamos los
muUsculos excesivamente.

FERMENTACION ALCOHOLICA
Este tipo de fermentacién ocurre en levaduras, ciertos hongos y algunas bacterias,
produciéndose CO2y alcohol etilico (etanol); ambos productos se usan en la
produccién de pan, cervezay vino.

Acido piravico acetaldehido + CO,

acetaldehido + NADH + H+ etanol + NAD+

o PPRODUCCION DE ATP
En la respiracion celular aerdbica se producen 36 moléculas de ATP a partir de una
molécula de glucosa, mientras que en la ruta anaerdbica sélo se extraen 2 moléculas
de ATP a partir de una molécula de glucosa.

FERMENTACION ALCOHOLICA EN LEVADURAS

En este ejercicio se estudiard el proceso de fermentacion alcohdlica que llevan a cabo
las levaduras (Saccharomyces cerevisiae). Estos organismos llevan a cabo respiracion
aerdbica en presencia de oxigeno y respiraciéon anaerdbica en ausencia de éste.
En la fermentacion alcohdlica se produce bidxido de carbono y alcohol etilico (etanol).
El bidxido de carbono crea la efervescencia en la cerveza y hace que el pan “suba”

uvcontinental.edu.pe | 11
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dentro del horno. El etanol que se produce es el alcohol presente en la cerveza y los
Vinos.

Se usardn varias soluciones de carbohidratos para determinar cudles pueden
metabolizarse mediante la fermentacion.

MATERIALES :
CANTIDAD MATERIALES CAPACIDAD
01 B Gradilla para tubos de ensayo
05 B Tubos de ensayo 5ml
04 B Pipetas graduadas de 5ml
01 B Un sobre de levadura
B Vaso de precipitado 200 ml
CANTIDAD UNIDAD DE MEDIDA REACTIVO
50 mi B Soluciones de sacarosa,
50 Mi B Soluciones de galactosa,
50 mi B Soluciones de maltosa
>0 mi B Soluciones de lactosa
EQU,IPOS :
HIPOTESIS:

La respiracion se da en las mitocondrias de las células.

7.

8.
1.

No o

0 @

NOTAS DE SEGURIDAD:
e Utilizar los materiales de laboratorio con mucho cuidao.
PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:
Prepare una suspensidn de levadura por laboratorio mezclando:
o Un paqguete de levadura
o 2 gdesacarosa o melaza
o 100 ml de agua tibia
Rotule cuatro tubos del 1 al 4. Anada y mezcle bien lo siguiente:
a. Tubo 1:2 ml de solucion de sacarosa y 2 ml de suspension de levadura
b. Tubo 2: 2 ml de solucién de galactosa y 2 ml de suspensién de levadura
Tubo 3: 2 ml de solucidn de maltosa y 2 ml de suspension de levadura
Tubo 4: 2 ml de solucidn de lactosa y 2 ml de suspensidon de levadura
a. 3. Para cada tubo:
Llene una pipeta graduada con la solucién del tubo
Tape el extremo con el dedo mientras sella el lado opuesto con papel de parafina
Utilizando la pipeta Pasteur, continUe llenando la pipeta graduada con la solucién hasta
que se desborde.
a. Invierta la pipeta, colocdndola en el tubo de ensayo
Durante la fermentacion, el CO2 subird y se acumulard en el extremo superior de la pipeta.
Anote la produccién de CO2 en cada pipeta aintervalos de 5 minutos durante 20 minutos
y andtelo en la siguiente tabla:

uvcontinental.edu.pe | 12
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PRODUCCION DE CO2 DURANTE LA FERMENTACION
TIEMPO EN TUBO 01 TUBO 02 TUBO 03 TUBO 04
MINUTOS
05
10
15
20

9. CONCLUSIONES:

Al utilizar diferentes tipos de reactivos podemos reconocer con mayor claridad a los glucidos
10. CUESTIONARIO:

éCual fue la produccidn final de CO, (ml/20 min) para cada tubo?

¢Qué tipo de fermentacion ocurrio?

¢Puede la levadura usar diferentes carbohidratos para la fermentacién?
¢Qué sucederia si no sella con parafina el extremo superior de la pipeta?
¢éPor qué hay diferencia en la fermentacién de los carbohidratos usados?
11. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Y/O ENLACES RECOMENDADOS
http://www.who.int/csr/resources/publications/biosafety/CDS CSR LYO 2004 11SP.pdf

- “Bioquimica ilustrada de Harper” MURRAY, R.; DARYL K, GRANNER, RODWELL, VICTOR W.:
17ava edicion; editorial “EL MANUAL MODERNO”, México 2008.
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GUIA DE PRACTICA DE LABORATORIO DE
BIOQUIMICA

PRIMERA UNIDAD: ESTRUCTURA Y CATALISIS

PRACTICA N° 4: RECONOCIMIENTO DE GLUCOSA

Seccién  :BS1001 Apellidos :

Asignatura : BIOQUIMICA Nombres :

Docente : Mg. MARIA NELLY CASTILLO R. Fecha Y SO S Duracién: 90 min
Unidad: | Semana: 04 Tipo de practica: Individual ( ) Grupal (X)

1. TEMA: RECONOCIMIENTO DE GLUCOSA

2. PROPOSITO:

« Conocer los valores normales.

< Funciones de la glucosa.

3. CONCEPTOS BASICOS:
GLUCOSA:
Glucosa, azucar monosacdridos, de formula CsHi120¢, se encuentra en la miel y en jugo de
numerosas frutas.
La glucosa se forma en la hidrdlisis de numerosos hidratos de carbono, como la maltosa,
sacarosa, celulosa, almiddn y glucégeno. La fermentacion de la glucosa por la accion
de levaduras produce alcohol etilico y didxido de carbono. Industrialmente la glucosa se
obtiene por hidrdlisis del almiddn bajo accién de dcido diluido o mas frecuentemente de
enzimas. Su aplicacion mas importante es como agente edulcorante en la elaboracién
de alimentos. También se emplea en curtidos y tintes, y en medicina para tratamiento de
la deshidratacién y alimentacion intfravenosa.
La insulina segregada por el pdncreas controla la concentraciéon en la sangre del azdcar
glucosa, necesaria como combustibles en numerosas reacciones quimicas, en una
persona sana la digestién del alimento induce al aumento de la glucosa en la sangre. El
pdncreas libera insulina, que estimula la absorcidén de glucosa por parte de las células,
también contribuye a transformar la glucosa en glucdégeno, que se almacena en el
higado y en los mUsculos como reserva energética. Las hormonas regulan la liberacién
de insulina estimulando la disminucion de la concentracidén de azdcar en la sangre, lo
que a su vez frena la secrecién pancredtica. En una persona con diabetes mellitus el
pdncreas no produce insulina suficiente, el organismo se ve obligado a descomponer las
grasas, pues no puede utilizar la glucosa para obtener energia,, como consecuencia se
eliminan con la orina unos compuestos téxicos llamados cetonas, que también se
acumulan en la sangre y provocan acidosis ceténica, un cuadro grave que puede
degenerar en coma o muerte. Si ell organismo no es capaz de ufilizar la insulina, la glucosa
se acumula fuera delas células y circula si ser absorbida. Las concentraciones elevadas
de este azUcar en la sangre y orina deterioran la capacidad del organismo para
combatir las infecciones y pueden provocar también acidosis ceténica.

4. MATERIALES :

CANTIDAD EQUIPO
01 ESPECTOFOTOMETRO MANUAL O AUTOMATICO 505 nm (RANGO 500 A 554 nm )

o1 CRONOMETRO
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CANTIDAD MATERIALES CAPACIDAD

01 MICROPIPETA DE RANGO 10 ul A 50 ul

01 GRADILLA

03 TUBOS DE ENSAYO DE 13X 75 mm

06 PUNTERAS

CANTIDAD UNIDAD DE REACTIVO
MEDIDA
10 gramos Buffer fosfato pH 7.0 75 mM

Glucosa oxidasa (aspergilus niger) >
15000 U/I

Peroxidasa > 2000 U/I

4 — aminoantipirina 0.5 mM

Acido p-hidroxibenzoico 10 mM

Azida sédica 0.1 g/dl

Estabilizantes y preservantes no

reactivos
Heparina ‘
EQUIPOS :
o
* T ,,,4 rendija rendija
v\\‘ A\\ ,/ . /' 1-/4__‘,__”\
S, gy 0T — — A N
- |\{ v'h‘}) —_— v : ' - (f )
/// = \\\\ I Rond | \_4) \
-~ ES
FUENTE SISTEMA MUESTRA LECTOR
MONOCROMADOR
Figura 3: Partes basicas de un espectrofotometro de absorcion (Tomado
de referencia 1 (ver lista de referencias)).

NOTAS DE SEGURIDAD:

e Utilizar los materiales de laboratorio con mucho cuidado.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:

MUESTRA BIOLOGICA:

La muestra a utilizar puede ser tonto suero como plasma, liquido cerebro espinal, orna y otros
fluidos bioldgicos. La muestra debe tomarse con el paciente en ayunas.

Separar el suero o plasma a la brevedad posible de las células para evitar una disminucion de la
glucosa debido a la glucolisis.

En caso de utilizar plasma, utilizar como anticoagulante fluoruro de sodio que actia como
inhibidor de la glucolisis.

La glucosa se establece en suero o plasma 5 horas a30°Cy 24 horas a 4 C

Para periodos mas prolongados congelar a -20°C

Una muestra es estable por una semana a temperatura ambiente, y 1 mes a 4 C evitando la
contaminacion bacteriana y la evaporacion.
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a. TECNICA MANUAL:
1. Llevar el reactivo a temperatura que indique el ensayo.
2. Las micro pipetas a utilizar deben estar bien limpias
3. Tabla de volumenes, tres tubos de ensayo.

BLANCO CALIBRADOR DESCONOCIDO
ler Tubo 2do Tubo 3er Tubo
MUESTRA  (ml) 0.01 (10 ul)
MUESTRA 0.01 (10 ul)
ESTANDAR
(ml)
REACTIVO 1.0 1.0 1.0
MUESTRA  (ml)

4. Homogenizar cada tubo y llevar a incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente
(20°Ca25°C)
5. Leer las absorbancias a 505 nm, llevando a cero el espectrofotémetro con el blanco de
reactivo.
6. El color resultante es estable por lo menos 30 min.
FACTOR = CONCENTRACION CALIBRADOR
Abs. CALIBRADOR

PROTEINA TOTAL (g/DI) = factor x Abs. Muestra

RANGO REFERENCIAL:

Cada laboratorio debe establecer sus propios rangos de referencia en funcion de la
poblacién de pacientes. Los rangos de referencia que se enumeran a continuacion estan tomados
de bibliografias existentes.

60— 110 mg/dL

b. TABLA DE RESULTADOS:
RESULTADO VALOR REFERENCIAL
........ g/dL 60— 110 mg/dL

8. CUESTIONARIO:
¢Cémo es la estructura quimica de los monosacaridos?
¢Cémo es la estructura quimica del almidén y el glucégeno?
¢Explica porque es importante los carbohidratos para el hombre?
¢éCudles son los valores normales de glucosa en la sangre en mujeres embarazadas, diabéticas y
en el recién nacido?

9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Y/O ENLACES RECOMENDADOS
http://www.who.int/csr/resources/publications/biosafety/CDS CSR LYO 2004 11SP.pdf

“Bioquimica ilustrada de Harper” MURRAY, R.; DARYL K, GRANNER, RODWELL, VICTOR W.: 17ava edicion;
editorial “EL MANUAL MODERNO”, México 2008.

uvcontinental.edu.pe | 16


http://www.who.int/csr/resources/publications/biosafety/CDS_CSR_LYO_2004_11SP.pdf

[ e— Gestiéon Curricular

GUIA DE PRACTICA DE LABORATORIO DE
BIOQUIMICA

PRIMERA UNIDAD: ESTRUCTURA Y CATALISIS

PRACTICA N° 5: DETERMINACION DE COLESTEROL

Seccion  :BS1001 APEllidOSs : .o e
Asignatura : BIOQUIMICA NOMDBIES & oottt ettt e
Docente :Mg. MARIA NELLY CASTILLO R. Fecha Y O S Duracion: 90 min
Unidad: Il Semana: 05 Tipo de practica: Individual ( ) Grupal (X)

1. TEMA: DETERMINACION DE COLESTEROL

2. PROPOSITO:

< Cuantificacién del colesterol total

% Conocer los valores normales

3. CONCEPTOS BASICOS:
COLESTEROL:
El colesterol es una sustancia cerosa, de tipo grasoso, que existe naturalmente en todas
las partes del cuerpo. El cuerpo necesita de determinadas cantidades de colesterol ara
funcionar adecuadamente. Pero el exceso de colesterol en la sangre puede adherirse a
las paredes arteriales. Esto se denomina placa. Las placas pueden estrechar las arterias o
incluso obstruirlas.
Los niveles de colesterol elevado en la sangre pueden aumentar el riesgo de
enfermedades cardiacas. Los niveles de colesterol tienden a aumentar con la edad. El
aumento de colesterol so suele tener signos ni sintomas, pero puede detectarse con un
andlisis de sangre. Usted tiene probabilidades de tener un nivel de colesterol alto si tiene
antecedentes familiares, sobrepeso o consume muchas comidas grasosas.
Es posible disminuir el colesterol mediante ejercicios y el consumo de mas frutas y verduras.
Tal vez sea necesario tomar medicamentos que disminuyan el colesterol.
El colesterol ademds de encontrarlo en la sangre lo encontramos en la bilis y el tejido
cerebral, el precursor de los dcidos biliares, esteroides y vitamina D
DETERMINACION ENZIMATICA DE COLESTEROL
FUNDAMENTO DEL METODO:
El colesterol se determina por accién de las enzimas colesterol ester hidrolasa y colesterol
oxidasa. La primera libera el colesterol de los esteres del colesterol y la segunda oxida el
colesterol libre produciendo perdxido de hidrégeno, el cual e presencia de las enzimas
peroxidasa reacciona con el sistema cromogenico dando origen a un compuesto
coloreado que absorbe a 505 nm.

4. MATERIALES :

CANTIDAD EQUIPO
01 ESPECTOFOTOMETRO MANUAL O AUTOMATICO 505 nm (RANGO 500 A 554
nm )
01 CRONOMETRO
CANTIDAD MATERIALES CAPACIDAD
01 MICRIPIPETA 01 mil
01 MICROPIPETA DE RANGO 10 ul A 50 Ul
01 SUEROS CONTTROLES (REACTIVO)
01 GRADILLA
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03 TUBOS DE ENSAYO 13X 75mm
06 PUNTERAS
CANTIDAD UNIDAD DE REACTIVO
MEDIDA
crsip ml Buffer fosfato pH 7.0 75 mM
crsip Mi Glucosa oxidasa (aspergilus niger) >
15000 U/I
cisip M Peroxidasa > 2000 U/I
cisip MI 4 — aminoantipirina 0.5 MM
cisip MI Acido p-hidroxibenzoico 10 mM
cisip mi Azida sédica 0.1 g/dl
c:sip M Estabilizantes y  preservantes no
reactivos
5. EQUIPOS:
-
‘\ T A rendija rendija
v\_\ \ ) / 2 -~ I i | s '/ﬂ_/r—"—r\'\
- |// 130 > v _ ] - /‘-A ‘\\
T’ f‘ i
M - | /|
-~ - e
FUENTE SISTEMA MUESTRA LECTOR
MONOCROMADOR
Figura 3: Partes basicas de un espectrofotometro de absorcion (Tomado
de referencia 1 (ver lista de referencias)).

6. NOTAS DE SEGURIDAD:
o Utilizar los materiales de laboratorio con mucho cuidado.
7. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:
PREPARACION DEL REACTIVO DE TRABAJO
El reactivo se provee listo para el uso
El reactivo con el tiempo puede tomar un leve color rosado que no afecta los resultados.
Descartar el reactivo si su absorvancia contra blanco de agua es superior a 0,4 D: O a 505

MUESTRA BIOLOGICA:

La muestra a utilizar puede ser fonto suero como plasma (hepatina o EDTA) libre
de hemodlisis. La muestra debe tomarse con el paciente en ayunas, los tubos y materiales
de vidrio deben estar bien limpios y libres de residuos de detergente, el colesterol es
estable 7 dias a temperatura ambiente y 6 meses en congelador.

c. TECNICA MANUAL:
7. Levar el reactivo a temperatura que indique el ensayo.
8. Las micro pipetas a utilizar deben estar bien limpias
9. Tabla de volumenes, tres tubos de ensayo.

BLANCO CALIBRADOR DESCONOCIDO
Ter Tubo 2do Tubo 3er Tubo
MUESTRA  (ml) 0.01 (10 ul)
MUESTRA 0.01 (10 ul)
ESTANDAR
(ml)
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REACTIVO 1.0 1.0 1.0

MUESTRA  (ml)

10. Homogenizar cada tubo vy llevar a incubar durante 5 minutos a femperatura
ambiente (20 C a 25 C)

11. Leer las absorbancias a 505 nm, llevando a cero el espectrofotémetro con el
blanco de reactivo.

12. El color resultante es estable por lo menos 30 min.

FACTOR = CONCENTRACION CALIBRADOR mg/dL

Abs. CALIBRADOR

PROTEINA TOTAL (g/Dl) = factor x Abs. Muestra

RANGO REFERENCIAL:

Cada laboratorio debe establecer sus propios rangos de referencia en funcion de
la poblacién de pacientes. Los rangos de referencia que se enumeran a continuacion
estdn tomados de bibliografias existentes.

60-110 mg/dL

d. TABLA DE RESULTADOS:
RESULTADO VALOR REFERENCIAL
........ g/dL 60 - 110 mg/dL

CUESTIONARIO:

5Como es la estructura quimica de los HDL, LDL y colesterol?

5Como es la estructura quimica del omega 3, omega é y omega 92

sExplica porque es importante la alimentacion con lipidos para el hombre?

Realizar un organizador sobre la clasificaciéon de los lipidos.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Y/O ENLACES RECOMENDADOS

http://www.who.int/csr/resources/publications/biosafety/CDS CSR LYO 2004 11SP.pdf

- “Bioguimica ilustrada de Harper” MURRAY, R.; DARYL K, GRANNER, RODWELL, VICTOR
W.: 17ava ediciéon; editorial “EL MANUAL MODERNQO", México 2008.
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GUIA DE PRACTICA DE LABORATORIO DE
BIOQUIMICA

TERCERA UNIDAD: RUTAS DE LA INFORMACION

PRACTICA N° 06: TECNOLOGIA DE ADN RECOMBINANTE

Seccién  :BS1001 APEllIdOS & et
Asignatura : BIOQUIMICA NOMDBIES & oo
Docente : Mg. MARIA NELLY CASTILLO R. Fecha Y N S Duracién: 90 min

Unidad: Il Semana: 10 Tipo de practica: Individual ( ) Grupal (X)

1. TEMA: RECOMBINACION DE ADN Y SEPARACION DE MUESTRA

PROPOSITO:

+» Extraer ADN de tejidos animales e identificarlos como tales.

. CONCEPTOS BASICOS:

El proceso de extraccion del DNA geondmico sigue ciertas pautas para  su
correcta purificacion que son muy diferentes a los empleados en la purificacion de proteinas, o
que refleja las diferencias bdsicas en la estructura de estos dos tipos de macromoléculas.

N

w

El primer paso en la purificacién del DNA consiste en homogeneizar las células y distar los
nucleos de los cuales se extrae el DNA. El medio de extraccion de ordinario contiene
un detergente, como el SDS, que sirve para lisar los ndcleos vy liberar el DNA, hecho que aumenta
notablemente la viscosidad de la solucién. El detergente inhibe también cualquier actividad
nucleasa en la preparacion.

El objetivo de los pasos de purificaciéon es separar el DNA de materiales contaminantes, como
RNA y proteinas.
La desproteinizacion se logra en general agitando la mezcla con un volumen de fenol. El fenol (o
alternativamente cloroformo) es un desnaturalizador activo de proteinas que suprime
la solubilidad de las proteinas en la preparacion y las precipita. Puesto que el fenol y la solucidn
salina amortiguadora no se mezclan, solo se requiere centrifugar la suspensidon para separar las
bases, permaneciendo el DNA (y el RNA) en la solucidén dentro de la fase acuosa de arriba y
la proteina presente como un precipitado concentrado en la interface. La fase acuosa se retira
y se somete a ciclos repetidos de agitacién con fenol y centrifugaciéon hasta agotar toda
la proteina de la solucion. Adadiendo etanol frio. El etanol frio forma una capa arriba de la
solucién acuosa del DNA, el cual, se aisla de las demds moléculas conforme sale de la solucién.

En la interface el RNA sale de la solucion salina.

En contraste, el RNA sale de la solucibn como precipitados. Luego de este primer paso
de purificacion, se disuelve el DNA y se trata con ribonucleasa mediante tratamiento con
una proteasa.
Enseguida sale la proteasa por desproteinizacion con fenol y se vuelve a precipitar el DNA.
La electroforesis es una de las técnicas mas empleada en biogquimica y biologia molecular, usada
para separar y a veces purificar macromoléculas, especialmente proteinas y dcidos nucleicos,
que difieren en tamano, carga o conformacién.

Cuando las moléculas cargadas son sometidas a un campo eléctrico, migran hacia el polo
positivo (dnodo) como es el caso de los dcidos nucleicos o negativo (cdtodo) de acuerdo a sus
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cargas.

Los fragmentos de DNA lineal migran a través del gel de agarosa con una movilidad
inversamente proporcional al logl0 de su masa molecular, situdndose los mds pequenos
mdas cerca del polo positivo, adoptando una apariencia similar a un cédigo de barras.

Cada barra contiene un fragmento de ADN de un tamano determinado mds o menos cada 23
pares de bases.

MATERIALES :
CANTIDAD EQUIPO
01 BIOMIX
01 CENTRIFUGA
CANTIDAD MATERIALES CAPACIDAD
10 TUBO DE CENTRIFUGA 1ml
5 TUBOS DE ENSAYO DE 5ml
07 MORTERO Y PISTILO
CANTIDAD UNIDAD DE MEDIDA REACTIVO
20 Ml BUFFER DE ESTRACCION DE ADN
4. EQUIPOS:

EEX T RACCION ADN

TAMPOMN LTSTS +
PROTEINASA K

CENTRIFUEACTISN

FENOL / CL OROFORAND

~or

5. NOTAS DE SEGURIDAD:
e Utilizar los materiales de laboratorio con mucho cuidado.
6. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:
a. Rompimiento de membranas y paredes celulares.
Primero molimos un pedazo de higado de pollo en un mortero, lo machacamos muy bien.
b.  Digestion.
Ya molido bien el higado se tomo muestras del mismo y se colocaron en pequefios tubos de 1 ml. y se le
agrego el buffer de extraccion (tris-HCl 0.05 M, Urea 7 M) a temperatura de cuarto.
Una ves agregado el buffer se agito bien la muestra y los que le hacian falta se agitaron de forma
esporadica por 10 minutos.
c. Separa el ADN animal en un tubo limpio, lo mismo realiza con el ADN vegetal, luego juntalos y
introduce el tubo en la centrifuga durante 5 min, observa la muestra y anota los resultados.
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Y/O ENLACES RECOMENDADOS
http://www.who.int/csr/resources/publications/biosafety/CDS CSR LYO 2004 11SP.pdf
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“Bioquimica ilustrada de Harper” MURRAY, R.; DARYL K, GRANNER, RODWELL, VICTOR W.:
17ava edicién; editorial “EL MANUAL MODERNO”, México 2008.
Badui, S. 1986. Quimica de los Alimentos. Edit. Alhambra. México, D.F.

Belitz, H.; Grosch, W. 1985. Quimica de los Alimentos. Acribia. Zaragoza, Espafia.
Hart, Ly Fisher H. 1971. Andlisis Moderno de Alimentos. Editorial Acribia. Zaragoza,
Espana

Tscheuschner, H. 2001. Fundamentos de Tecnologia de los Alimentos. Acribia.
Zaragoza, Espaia.

Normas COVENIN
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GUIA DE PRACTICA N° 7

1. TEMA: SOLUCIONES AMORITUGADORAS

2. PROPOSITO:
Determinar la capacidad reguladora del pH que poseen las soluciones
preparadas.

3. MATERIALES A UTILIZAR:

CANTIDAD MATERIALES CAPACIDAD
01 gradilla
12 Tubos de ensayo 18 x 100
CANTIDAD UNIDAD DE MEDIDA REACTIVO
30 mL solucion de KCl al 1 %
20 ml Sol. de KH;PO4 0.01 M.
30 ml Sol. de Na;HPO, 0.01 M.
Indicador azul de bromotimol.
Indicador naranja de metilo.
10 ml Sol. de HCI 0.01 M.
Sol. de NaOH 0.01 M.
10 ml
LAS SOLUCIONES BUFFER:

Existen ciertas soluciones a las cuales se pueden adicionar cantidades relativamente
grandes de acidos o dlcalis sin alterar de manera significativa su pH. Por tal motivo se les
denomina soluciones reguladoras, amortiguadoras, buffer o tampdn. Lo que resulta
evidente es que dichas soluciones tienen una accidon amortiguadora, entendiéndose
por ésta “la capacidad de resistir la adicion o pérdida de iones hidrogeno o de iones
hidroxilo sin que se produzca un cambio acentuado en su pH”.

Si bien es cierto que los acidos y las bases fuertes pueden actuar como amortiguadores,
en circunstancias ordinarias la accién amortiguadora se debe a la presencia en la
solucidon de un sistema formado por un dcido o por una base débil y su sal
correspondiente (aGcido- base conjugado). Por lo que esta propiedad se aprovecha
para preparar soluciones que mantienen un pH constante.

La regulacion fisicoquimica tiene lugar en todos los medios que contienen reguladores,
constituidos principalmente por dcidos o bases débiles y sus sales. Por ejemplo el de
fosfatos H2PO4-/ HPO4= con un pH de 7.2 (0 6.8 a la temperatura corporal), es el
principal amortiguador infracelular. El principal amortiguador extracelular en la sangre y
liquidos intersticiales es el sistema bicarbonato H2CO3/ HCO3-con un pH de 6.1.
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4. PROCEDIMIENTO:

1.- Disponer tres series de 4 tubos. Se numeran los tubos del 1 al 4.

2.- Colocar en los tubos los reactivos de acuerdo al cuadro precedente.

3.- Determinar cudntas gotas del reactivo indicado son necesarias para obtener el color
del tubo numero 1 en los tubos 2, 3, 4 respectivamente.

SERIE A SERIE B SERIE SERIE
A B
1. 5ml de H,O d 1.5ml de H.O d 10 gotas de | 10 gotas de
1 gota de Azul de bromotimol 1 gota de naranja de metilo. HCI NaOH
2. 5ml de sol. De KCI 2. 5ml de sol. De KClI
1 gota de Azul de bromotimol 1 gota de naranja de metilo.

3. 2ml de KHPOs + 3 ml de | 3. 2ml de KH,POs + 3 ml de
Na;HPO4 NazHPO,
1 gota de Azul de bromotimol 1 gota de naranja de metilo.

RESULTADOS: Responde a las siguientes preguntas:
a) sQué indica el cambio de color en cada una de las series?

b) sComo se explica la diferencia en las cantidades de dcido y base que hay que
agregar a los tubos 2, 3
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