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MODELO DE INFORME DE PRACTICA EN EL LABORATORIO

|. Cardtula:

Universidad, Facultad y Escuela Académico Profesional:

Semestre:

Titulo del informe (el de la guia de experimentacion)

Curso: Biologia Molecular

Docente:

Estudiante: (nombres y apellidos)

Fecha de entrega: (segun lo acordado con el docente-una semana después de la prdctica de
laboratorio)

Nouhwih=

II. Objetivos (Copie los objetivos de la guia de experimentacion)

lll. Fundamento tedrico (Complemente el fundamento cientifico de la guia de experimentacion)

IV. Equipos, materiales y reactivos (Dibuje y coloque el nombre de los equipos, materiales y reactivos,
que utilizd durante la experimentacion. En su defecto se puede incluir fotografias de los diversos
materiales utilizados)

V. Procedimientos (Explique por escrito y en forma grdfica cada experimento realizado)

VI.

Resultados (Elabore una tabla en la que se especifiquen: el nUmero de experimento, titulo del
experimento y resultados particulares)

VII.

Conclusiones (3 como minimo)

VIIl. Cuestionario (Estas preguntas se encuentran en la parte final de la guia de experimentacion,
respondalas en forma concreta y clara)

IX. Referencias bibliogrdficas (en orden alfabético)

Ejemplo:
Karp, G. (2011). Biologia Celular y Molecular. Conceptos y experimentos. 6° ed. México D. F.: Mc Graw
Hill.

EL INFORME DEBE SER:
e Compuscrito
* Grupal

e Entregado en la fecha y hora indicada por el docente, en un félder manila de color celeste, forrado:
félder de informes de prdctica en el laboratorio.

¢ Preciso
¢ Ordenado

e Limpio

ucontinental.edu.pe | 4
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Guia de laboratorio N° 1

Potencial de Hidrogeno (pH)

SECCION 1 i DOCENTE: i

Fecha Y SRSy SR Duracién: 2 horas

Instrucciones: Realice la siguiente prdctica de laboratorio formando grupos, en forma limpia y ordenada.
Respete las normas de bioseguridad. Ante cualquier duda consulte con el docente y registre toda la
informacién que puede de los diferentes experimentos desarrollados, puesto que esta informacién deberé
ser considerada al redactar el respectivo informe grupal. Los equipos, instrumentos, materiales y reactivos
descritos corresponden a cada grupo jRealizar précticas de laboratorio es empezar a hacer ciencia!

1. Objetivo

- Identificar el cardcter dcido y bdsico de fluidos bioldgicos o relacionados a estos.
- Medir el pH de algunos fluidos biolégicos.

2. Fundamento Tedrico

Segun Bronsted- Lowry: Acido es toda sustancia capaz de donar iones hidrogeniones [H+], en tanto base
es toda sustancia capaz de aceptarla, o que de manera complementaria contiene una alta
concentracién de iones oxhidrilo [OH-].

En relacién con esta definicidn, es menester destacar que muchos procesos bioldgicos son reacciones
dcido- base en solucidn acuosa; por ejemplo, la acidez del jugo gdstrico es importante para la digestion,
en tanto la basicidad (alcalinidad) es vital para el fransporte de oxigeno.

El pH, potencial de hidrégeno, es una medida de la acidez o alcalinidad de una solucién, en este caso,
biolégica. Dado que las concentraciones de idn H+ y OH- son muy pequeias, para hacer mds
manejables estas se definen como:

PH = -log [H+]

Teniendo como pardmetro de referencia la constante de ionizacion de 1L de agua pura a 25°C, el rango
de pH va de 0 a 14. Si es inferior a 7, la solucion es acida; si es 7 es neutra, y si es mayor de 7, la solucién
es bdsica.

Como toda dualidad, existen sustancias que poseen la caracteristica de actuar como dcidos o bases,
dadas ciertas circunstancias, con la finalidad de mantener constante cierto nivel de pH. Estas sustancias
se denominan AMORTIGUADORES O BUFFERS (bicarbonato y fosfatos, por ejemplo). Para preparar buffers
se suele utilizar la ecuacion de Henderson-Hasselbalch.

Cualquier variacién de pH, puede ocasionar muerte celular localizada o generalizada. Si varia el pH
sanguineo, el cual deberia ser de 7,35 a 7,45, se produce im desequilibrio conocido como acidosis o
alcalosis que puede ser a su vez metabdlica o respiratoria.

El Biologia Molecular, el conocimiento del pH es importante, porque este influye en la estructura de las
proteinas, la actividad enzimdtica, la configuracion de los dcidos nucleicos, la calidad del agua y
diversas soluciones necesarias para diversos protocolos, asi como la preparacién del gel de agarosa o
poliacrilamida que permiten la migracién de marcadores moleculares de ADN o ARN.
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3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
Item Equipo Caracteristica Cantidad
- Dos digitos de
1 Potencidmetro sensibilidad 1

3.2. Materiales

Item Material Caracteristica Cantidad
1 Tubos de ensayo 6 x 100 mL 1
. Metdlico/Para 24

2 Gradilla HBOS 1

3 Probeta 50 mL 1

4 Varilla de vidrio Borosilicato 1

5 Pipeta (o gotero de vidrio) 5mL 1

3.2. Reactivos
Item Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Cinta de pH De 0.5 de escala 10
2 Papel de tornasol Tira 10
3 Agua destilada Quimicamente pura 2mL
4 Fenoftaleina Liguida/comercial 1 mL
. I mLen 100 mL de
5 Amoniaco agua destilada 2mL
[ Jugo gdstrico De rumiante 2mL
7 Bilis De rumiante 2mL
8 Zumo de limdén Zumo filtrado 2 mL
recolectado a
intervalos de las
10 Saliva horas de comida con 2mL
2 dias de
anticipacién
. Recolectado de
11 Lagrimas o sudor aluMmnos 2mL

. Indicaciones/instrucciones:

- El frabajo es grupal, pero cada estudiante debe portar su propio manual de guias de laboratorio (guias
de experimentacion).

- Siempre se debe vestir mandil y se deben respetar las reglas de bioseguridad inherentes a la prdactica,
las cuales también serdn indicadas por el docente.

- Antes de cada prdctica, un representante de cada grupo de trabajo debe pedir los equipos,
insfrumentos, materiales y reactivos necesarios a los jefes de laboratorio y reunir ofros diversos materiales
solicitados con anticipacién a los estudiantes. Solo si se cuentan con todos los materiales solicitados, el
grupo podrd empezar la prdactica.

- Durante la prdctica, se debe mantener el orden, la limpieza y la disciplina. Se deben registrar diversos
datos que se vayan obteniendo en los experimentos, asi como tomar las fotografias necesarias. Ante
cualquier duda se puede consultar con el profesor.

- El estudiante se debe desconectar de las redes sociales mientras dure la prdctica experimental. Se
debe seleccionar la opcién de vibrador en el celular.

- Al final de la prdctica, los estudiantes deben hacer firmar la respectiva guia de laboratorio segun el
modelo de informe de guia de laboratorio entregado por el profesor. Este informe es grupal, se evalla
segun una lista de cotejo y se entrega cada semana inmediatamente antes de empezar a desarrollar
la siguiente prdctica de laboratorio.

. Procedimientos:

Primero: Prepare las muestras antes de identfificar su pH de la siguiente manera:
- Jugo gdstrico: muestra normal

- Zumo de limén: contenido filtrado

- Orina: muestra normal
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- Saliva: muestra normal (recolectado a intervalos de las horas de comida con 2 dias de anticipacién)

- Lagrimas o sudor: muestra normal
- Bilis: muestra normal
- Agua destilada: muestra normal

- Amoniaco: TmL en 100mL de agua gp

Segundo: Tenga en cuenta el siguiente cuadro para proceder a medir la acidez, neufralidad o
alcalinidad y pH de los fluidos orgdnicos preparados en el orden indicado.

Papel

Muestra tornasol

Fenolftaleina

Cinta de pH

Potenciometro

A B

A B

A N

B A N B

Jugo
gdstrico

umo de
limoén

Bilis

Orina

Lagrimas

Sudor

Agua
destilada

Saliva

Amoniaco

A: Acido

6. Resultados

N: Neutro

B: Bdsico (alcalino)

Registre los valores y observaciones en la tabla mostrada anteriormente.

7. Conclusiones

8. Cuestionario

- 5Cudl es el pH de una solucidn bioldgica cuyo [H+] es 108 mol/L2
- 5Cudl es el pH de una muestra de orina cuya concentracién de iones H+ es 6,4 x 108 mol/L?2 (log2= 0.301)
- La alta concentracién de iones H+ puede daiar la mucosa del estbmago, produciendo hemorragias,
dolor, inflamacidén y contraccién muscular. Proponga una alternativa de solucién a este hecho utilizando

la teoria dcido- base y pH.
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Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces recomendados

e Lehninger, Nelson, D, Cox, M. Principios de bioquimica. 5% ed. Barcelona.: Omega.
e Karp, G. (2011). Biologia Celular y Molecular. Conceptos y experimentos. 6 ed. México D. F.: Mc Graw Hill.
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Guia de laboratorio N° 2

Proteinas
SECCION 1 i DOCENTE: i
Fecha Y SRSy SR Duracién: 2 horas

Instrucciones: Realice la siguiente prdctica de laboratorio formando grupos, en forma limpia y ordenada.
Respete las normas de bioseguridad. Ante cualquier duda consulte con el docente y registre toda la
informacién que puede de los diferentes experimentos desarrollados, puesto que esta informacién deberé
ser considerada al redactar el respectivo informe grupal. Los equipos, instrumentos, materiales y reactivos
descritos corresponden a cada grupo jRealizar practicas de laboratorio es empezar a hacer ciencia!

1. Objetivo
- Identificar y reconocer proteinas a través de la prueba de Biuret y desnaturalizacion.
2. Fundamento Teérico

Las proteinas son componentes orgdnicos, bdsicamente cuaternarios: C, H, O y N, aunque a veces
contienen dtomos de P, S, Fe y Ca. Estos principios inmediatos orgdnicos son el producto de la organizacién
de varias estructuras bdsicas, denominadas aminodcidos, las cudles se unen a fravés de enlaces peptidicos.
Todo aminodcido quimicamente es un aminocarboxilo.

Las proteinas adoptan diferentes grados de configuracién, es decir de estructura, puede ser: primaria,
secundaria, terciaria y cuaternaria. Todas estas son solubles en agua, a excepcion de la primaria. Asimismo,
cuando estas interaccionan con el calor o algin agente orgdnico pierden su configuracién inicial y en
consecuencia sus propiedades inherentes.

Las funciones que desempenan las proteinas en un organismo son variadas, entre ellos tenemos: estructural
(queratina), de transporte (hemoglobina), de contraccion (actina y miosina), de proteccién (interferén),
hormonal (insulina), entre otros.

Conocer la secuencia de los aminodcidos es importante porque a partir de estas y teniendo en cuenta el
cddigo genético, se puede conocer la secuencia de nucledtidos que la genera, lo que generalmente
corresponde a un gen.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Materiales

ltem Material Caracteristica Cantidad

1 Tubos de ensayo 6 x 100 mL 1
. Metdlico/Para 24
2 Gradilla HUbOS 1
3 Pinza para tubos de madera o metal 1
4 Mechero de ron 1
5 Pipeta (o gotero de vidrio) 5mL 1
3.2. Reactivos

ltem Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Alcohol etilico 96° 1 mL
2 NaOH 10% 1 mL
3 CuSO4 5% 4 mL
4 Agua destilada 2mL
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; obtenido a partir de
5 Suero sanguineo un tubo rojo 1 mL
é Huevo de gallina/clara 7 mL
7 Leche evaporada/comerci 1 mlL
al
8 Soya disuelto en agua 1 mL

. Indicaciones/instrucciones:

- El frabajo es grupal, pero cada estudiante debe portar su propio manual de guias de laboratorio (guias
de experimentacion).

- Siempre se debe vestir mandil y se deben respetar las reglas de bioseguridad inherentes a la prdactica,
las cuales también serdn indicadas por el docente.

- Antes de cada prdctica, un representante de cada grupo de trabajo debe pedir los equipos,
insfrumentos, materiales y reactivos necesarios a los jefes de laboratorio y reunir ofros diversos materiales
solicitados con anticipacién a los estudiantes. Solo si se cuentan con todos los materiales solicitados, el
grupo podrd empezar la prdctica.

- Durante la prdctica, se debe mantener el orden, la limpieza y la disciplina. Se deben registrar diversos
datos que se vayan obteniendo en los experimentos, asi como tomar las fotografias necesarias. Ante
cualquier duda se puede consultar con el profesor.

- El estudiante se debe desconectar de las redes sociales mientras dure la prdctica experimental. Se
debe seleccionar la opcién de vibrador en el celular.

- Al final de la prdctica, los estudiantes deben hacer firmar la respectiva guia de laboratorio segun el
modelo de informe de guia de laboratorio entregado por el profesor. Este informe es grupal, se evalla
segun una lista de cotejo y se entrega cada semana inmediatamente antes de empezar a desarrollar
la siguiente prdctica de laboratorio.

. Procedimientos:

5.1. Prueba de Biuret: es consecuencia de una reaccién fipica de enlaces peptidicos. Las proteinas
estando en un medio fuertemente alcalino (NaOH) y en presencia de sulfato cuprico, reaccionan con
el hidréxido cUprico, formado por el NaOH y el CuSO4, para formar a su vez el complejo Biuret — cupro —
sédico que se manifiesta con una coloracidén rosa — violdcea.

Disponga los materiales de acuerdo con la estructura de la siguiente tabla; luego, anote los resultados
que observd con criterio critico.

Lo que
Muestra Anadir Agregar se Resultados
indica

Tubo
NO

AlbUmina de
1 huevo
1 mL

AloUmina de

2 |3 NGOH | CusO4

10% 1% Agitar
Suero (0,5 mL) (1 mL)
3 sanguineo
1 mL

Leche
1 mL

5.2. Desnaturalizacién: las proteinas se caracterizan por ser bdsicamente hidrofilicas (solubles en agua),
esto es notable en las esfructuras secundaria y terciaria que poseen. Sin embargo, cuando son sometidas
a la accién del calor o cambios de pH, estas proteinas pierden sus respectivas estructuras, pasando a
adquirir una naturaleza filamentosa, hidrofébica (insoluble en agua), primaria.

Organice e interrelacione las muestras y materiales, segun las especificaciones del siguiente cuadro, y
las indicaciones del docente:
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Tubo Lo que se
N Muestra Agregar indica Resultados
AlbUmina de -
1 huevo Aguo]drisl_hlodo Agitar
1 mL
AlbUmina de Calentar
2 huevo - suavemente
I mL
AlbUmina de NaOH
3 huevo Concentrado -
1 mL (gotas)
AlbUmina de ..
4 huevo Alc&)hg)lrﬁﬁl)llco Agitar
1 mL ’
AlbUmina .
5 desnaturalizada Aguo(lldrist)llodo Agitar

6. Resultados

Registre los valores y observaciones en las tablas mostradas anteriormente.

- En la primera tabla, base sus resultados de acuerdo con la coloracién obtenida.

- En la segunda tabla, base sus resulfados de acuerdo con la consistencia obtenida.
7. Conclusiones

8. Cuestionario

- 5Cudl es el mecanismo de reaccién quimica de la prueba de Biuret?

- sPor qué se dice que algunos aminodcidos son levégiros y otros dextrégiros?

- Cierta proteina X, estd formada por 600 aminodcidos 3Qué pasard con esta proteina al reaccionar
con agua, sabiendo que su estructura es terciaria y que pasaria con ella si fuera sometida a un campo
magnético? Justifique sus respuestas.

Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces recomendados

e Lehninger, Nelson, D, Cox, M. Principios de bioquimica. 5% ed. Barcelona.: Omega.

e Santos, J. (2009). Las proteinas: Estructuras fascinantes. Recuperado de
https://booksmedicos.org/las-proteinas-estructuras-fascinantes/ [Consulta: 03 de diciembre de
2018].
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Guia de laboratorio N° 3

Enzimas
SECCION 1 i DOCENTE: i
Fecha Y SRSy SR Duracién: 2 horas

Instrucciones: Realice la siguiente prdctica de laboratorio formando grupos, en forma limpia y ordenada.
Respete las normas de bioseguridad. Ante cualquier duda consulte con el docente y registre toda la
informacién que puede de los diferentes experimentos desarrollados, puesto que esta informacién deberé
ser considerada al redactar el respectivo informe grupal. Los equipos, instrumentos, materiales y reactivos
descritos corresponden a cada grupo jRealizar précticas de laboratorio es empezar a hacer ciencia!

1. Objetivos

- Comprobar que la digestién quimica es una funcidn bdsicamente enzimdtica.
- Comprobar la funcidn de algunas enzimas, asi como el efecto de la temperatura y pH sobre ellas.

2. Fundamento Tedrico

Una enzima es una proteina bdsicamente globular, de naturaleza catalizadora, es decir, que permite
acelerar las reacciones bioquimicas, y asimismo disminuir la energia de activacion de éstas, por esto mismo
y su trascendencia en los organismos se denomina BIOCATALIZADORES. Toda enzima actia sobre un
sustrato, en particular, de ahi su especificidad y cuando lo hace es para polimerizarlo o despolimerizarlo
segun las necesidades bioldgicas. Por ejemplo: la a-amilasa salival actia sobre el almidén, dando como
productos residuos de glucosa y maltosa; el jugo gdstrico posee una enzima llamada pepsina la cual
despolimeriza proteinas y la catalasa es una enzima que evita la intoxicacion celular, inducida por la
presencia de agua oxigenada, convirtiendo esta en oxigeno y agua. Ademds, las enzimas gozan de ofra
propiedad importantisima que consiste en que pueden ser reutilizables.

Sin embargo, como las enzimas son proteinas son afectadas al igual que estas por variaciones de
temperatura y pH, y en consecuencia también son afectadas sus estructuras y funciones bioldgicas.

Toda enzima sigue el siguiente mecanismo de accién: Reconocimiento- Formacién de complejo-Catdlisis-
Formacién de productos.

Segun la Unién Internacional de Bioquimica (UIB) las enzimas se pueden clasificar en las siguientes familias:
hidrolasas, ligasas, transferasas, dxido-reductasas, liasas e isomerasas.

Las enzimas se obtienen a partir de modificaciones postraduccionales de enzimas precursoras, conocidas
también como zimdégenos. En general, podria concluirse que las casi todas las enzimas son proteinas,
aunque no todas las proteinas son enzimas. Algunos dcidos nucleicos, como el ARN pueden ser enzimas,
como las ribozimas.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos

item Equipo Caracteristica Cantidad
1 Equipo de Bunsen Mechero+tripode+reijilla 1

3.2. Materiales

Item Material Caracteristica Cantidad
1 Tubos de ensayo 6 x 100 mL 1
. Metdlico/Para 24
2 Gradilla HUbOS 1
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3 Mechero deron 1

4 Varilla vidrio 1

5 Vaso de precipitaciéon 250 mL 1

6 Pipeta (o gotero de vidrio) 5mL 1

7 Mortero y pilén porcelana 1

8 Cronémetro digital 1

3.3. Reactivos
Item Reactivo Caracteristica Cantidad

1 Ron comercial/azul 30 mL
2 Agua oxigenada comercial 25 mL
3 Agua destilada comercial 10 mL
4 Lugol parasitolégico 2mL
5 HCI 1N T mL
6 NaOH 1IN 1 mL
7 Jugo gdstrico De rumiante 2mL
8 Higado De pollo 1

9 Tomate Pequeno 2mL

recolectado a
intervalos de las
10 Saliva horas de comida con 6 mL
2 dias de
anticipacién

11 Almiddn harina 59
12 Aceite De cocina 2mL

. Indicaciones/instrucciones:

- El trabajo es grupal, pero cada estudiante debe portar su propio manual de guias de laboratorio (guias
de experimentacion).

- Siempre se debe vestir mandil y se deben respetar las reglas de bioseguridad inherentes a la prdctica,
las cuales también serdn indicadas por el docente.

- Antes de cada prdctica, un representante de cada grupo de trabajo debe pedir los equipos,
instrumentos, materiales y reactivos necesarios a los jefes de laboratorio y reunir ofros diversos materiales
solicitados con anticipacién a los estudiantes. Solo si se cuentan con todos los materiales solicitados, el
grupo podrd empezar la practica.

- Durante la prdctica, se debe mantener el orden, la limpieza y la disciplina. Se deben registrar diversos
datos que se vayan obteniendo en los experimentos, asi como tomar las fotografias necesarias. Ante
cualquier duda se puede consultar con el profesor.

- El estudiante se debe desconectar de las redes sociales mientras dure la prdctica experimental. Se
debe seleccionar la opcién de vibrador en el celular.

- Al final de la prdctica, los estudiantes deben hacer firmar la respectiva guia de laboratorio segun el
modelo de informe de guia de laboratorio enfregado por el profesor. Este informe es grupal, se evalla
segun una lista de cotejo y se entrega cada semana inmediatamente antes de empezar a desarrollar
la siguiente prdactica de laboratorio.

. Procedimientos

5.1. Accioén de la amilasa salival (ptialina)

Recoleccidn de saliva: El donante de saliva no debe haber ingerido comida durante un minimo de 2
horas; antes de la recoleccién se procederd a hacer un enjuague bucal simple con agua; luego
manteniendo la boca cerrada esperard entre 5 y 7 minutos, evitando hablar y pasar saliva. La
recoleccidn se realizard en un recipiente de vidrio., de boca ancha dejando caer por gravedad la saliva,
evitando asi la formacién de espuma.

Disponga los materiales, reactivos y muestras segun la estructura la estructura de la siguiente tabla y
teniendo en cuenta las indicaciones del docente:
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o Lo que se Observaciones
Tubo N Muestra Agregar indica Evid. quimica Velocidad
Bano maria 5
s Saliva min
1 Almidon (5mL) 3 gotas de
lugol
Bano maria 5
Saliva min
2 Came (5mL) 3 gofas de
lugol
Bano maria 5
. Saliva min
3 Aceite (5mL) 3 gotas de
lugol
Bano maria 5
, Saliva min
4 Higado (5mL) 3 gotas de
lugol

5.2. Accion del jugo gastrico (pepsina)

Proceda la experimentaciéon teniendo en cuenta la estructura de la siguiente tabla vy las indicaciones

del docente:

Tubo Lo que se Observaciones
Muestra Agregar S
N° oreg indica Evid. quimica Velocidad
1 Almiddn BaA .
2 Carne Jugo S?Qicr)w mana
3 Aceite gdstrico
4 Higado

5.3. Accién de la catalasa:

Identificacién de la catalasa: Proceda la experimentacion teniendo en cuenta la estructura de la

siguiente tabla y las indicaciones del docente.

Ademds tenga en cuenta que el desprendimiento de burbujas, se identifican con el concepto, indice
de reaccién, que adoptard los siguientes valores: 0=no hay reaccién / 1=reaccién lenta / 2=reaccién

répida / 3=reaccién muy rdpida

Observaciones

Tubo Lo que se r

N Muestra Agregar indica Evid. Igéjlce
quimica reaccion

1 Almiddn Bano

2 Tomate Agua maria por

- oxigenada .
3 Aceite (5mL) 5 min
4 Higado

e Reutilizacidn de la catalasa: con una pipeta saque 1 mL del sobrenadante del tubo donde se observd

la presencia de catalasa y proceda segun las siguientes especificaciones:
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Observaciones
Tubo N° | Muestra Agregar Someter Evid. Ingiece Tiempo
Quim. reacciéon

! Higado en 1° sobrenadante Bano

trocitos TmL maria 5

_ 2° agua min

9 Higado oxigenada 5mL

friturado

e Desnaturalizacion de la catalasa: Siga las estructuras indicadas en las siguientes tablas:

a) Por accidn del calor:

Observaciones
Tli\lkf,o Muestra Agregar Someter a Lo. ave se Anadir —
indica EQ Indice de i
U reacciéon
Higado . Retirar al
1 en Agua Calentamien Agua
. . agua .
frocitos destilada fo oxigenada
- sobrenad
Higado SmL SmL
2 . ante
friturado
b) Por variacién de pH:
Tubo Observaciones
N Muestra Agregar | Agregar Agregar -
E.Q. Ind. Rc. t
! Higado en
frocitos HCI IN | NaOH Agua
ImL 1mL oxigenada
Higado m m 5ml
2 .
friturado

6. Resultados

- Registre los valores y observaciones en las tablas mostradas anteriormente.
- Elabore una grdfica: indice de reaccion vs. accidon de la catalasa.

7. Conclusiones

8. Cuestionario

- 5Cudles son las ecuaciones quimicas que describen las acciones enzimdticas de la amilasa, pepsina y
catalasa sobre sus respectivos sustratos?
- 3Qué son los cofactores enzimdticos?

- 5Qué efectos tienen el HCl y NaOH en la alteracion del pH?2

- sPor qué se tienen que someter a bano maria algunas muestras?

ucontinental.edu.pe | 15



F ., .
c— Gestion Curricular

Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces recomendados

e Lehninger, Nelson, D, Cox, M. Principios de bioquimica. 5% ed. Barcelona.: Omega.
e Karp, G. (2011). Biologia Celular y Molecular. Conceptos y experimentos. 6 ed. México D. F.: Mc Graw Hill.
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Guia de laboratorio N° 4

Uso y manejo de micropipetas

SECCION 1 i DOCENTE: i

Fecha Y SRSy SR Duracién: 2 horas

Instrucciones: Realice la siguiente prdctica de laboratorio formando grupos, en forma limpia y ordenada.
Respete las normas de bioseguridad. Ante cualquier duda consulte con el docente y registre toda la
informacién que puede de los diferentes experimentos desarrollados, puesto que esta informacién deberé
ser considerada al redactar el respectivo informe grupal. Los equipos, instrumentos, materiales y reactivos
descritos corresponden a cada grupo jRealizar précticas de laboratorio es empezar a hacer ciencia!

1. Objetivos

- Utilizar las micropipetas de manera correcta.
- Verificar el funcionamiento de micropipetas utilizando el método gravimétrico.

2. Fundamento teérico

Las pipetas son instrumentos que permiten cargar volumenes especificos de liquidos, que pueden ser de
vidrio o pldstico. Cuando los volUmenes a cargar son relativamente pequenos, del orden de microlitros
(UL) por ejemplo, a las pipetas se les denomina micropipetas. Se destacan las pipetas de volumen fijo y
las de volumen variable, las cuales en general disponen de controles mecdnicos. También se han
introducido recientemente en el mercado pipetas que disponen de controles de tipo electrénico.

La pipeta mecdnica o de pistdn funciona generalmente transmitiendo la fuerza que un operador, de
forma manual, ejerce sobre un émbolo que se encuentra unido a un pistdn mediante un eje que lo
desplaza a lo largo de un cilindro de longitud fija, forzando un volumen predefinido de liquido fuera de
la pipeta. En el laboratorio de biologia molecular se suelen utilizar las micropipetas mecdnicas por
desplazamiento de aire.

Sin embargo, el constante uso de las micropipetas y su falta de mantenimiento puede hacer que las
micropipetas se vuelvan imprecisas y pierdan veracidad. Una manera de comprobar la imprecisiéon
consiste en la realizacién de mediciones repetidas de un mismo volumen de pipeteo en condiciones
controladas de temperatura. Al obtener un valor de imprecision mayor al permitido por el fabricante, se
estarian cargando volumenes errdneos que pueden alterar los experimentos.

El método mds comun de verificacién de funcionamiento de las micropipetas es el método gravimétrico
que se basa en el hecho de que 1 mL de agua gp. equivale a 1 g de la misma.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
Item Equipo Caracteristica Cantidad
" Resolucién menor a
1 Balanza analitica 0.001g 1
Con sensor extensible
2 Termdmetro digital y pantalla de lecturas 1
de temperaturas
3 Crondémetro digital 1
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3.2. Materiales

ltem Material Caracteristica Cantidad
Vaso de precipitacion L
1 (beaker) Vidrio/50 mL 1
. Graduadas:
2 Tips (puntas) Blancas/Amairillas/Azules 2¢/u
3 Microtubos 1.5 mL/base plana 1
4 Micropipetas 100-1000 plL/50-200 plL/0.5-10 pL 1clu
. . 1 de cada
5 Manuales Limites para precision micropipeta

3.3. Reactivos

Item Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Agua destilada comercial 10 mL

. Indicaciones/instrucciones:

- El frabajo es grupal, pero cada estudiante debe portar su propio manual de guias de laboratorio (guias
de experimentacion).

- Siempre se debe vestir mandil y se deben respetar las reglas de bioseguridad inherentes a la préctica,
las cuales también serdn indicadas por el docente.

- Antes de cada prdctica, un representante de cada grupo de trabajo debe pedir los equipos,
instrumentos, materiales y reactivos necesarios a los jefes de laboratorio y reunir ofros diversos materiales
solicitados con anticipacién a los estudiantes. Solo si se cuentan con todos los materiales solicitados, el
grupo podrd empezar la prdctica.

- Durante la prdctica, se debe mantener el orden, la limpieza y la disciplina. Se deben registrar diversos
datos que se vayan obteniendo en los experimentos, asi como tomar las fotografias necesarias. Ante
cualquier duda se puede consultar con el profesor.

- El estudiante se debe desconectar de las redes sociales mientras dure la prdctica experimental. Se
debe seleccionar la opcién de vibrador en el celular.

- Al final de la prdctica, los estudiantes deben hacer firmar la respectiva guia de laboratorio segun el
modelo de informe de guia de laboratorio entregado por el profesor. Este informe es grupal, se evalla
segun una lista de cotejo y se entrega cada semana inmediatamente antes de empezar a desarrollar
la siguiente prdctica de laboratorio.

. Procedimientos

5.1. Pipeteo

. Identifique el volumen mdéximo y minimo que puede transferir la micropipeta.

. Seleccione un volumen girando la perilla de ajuste.

. Cologue un tip compatible sin golpear la micropipeta contra la puntera del fip.

. Presione con el dedo pulgar, el pulsador hasta el primer tope y manténgalo presionado.
. Sumerja la punta del tip en el agua, aproximadamente, 3 -5 mm.

. Deje que el pulsador retroceda lentamente y de manera constante.

. Mantenga la micropipeta con el tip lleno siempre en posicién vertical.

NONOThOWN —

Opcional: con la ayuda de un crondmetro compruebe si se forma una gota (hasta 10 segundos).

8. Transfiera el volumen de agua colocando la punta del tip cerca de la pared del microtubo de 1.5 mL
y presione el pulsador despacio hasta el segundo tope. Repita el procedimiento hasta no dejar residuos
de agua en los tips.

9. Expulse el tip en el tacho de desecho oprimiendo el émbolo expulsador.

Importante: Repita los procedimientos hasta que su pipeteo sea uniforme para garantizar una buena
volumetria en futuros experimentos cuantitativos.

5.2. Verificacién de funciéon de micropipetas por método gravimétrico

1. Tempere las micropipetas y materiales dejdndolos sobre la superficie de trabajo porlo menos una hora
antes de empezar los procedimientos de verificacion.

2. Mida y registre la temperatura del agua de ensayo.
3. Cambie el volumen nominal (V nominal) de la pipeta al mayor volumen (100%).
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Tipo de Vo[umen Volpmen Volumen
micropipeta nominal del nominal del nominal
100% 50% del 20%
p-1000 1000 pL 500 ulL 200 ulL
p-200 200 uL 100 pL 40 L
p-20 20 pL 10 pL 4 ul

4. Cologue el beaker limpio sobre la balanza y térela a cero.

5. Cologue un tip nuevo.

6. Oprima el pulsador hasta su primer tope.

7. Sumerja la punta del tip en el envase con agua destilada.

8. Deje refroceder el pulsador lentamente y de manera uniforme.

9. Abra la puerta de la balanza y dirija la micropipeta al beaker-

10. Transfiera el agua al interior del beaker.

11. Registre el valor de la masa que aparece en el display de la balanza.
12. Vuelva a tarar la balanza.

13. Repita el paso 5 hasta obtener diez lecturas para cada valor nominal.

. Resultados
6.1. Cdlculo y andlisis de los resultados del control gravimétrico

1. Registre los pesajes volumétricos:

Masa
nominal al
100% (m=g)

Masa nominal al

N° de pesada 50% (m=g)

Masa nominal
al 20% (m=g)

Xi

X2

X3

X4

Xs

Xe

X7

Xs

X9

X0

2. Efectie los siguientes cdlculos:

- Valor medio de las pesadas (X)

X =

X1+ X+ X3+ X, + X5+ Xg + X7+ Xg + Xo + Xy

10

- Volumen medio (X,)

- Desviacién estandar (DS o s)

- Error porcentual

Xz—-masa i
E% — nominal * 100
masanominal
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- Coeficiente de variacién (CV)

S
CV = =.100
X
3. Registre los pardmetros volumétricos:
Pardmetro n\gorlnLier;?gl Volumen volumen
nominal al 50% | nominal al 20%
100%
E%
CV%

4. Interpretacion de los resultados:

- Sillos resultados %E y %CV son menores que los limites de tolerancia o iguales, entonces la micropipeta
funciona bien.

- Sillos valores calculados son mayores que los limites de tolerancia:

* Compruebe que todas las instrucciones se hayan seguido de manera correcta.

* Corrija posible defecto por desgaste.

* Ajuste mecdnicamente (si es posible).

* Solicite la calibracién de la micropipeta.

7. Conclusiones

8. Cuestionario

- sQué diferencia existe entre validacién y verificacion de pipeteo?
- Si usted desea transferir el volumen X en un microtubo, seleccione la(s) micropipeta(s) que puede usar
(asumiendo que todas estdn sin errores de reproducibilidad y de veracidad)

X p-2 p-10 p-20 p-100 p-200 p-1000
12 uL
22 uL
44 uL

- Si tuviera una p-20 con %E = 10%, 3qué haria para transferir 12 uL?2
- Si no tuviera p-100, scdmo transferiria 22 plL2

Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces recomendados
e Organizacién Panamericana de la Salud. (2005). Manual de mantenimiento para equipos de

laboratorio. Washington: Documentos técnicos OPS.

e Universidad Peruana Cayetano Heredia. (2018). Practicas de Epidemiologia Molecular aplicada e
Enfermedades Infecciosas. Lima: UPCH.
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Guia de laboratorio N° 5

Extraccion de ADN a partir de sangre periférica

SECCION 1 i DOCENTE: e

Fecha Y SRSy SR Duracién: 2 horas

Instrucciones: Realice la siguiente prdctica de laboratorio formando grupos, en forma limpia y ordenada.
Respete las normas de bioseguridad. Ante cualquier duda consulte con el docente y registre toda la
informacién que puede de los diferentes experimentos desarrollados, puesto que esta informacién deberé
ser considerada al redactar el respectivo informe grupal. Los equipos, instrumentos, materiales y reactivos
descritos corresponden a cada grupo jRealizar précticas de laboratorio es empezar a hacer ciencia!

1. Objetivos

- Utilizar las micropipetas de manera correcta.
- Verificar el funcionamiento de micropipetas utilizando el método gravimétrico.

2. Fundamento teérico

Las técnicas derivadas de la biologia molecular y la ingenieria genética se utilizan de forma creciente
tanto con fines bdsicos como aplicados, fundamentalmente al diagnéstico clinico, partiendo de
muestras bioldgicas muy diversas. Ello requiere la extraccién y andlisis de RNA y DNA vy, en su caso, de
proteinas u otras macromoléculas.

El ADN de las células eucaridticas se ubica principalmente en el nicleo, el cual estd inmerso en el
citoplasma, el cual estd compartamentalizado por la membrana celular. Esto es una indicacion de que,
para poder liberar el ADN del nicleo, se deben lisar diferentes estructuras celulares y separarlas de
manera conveniente para finalmente aislar el ADN. Los procedimientos usuales de lisis son:

- Rotura mecdnica (trituracion, lisis hipotdnical)

- Tratamiento térmico (alta o bajas temperaturas)

- Tratamiento quimico (detergentes, agentes caotrépicos, reduccién de tioles, etc.)
- Digestion enzimdtica (proteinasa K, etc.)

Las muestras mds empleadas para extraer ADN son las muestras de sangre periférica, habitualmente de
sangre venosa que contiene aproximadamente unos 40 mg DNA/mI. La sangre periférica es recogida
sobre anticoagulante EDTA. Se utiliza la fraccién celular total o sus distintos tipos separados por alguno
de los métodos disponibles, en especial la centrifugacion segun sus diferencias de tamano o densidad.

Los procedimientos de extraccion de ADN estdn hoy dia condicionados por los continuos avances

tecnoldgicos, instrumentales, de automatizacién e informdaticos. Han llegado a tal desarrollo que pueden
a veces enmascarar el cardcter cientifico que subyace a todo el proceso analitico.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
Item Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microcentrifuga Hasta 15000 rpm 1
2 Bano Maria 56°C 1
3 Hotplate 60°C y 90°C 1
4 Centrifuga Hasta 5000 rpm 1
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3.2. Materiales

ltem Material Caracteristica Cantidad
1 Tips (puntas) 10, 20, 100, 200 y 1000 uL varias
2 Microtubos 1.5 mL/base plana 5
3 Micropipeta 5-50 L 1
4 Microtubos De 1.5mL 5
Tubo para extraccion al
5 vacio (lila) Con EDTAK2/6 mL 1
3.3. Reactivos
Item Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Agua para PCR Libre de nucleasas 10 mL
2 Buffer de lisis comercial 200 pL
3 Proteinasa K Al 0.0002% 20 pL
4 PBS Al 5% 200 pL
. 24:1/Almacenada
4 ClorﬂZZrénrgfiié\écohol entre 2-8°C en 700 pL
frasco de vidrio
Para 500 mL: Tris HCI
IM (5mL)+EDTA 0.5M
5 Buffer TE (1 mL): H20 ap. 100 pL
(494mL) pH:8.0
Etanol Absoluto o gp. 1000 pL
Obtenido a partir de
Plasma tubo con EDTA 00 pL
Isopropanol comercial 450 pL

Indicaciones/instrucciones:

- El trabajo es grupal, pero cada estudiante debe portar su propio manual de guias de laboratorio (guias
de experimentacion).

- Siempre se debe vestir mandil y se deben respetar las reglas de bioseguridad inherentes a la préctica,
las cuales también serdn indicadas por el docente.

- Antes de cada prdctica, un representante de cada grupo de trabajo debe pedir los equipos,
instrumentos, materiales y reactivos necesarios a los jefes de laboratorio y reunir ofros diversos materiales
solicitados con anticipacién a los estudiantes. Solo si se cuentan con todos los materiales solicitados, el
grupo podrd empezar la prdctica.

- Durante la prdctica, se debe mantener el orden, la limpieza y la disciplina. Se deben registrar diversos
datos que se vayan obteniendo en los experimentos, asi como tomar las fotografias necesarias. Ante
cualquier duda se puede consultar con el profesor.

- El estudiante se debe desconectar de las redes sociales mientras dure la prdctica experimental. Se
debe seleccionar la opcién de vibrador en el celular.

- Al final de la prdctica, los estudiantes deben hacer firmar la respectiva guia de laboratorio segun el
modelo de informe de guia de laboratorio entregado por el profesor. Este informe es grupal, se evalla
segun una lista de cotejo y se entrega cada semana inmediatamente antes de empezar a desarrollar
la siguiente prdctica de laboratorio.

Procedimientos

1. Recolecte 6 mL de sangre en un tubo con EDTAK2 (de tapa lila) de 6 mL

2. Centrifugue la sangre en el tubo con EDTAK2 a 2500 rpm por 10 minutos.

3. Rotule tres microtubos con sus respectivos datos (nombre y apellido) y fecha.

4. Transfiera 500 uL de la interfase hacia un microtfubo con mucho cuidado, haciendo uso de una
micropipeta.

5. Resuspenda el contenido de interfase (que contiene los leucocitos) con 200 pyL de PBS.
Inmediatamente adicidénele 20 uL de Proteinasa K, tape el microtubo, homogenice bien vy finalmente
agregue 200 uL de buffer de lisis. Permita la lisis y digestion a 56°C por 60 minutos (bano Maria).

6. Con mucho cuidado adicione 700 uL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), tape e invierta
suavemente el microtubo o pdngalo en contacto con el vértex hasta ver que la solucidon quede
blangquecina.

7. Centrifugue a 13000 rpm por 10 minutos.

8. Retire con cuidado el microtubo y extraiga, despacio, la fase acuosa de la parte superior (sin aspirar
particulas de la interfase) y transfiéralo a otro microtubo de 1.5 mL. Descarte la fase orgdnica (que queda
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en el anterior microtubo).
Opcional: repetir los pasos de 3 a 5.

9. Agregue 450 L de isopropanol a la fase acuosa e incube por 15 minutos a -20 °C.

10. Cenftrifugue a 13000 rom por 10 minutos.

11. Elimine el sobrenadante por inversién rdpida (una sola vez).

12. Agregue 1 mL de etanol al 70%, tape e invierta suavemente el microtubo.

13. Cenftrifugue a 13000 rom por 10 minutos.

14. Elimine el sobrenadante por inversion rdpida (una sola vez) y deje secar el microtubo por 10 minutos
a temperatura ambiente. En caso de que exista etanol remanente puede usar un Hotplate a 60°C por
15 minutos para evaporarlo completamente.

15. Resuspenda el pellet de ADN con 100 uL de buffer TE y consérvelo a -20 °C hasta la siguiente prdctica.

6. Resultados
- Documente vy registre lo observado y experimentado en cada procedimiento (fotografias, dibujos,

datos, etc.)

7. Conclusiones

8. Cuestionario

- Qué tejido es mds rico en concentraciéon de ADN?2, scudl serd la concentracién aproximada?

- 8Qué tejido es mds pobre en concentracién de ADN?2, scudl serd la concentracién aproximada?
- 3Como se aisla ADN a partir de muestras bucales?

- 3Cdmo se comprueba la calidad del ADN extraido?

- Describa un protocolo para extracciéon de ARN.

Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces recomendados
e Herrdez, A. (2012). Biologia Molecular e Ingenieria Genética. Madrid: Elsevier.

e Universidad Peruana Cayetano Heredia. (2018). Practicas de Epidemiologia Molecular aplicada e
Enfermedades Infecciosas. Lima: UPCH.
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Guia de laboratorio N° 6

Verificacion de la calidad del ADN: Técnica electroforética

SECCION 1 i DOCENTE: i

Fecha Y SRSy SR Duracién: 2 horas

Instrucciones: Realice la siguiente prdctica de laboratorio formando grupos, en forma limpia y ordenada.
Respete las normas de bioseguridad. Ante cualquier duda consulte con el docente y registre toda la
informacién que puede de los diferentes experimentos desarrollados, puesto que esta informacién deberé
ser considerada al redactar el respectivo informe grupal. Los equipos, instrumentos, materiales y reactivos
descritos corresponden a cada grupo jRealizar précticas de laboratorio es empezar a hacer ciencia!

1. Objetivos

- Ejecutar un protocolo para preparar gel de agarosa al 2%.
- Verificar la calidad el ADN extraido mediante la técnica de electroforesis.

2. Fundamento teédrico

La calidad del ADN extraido a partir de cualquier muestra debe pasar un proceso de control de calidad
con la finalidad de poder verificar que su concentracién sea adecuada y que esta concentracion sea
lo mds pura posible respecto a otras biomoléculas como las proteinas, por ejemplo.

La electroforesis es una técnica que permite la migracién de fragmentos de ADN utilizando campos
eléctricos. Se sabe que la carga eléctrica neta del ADN es negativa, por lo que esta puede moverse
hacia el polo positivo (dnodo) y alejarse del polo negativo (cdtodo). Son factores determinantes en el
movimiento de fragmentos de ADN: el peso molecular de dichos fragmentos (a mayores pesos
moleculares, menos velocidad de migracién y menor distancia de desplazamiento) y el pH del medio
en el que se produce la migracién.

Estd claro que el ADN se debe mover sobre una superficie adecuada, la cual estd constituida por un gel
de agarosa, cuya concentracion comun es del 2%, aunque esta puede variar. La agarosa estd formada
por un polisacdrido que forma una red fridimensional que permite la movilidad de los fragmentos de
ADN que se desean estudiar.

Cuando se usa el gel de agarosa vy la electroforesis para verificar calidad del ADN extraido, el indicador

de dicha calidad no lo constituye el hecho de la migracién en si, sino la capacidad de luminiscencia de
las bandas formadas a partir del ADN en estudio.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem Equipo Caracteristica Cantidad
1 Cdamara de electroforesis Hasta 200 V 1
2 Bano Maria 37°C ]
3 Horno microondas Comercial 1
4 Fotodocumentador radiacién UV 1

3.2. Materiales

Item Material Caracteristica Cantidad
1 Matraz Vidrio/500 mL 1
2 Micropipeta 5-50 pL 1
3 Peine para electroforesis Pldstico 1
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4 Probeta 50 mL 1
5 Bagueta Vidrio 1

3.3. Reactivos

Item Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Agarosa comercial 309
2 Agua ap. 200 mL
3 Buffer TE Agua + EDTA 20 mL
4 Bromuro de etidio colorante 50 uL
5 Azul de bromofenol Colorante comercial 1 uL

4. Indicaciones/instrucciones:

- El trabajo es grupal, pero cada estudiante debe portar su propio manual de guias de laboratorio (guias
de experimentacion).

- Siempre se debe vestir mandil y se deben respetar las reglas de bioseguridad inherentes a la prdctica,
las cuales también serdn indicadas por el docente.

- Antes de cada prdctica, un representante de cada grupo de trabajo debe pedir los equipos,
insfrumentos, materiales y reactivos necesarios a los jefes de laboratorio y reunir ofros diversos materiales
solicitados con anticipacién a los estudiantes. Solo si se cuentan con todos los materiales solicitados, el
grupo podrd empezar la prdctica.

- Durante la prdctica, se debe mantener el orden, la limpieza y la disciplina. Se deben registrar diversos
datos que se vayan obteniendo en los experimentos, asi como tomar las fotografias necesarias. Ante
cualquier duda se puede consultar con el profesor.

- El estudiante se debe desconectar de las redes sociales mientras dure la prdctica experimental. Se
debe seleccionar la opcién de vibrador en el celular.

- Al final de la prdctica, los estudiantes deben hacer firmar la respectiva guia de laboratorio segun el
modelo de informe de guia de laboratorio enfregado por el profesor. Este informe es grupal, se evalla
segun una lista de cotejo y se entrega cada semana inmediatamente antes de empezar a desarrollar
la siguiente prdctica de laboratorio.

5. Procedimientos

1. En un matraz de vidrio resistente al calor, agregue 3.0 g de agarosa en polvo.

2. Disuelva la agarosa en polvo con una mezcla de 180 mL de agua gp. y 20 mL de buffer TE. Utilice el
buffer TE preparado en la practica anterior. Realice este procedimiento en bano Maria a 56°C.

3. Agite la mezcla anterior utilizando una bagueta.

4. Cuando la solucién de agarosa haya alcanzado consistencia liquida agréguele dos o tres gotas de
bromuro de etidio.

iCuidado!: El bromuro de etidio es cancerigeno, por lo que debe utilizar gorra protectora, mascarilla y
doble guante de Idtex.

5. Prepare la cdmara electroforética cercando el molde de la cdmara con los bordes de jebe
respectivos.

6. Vierta el gel de agarosa liquida sobre toda la superficie de la cdmara electroforética, de manera
uniforme y tan pronto como sea posible.

7. Coloque los peines sobre los bordes de jebe de la cdmara de electroforesis de tal manera que queden
sumergidos en el gel y puedan formar los pocillos donde se depositardn las muestras de ADN.

8. Espere unos minutos y verifique que el gel de agarosa se ha solidificado.

9. Agregue el buffer de electroforesis sobre el gel de agarosa.

10. En el primer pocillo del gel coloque 4 ulL del ADN ladder o marcador.

11. En los pocillos restantes agregue 2 uL de ADN, 1 ulL de colorante (azul de bromofenol) y 7 uL de agua
ap.

12. Tape la cdmara de electroforesis y conecte los polos a la fuente de voltaje. Programe una corrida a
110V por 30 minutos. Compruebe la electroforesis con la formacién de burbujas a nivel de los polos
eléctricos.

13. Cuando la electroforesis haya terminado, retire el gel con mucho cuidado.

14. Coloque el gel de agarosa sobre la superficie del fotodocumentador, debidamente protegido.

15. Fotografie la superficie del gel de agarosa y observe las bandas.

6. Resultados

- Documente vy registre lo observado y experimentado en cada procedimiento (fotografias, dibujos,
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datos, etc.)
7. Conclusiones

8. Cuestionario
- 5Qué se entiende por “calidad del ADN"2
- sEn qué casos de utiliza el gel de agarosa y en cudles el gel de poliacriiamida?

- sPara qué se utiliza el ADN ladder y cudl es su origen?
- sPor qué se dice que el bromuro de etidio es un agente intercalante?

Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces recomendados

e Herrdez A. (2012). Biologia Molecular e Ingenieria Genética. Madrid: Elsevier.
e Klug, et al. (2013). Conceptos de genética. Madrid: Pearson
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Guia de laboratorio N° 7

Verificacion de la calidad del ADN: Técnica espectrofotométrica

SECCION 1 i DOCENTE: i

Fecha Y SRSy SR Duracién: 2 horas

Instrucciones: Realice la siguiente prdctica de laboratorio formando grupos, en forma limpia y ordenada.
Respete las normas de bioseguridad. Ante cualquier duda consulte con el docente y registre toda la
informacién que puede de los diferentes experimentos desarrollados, puesto que esta informacién deberé
ser considerada al redactar el respectivo informe grupal. Los equipos, instrumentos, materiales y reactivos
descritos corresponden a cada grupo jRealizar précticas de laboratorio es empezar a hacer ciencia!

1. Objetivos

- Analizar la técnica espectrofotométrica para cuantificacién de ADN.
- Verificar la calidad del ADN extraido utilizando nanodrop one.

2. Fundamento teérico

La calidad del ADN extraido a partir de cualquier muestra debe pasar un proceso de control de calidad
con la finalidad de poder verificar que su concentracién sea adecuada y que esta concentraciéon sea
lo mds pura posible respecto a otras biomoléculas como las proteinas, por ejemplo.

El ADN absorbe preferentemente radiacion UV de 260 nm, de tal manera que una unidad de
absorbancia equivale a 50 ug/mL. Asi pues, mientras mayor es la concentracidén de ADN, se absorbe
mayor radiacién UV. La pureza del ADN en cambio es una medicion relativa, es decir, comparable a la
absorcion de radiacion por parte de las proteinas, las cuales absorben a 280 nm. Por lo tanto, una
relacién de absorbancia A260/A280 mayor a 1,7 pero menor a 2,0 indica que el ADN extraido tiene una
pureza aceptable.

Cuando la relacion A260/A280 es menor a 1,7 se deberia suponer que el proceso de extracciéon y
aislamiento del ADN no fue suficientemente bueno, por lo que, para realizar futuros experimentos seria
recomendable volver a extraer ADN.

Es de esta manera que la capacidad de absorbancia de radiacién UV por parte del ADN puede ser
utilizada para cuantificar la concentracion del ADN vy su respectiva pureza.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
Item Equipo Caracteristica Cantidad
1 EspecfrofoAfgr,\Tefro para Nanodrop one !
2 Minicentrifuga Para 6 tubos 1

3.2. Materiales

ltem Material Caracteristica Cantidad
1 Micropipeta 5-50 pL 1
2 Tips 5-50puL 1
3 Papel lente cuadrante 1
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3.3. Reactivos

ltem Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Agua ap. 200 mL
2 ADN extraido -20°C 20 pL

4. Indicaciones/instrucciones:

- El trabajo es grupal, pero cada estudiante debe portar su propio manual de guias de laboratorio (guias
de experimentacion).

- Siempre se debe vestir mandil y se deben respetar las reglas de bioseguridad inherentes a la préctica,
las cuales también serdn indicadas por el docente.

- Antes de cada prdctica, un representante de cada grupo de trabajo debe pedir los equipos,
instrumentos, materiales y reactivos necesarios a los jefes de laboratorio y reunir ofros diversos materiales
solicitados con anticipacién a los estudiantes. Sélo si se cuentan con todos los materiales solicitados, el
grupo podrd empezar la prdctica.

- Durante la prdctica, se debe mantener el orden, la limpieza y la disciplina. Se deben registrar diversos
datos que se vayan obteniendo en los experimentos, asi como tomar las fotografias necesarias. Ante
cualquier duda se puede consultar con el profesor.

- El estudiante se debe desconectar de las redes sociales mientras dure la prdctica experimental. Se
debe seleccionar la opcién de vibrador en el celular.

- Al final de la prdctica, los estudiantes deben hacer firmar la respectiva guia de laboratorio segun el
modelo de informe de guia de laboratorio entregado por el profesor. Este informe es grupal, se evalla
segun una lista de cotejo y se entrega cada semana inmediatamente antes de empezar a desarrollar
la siguiente prdctica de laboratorio.

5. Procedimientos

1. Retire el microtubo con ADN extraido de la congeladora. Deje temperar por 20 minutos.

2. Encienda el nanodrop one. Abra la tapa del equipo y ubique el sensor éptico.

3. Redlice el blanco del nanodrop one con agua destilada o agua gp. Para esto debe colocar X ulL de
agua gp. en el sensor éptico del nanodrop. Tenga cuidado de que no se formen burbujas. Cierre la tapa
del equipo. Presione medir (measure).

4. Una vez realizada la lectura de blanco, limpie el agua utilizada que se encuentra en el sensor dptico
con un poco de papel lente.

5. Cologue ahora X uL de la muestra de ADN en el sensor optico. Cierre la tapa del equipo. Presione
medir (measure).

6. Limpie la muestra de ADN del sensor éptico con papel lente y vuelva a colocar una muestra de ADN
para que sea lecturada. Realice este paso 5 veces. Obtenga el promedio de estas 5 mediciones.

6. Resultados
- Documente vy registre lo observado y experimentado en cada procedimiento (fotografias, dibujos,
datos, etfc.)
- Registre los valores de concentracién y pureza del ADN extraido. Si acaso el promedio obtenido indique

mala calidad, lo recomendable seria volver a extraer ADN.

7. Conclusiones

8. Cuestionario

- 8Qué longitud de onda absorbe preferentemente el ADN desnaturalizado o de cadena sencilla?
- 5Qué longitud de onda absorben preferentemente, las proteinas?

- sUna densidad éptica de ARN, a qué concentracién de ARN corresponde?

- Describa graficamente el funcionamiento del nanodrop one. Indique las respectivas partes.
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Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces recomendados

e Herrdez A. (2012). Biologia Molecular e Ingenieria Genética. Madrid: Elsevier.
e Stephenson, F. (2014). Cdiculos en Biologia Molecular y Biotecnologia. Madrid: Elsevier.
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Guia de laboratorio N° 8

Reaccion en Cadena de la Polimerasa: PCR convencional

SECCION 1 i DOCENTE: i

Fecha Y SRSy SR Duracién: 2 horas

Instrucciones: Realice la siguiente prdctica de laboratorio formando grupos, en forma limpia y ordenada.
Respete las normas de bioseguridad. Ante cualquier duda consulte con el docente y registre toda la
informacién que puede de los diferentes experimentos desarrollados, puesto que esta informacién deberé
ser considerada al redactar el respectivo informe grupal. Los equipos, instrumentos, materiales y reactivos
descritos corresponden a cada grupo jRealizar précticas de laboratorio es empezar a hacer ciencia!

1. Objetivos
- Ejecutar un protocolo bdsico de PCR convencional.
2. Fundamento teérico

Desde que se descubrid la estructura del ADN, muchas técnicas analiticas se han desarrollado, sin
embargo, ninguna es tan popular como la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (RCP) o PCR por su
acrénimo en inglés. Estd técnica emula, in vitro, la replicacion semiconservativa que el ADN lleva a cabo
in vivo.

La PCR es una técnica de clonacién molecular, es decir, es una técnica que permite “sacar copias” de
moléculas de ADN molde o diana. Para llevar a cabo una PCR convencional se necesitan: cebadores
o primers especificos, deoxinucledtidos trifosfato o dNTPs (ddCTP, ddTTP, ddATP, ddGTP), Mg?* (cofactor),
una polimerasa, siendo la Taqg polimerasa la mds utilizada, agua para PCR (libre de nucleasas) y desde
luego, el ADN de interés (molde o diana). Cuando estos componentes se mezclan en las proporciones
correctas, se obtiene una “solucidn maestra” o “master mix" que se coloca en pocillos dentro de un
equipo que tiene la capacidad de hacer variar la temperatura segun las fases que el PCR exige:
desnaturalizacién (95°C), hibridaciéon (55°C) y elongacién (72°C). Este equipo se denomina
fermociclador.

Las temperaturas antes descritas son sélo referenciales y pueden ser programadas en el termociclador.
Estas temperaturas pueden ser calculadas matemdticamente o programarse a partir de las indicaciones
de los proveedores de reactivos para PCR. En cualquier caso, se obtienen amplicones o copias de ADN.
Tedricamente seria apenas necesario disponer de una sola molécula de ADN para poder realizar el PCR,
lo cual es un indicativo de la alta sensibilidad de esta técnica. El rendimiento total de una PCR depende
del valor de su eficiencia, la cual mientras mdas cerca del 100% esté, mayor cantidad de producto serd
obtenido.

Varias disciplinas cientificas se han beneficiado del PCR entre ellas: biologia molecular, genética,

ciencias de la salud, ciencias forenses y antropologia. Incluso el PCR se ha adaptado para poder hacerlo
cuantitativo, siendo la méxima expresion de esto la PCR en tiempo real.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem Equipo Caracteristica Cantidad
. Con gradiente
1 Termociclador térmico 1
2 Minicentrifuga MiniSpin 1
3 Cabina de bioseguridad Tipo 1B 1
4 Agitador vértex analdgico 1
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3.2. Materiales

ltem Material Caracteristica Cantidad

1 Micropipetas 100-1000 plL/50-200 plL/0.5-10 L 1c/u

. Graduadas: .
2 Tips Blancas/Amarillas/Azules varnos
3 Tubos de PCR 0.2mL varios
4 Gradilla Formato 12 x 8 para tubos de 0.2 mL 1

Frasco para fubos de PCR . L -

5 Utilizados De plastico pequeno 1
6 Frasco para tips utilizados De pldstico pequeno 1

3.3. Reactivos

Item Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Etanol 70% 50 mL
Segun

2 Mezcla de dNTPs 10 mM protocolo
, Segun

3 MgCl2 Segun protocolo profocolo
., Segun

4 Buffer Segun protocolo protocolo

Cebador universal ,

Segun

5 Set de cebador poﬁtgiﬂirm protocolo
Segun

6 ADN muestra o molde 50 ng/mL protocolo
) Segun

7 Tag ADN polimerasa 5U/ uL protocolo

. Indicaciones/instrucciones:

- El frabajo es grupal, pero cada estudiante debe portar su propio manual de guias de laboratorio (guias
de experimentacion).

- Siempre se debe vestir mandil y se deben respetar las reglas de bioseguridad inherentes a la prdactica,
las cuales también serdn indicadas por el docente.

- Antes de cada prdctica, un representante de cada grupo de trabajo debe pedir los equipos,
insfrumentos, materiales y reactivos necesarios a los jefes de laboratorio y reunir ofros diversos materiales
solicitados con anticipacién a los estudiantes. Solo si se cuentan con todos los materiales solicitados, el
grupo podrd empezar la prdctica.

- Durante la prdctica, se debe mantener el orden, la limpieza y la disciplina. Se deben registrar diversos
datos que se vayan obteniendo en los experimentos, asi como tomar las fotografias necesarias. Ante
cualquier duda se puede consultar con el profesor.

- El estudiante se debe desconectar de las redes sociales mientras dure la prdctica experimental. Se
debe seleccionar la opcién de vibrador en el celular.

- Al final de la prdctica, los estudiantes deben hacer firmar la respectiva guia de laboratorio segun el
modelo de informe de guia de laboratorio entregado por el profesor. Este informe es grupal, se evalla
segUn una lista de cotejo y se entrega cada semana inmediatamente antes de empezar a desarrollar
la siguiente prdctica de laboratorio.

. Procedimientos

5.1. Descontaminacién del material de trabajo

1. Limpie con etanol al 70% la superficie de frabajo de la cabina de bioseguridad.

2. Coloque gradilla, pipetas, tips y tubos para PCR (eppendorf) en la superficie de trabajo de la cabina
de bioseguridad. Irradie el material expuesto y destapado en el caso de los tubos para PCR por 15
minutos con radiacién UV.
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5.2. Descongelamiento de soluciones de frabajo

3. Paralelamente a la iradiacion vaya descongelando las soluciones de frabajo por un tiempo
aproximado de 15 a 20 minutos. Verifique que la rotulacidon de los tubos que contfienen las soluciones
sean las correctas.

5.3. Preparacién del master mix

4. Homogenice las soluciones a ufilizar, excepto Tag ADN polimerasa (observe la tabla).

5. Disponga las soluciones de trabajo segin el orden que aparece en la siguiente tabla. Los volUmenes
de cada componente del PCR para obtener el master mix, serdin descritos por el docente. Este master
mix se puede preparar en una placa con pocillos (12 x 8) para PCR o tubos para PCR de 0.2 mL.

Orden Solucién Volumen

Buffer

MgCla

dNTP

Cebador universal
Tag ADN polimerasa
Agua para PCR

Resultado = master mix

oA WIN|—

Nota: El Tag ADN polimerasa debe ser refirado de la congeladora inmediatamente antes de su uso y fan
pronto se saque el volumen necesario debe ser devuelto a congelacién. Tag polimerasa no debe ser
homogenizada con vértex o minicentrifuga.

5. Homogenice el master mix obtenido usando el vortex. También podria utilizar la minicentrifuga.

6. Cologue 8 uL de master mix en 2 pocillos de placa para PCR o dos tubos para PCR.

7. Cologue 2 ulL de agua libre de nucleasas en un pocillo o fubo para PCR.

8. Coloque 8 uL de ADN muestra (obtenido en la prdctica de extraccion de ADN) en el otro pocillo o
tubo para PCR.

5.4. Uso del termociclador y amplificacién de ADN molde

9. Cologue la placa con pocillos o fubos para PCR en el termociclador.

10. Programe las siguientes temperaturas para una PCR convencional: desnaturalizaciéon (95°C),
hibridacién (55°C) y elongacién (72°C). Programe 32 ciclos, lo cual durard aproximadamente 2 horas
con 30 minutos. Cierre herméticamente la tapa del termociclador.

11. Presione enter en el display o teclado del termociclador y empezard la amplificacion.

12. Una vez pasado el tiempo indicado, abra la tapa del termociclador, retire la placa con pocillos o
fubos para PCR con ADN molde amplificado.

13. Conserve en congelacion el ADN obtenido por PCR hasta la préxima prdctica. Rotule los
contenedores blanco y de este ADN molde con sus datos (nombre y apellidos) y la respectiva fecha de
la prdctica.

6. Resultados

- Documente vy registre lo observado y experimentado en cada procedimiento (fotografias, dibujos,
datos, etc.)

7. Conclusiones

8. Cuestionario

- Si se dispone al inicio de una PCR de 2 moléculas de ADN,, luego de 20 ciclos, suponiendo una eficiencia
del 100%, scudntos amplicones se obtendrdn?g

- Si se dispone al inicio de una PCR de 4x105 moléculas de ADN, luego de 20 ciclos, suponiendo una
eficiencia del 80%, scudntos amplicones se obtendrdn?

- 8Qué variantes de PCR existen2 Describa por los menos 4 variantes, entre ellas la RT-PCR.

- Qué diferencias existen entre la PCR convencional y la PCR en tiempo real?
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Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces recomendados

e Herrdez A. (2012). Biologia Molecular e Ingenieria Genética. Madrid: Elsevier.
e Stephenson, F. (2014). Cdiculos en Biologia Molecular y Biotecnologia. Madrid: Elsevier.
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Guia de laboratorio N° 9

Uso de ADN ladder, electroforesis y revelado de productos de PCR

SECCION 1 i DOCENTE: i

Fecha Y SRSy SR Duracién: 2 horas

Instrucciones: Realice la siguiente prdctica de laboratorio formando grupos, en forma limpia y ordenada.
Respete las normas de bioseguridad. Ante cualquier duda consulte con el docente y registre toda la
informacién que puede de los diferentes experimentos desarrollados, puesto que esta informacién deberé
ser considerada al redactar el respectivo informe grupal. Los equipos, instrumentos, materiales y reactivos
descritos corresponden a cada grupo jRealizar précticas de laboratorio es empezar a hacer ciencia!

1. Objetivos

- Ejecutar un protocolo para preparar gel de agarosa al 2%.
- Comprobar la formacién de ADN amplificado por PCR mediante electroforesis.

2. Fundamento teérico

La electroforesis es una técnica que permite la migracién de fragmentos de ADN utilizando campos
eléctricos. Se sabe que la carga eléctrica neta del ADN es negativa, por lo que esta puede moverse
hacia el polo positivo (dnodo) y alejarse del polo negativo (cdtodo). Son factores determinantes en el
movimiento de fragmentos de ADN: el peso molecular de dichos fragmentos (a mayores pesos
moleculares, menos velocidad de migracién y menor distancia de desplazamiento) y el pH del medio
en el que se produce la migracién.

Estd claro que el ADN se debe mover sobre una superficie adecuada, la cual estd constituida por un gel
de agarosa, cuya concentracién comun es del 2%, aunque esta puede variar. La agarosa estd formada
por un polisacdrido que forma una red tridimensional que permite la movilidad de los fragmentos de
ADN que se desean estudiar.

La electroforesis se puede usar para verificar que el ADN muestra, molde o diana, efectivamente se ha
amplificado. El cebador o primer ufilizado define la longitud aproximada del ADN amplificado
(amplicén) que de haberse llevado a cabo de manera correcta tiene la longitud esperada. Esta longitud
de ADN (dada loégicamente en pares de base o pb) debe ser comparada con un ADN patrén o ADN
ladder que tiene una longitud conocida y estd hecha del fago lambda. El ADN ladder funciona como
una especie de regla y también se corre en la electroforesis para luego ser revelada con el
fotodocumentador.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem Equipo Caracteristica Cantidad
1 Cdamara de electroforesis Hasta 200 V 1
2 Bano Maria 37°C ]
3 Horno microondas Comercial 1
4 Fotodocumentador radiacién UV 1

3.2. Materiales

Item Material Caracteristica Cantidad
1 Matraz Vidrio/500 mL 1
2 Micropipeta 5-50 pL 1
3 Peine para electroforesis Pldstico 1
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4 Probeta 50 mL 1
5 Bagueta Vidrio 1

3.3. Reactivos

ltem Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Agarosa comercial 3.0g
2 Agua qp. 200 mL
3 Buffer TE Agua + EDTA 20 mL
4 Bromuro de etidio colorante 50 uL
5 ADN ladder Universal /de 50 pb 4 UL
[ Azul de bromofenol Colorante comercial 1 ul

4. Indicaciones/instrucciones:

- El trabajo es grupal, pero cada estudiante debe portar su propio manual de guias de laboratorio (guias
de experimentacion).

- Siempre se debe vestir mandil y se deben respetar las reglas de bioseguridad inherentes a la préctica,
las cuales también serdn indicadas por el docente.

- Antes de cada prdctica, un representante de cada grupo de trabajo debe pedir los equipos,
instrumentos, materiales y reactivos necesarios a los jefes de laboratorio y reunir ofros diversos materiales
solicitados con anticipacién a los estudiantes. Sélo si se cuentan con todos los materiales solicitados, el
grupo podrd empezar la prdctica.

- Durante la prdctica, se debe mantener el orden, la limpieza y la disciplina. Se deben registrar diversos
datos que se vayan obteniendo en los experimentos, asi como tomar las fotografias necesarias. Ante
cualquier duda se puede consultar con el profesor.

- El estudiante se debe desconectar de las redes sociales mientras dure la prdctica experimental. Se
debe seleccionar la opcién de vibrador en el celular.

- Al final de la prdctica, los estudiantes deben hacer firmar la respectiva guia de laboratorio segun el
modelo de informe de guia de laboratorio entregado por el profesor. Este informe es grupal, se evalla
segun una lista de cotejo y se entrega cada semana inmediatamente antes de empezar a desarrollar
la siguiente prdctica de laboratorio.

5. Procedimientos
5.1. Preparacion de gel agarosa al 2%

Nota: Mientras ejecute estos procedimientos vaya descongelando los tubos para PCR con ADN
amplificado en la practica anterior de 15 a 20 minutos, a temperatura ambiente.

1. En un matraz de vidrio resistente al calor, agregue 3.0 g de agarosa en polvo.

2. Disuelva la agarosa en polvo con una mezcla de 180 mL de agua gp. y 20 mL de buffer TE. Utilice el
buffer TE preparado en la practica anterior. Realice este procedimiento en bano Maria a 56°C.

3. Agite la mezcla anterior utilizando una bagueta.

4. Cuando la solucién de agarosa haya alcanzado consistencia liquida agréguele dos o tres gotas de
bromuro de etidio.

iCuidado!: El bromuro de etidio es cancerigeno, por lo que debe utilizar gorra protectora, mascarilla y
doble guante de Iatex.

5.2. Electroforesis

5. Prepare la cdmara electroforética cercando el molde de la cdmara con los bordes de jebe
respectivos.

6. Vierta el gel de agarosa liquida sobre toda la superficie de la cdmara electroforética, de manera
uniforme y tan pronto como sea posible.

7. Coloque los peines sobre los bordes de jebe de la cdmara de electroforesis de tal manera que queden
sumergidos en el gel y puedan formar los pocillos donde se depositardn las muestras de ADN.

8. Espere unos minutos y verifique que el gel de agarosa se ha solidificado.

9. Agregue el buffer de electroforesis sobre el gel de agarosa.

10. En el primer pocillo del gel coloque 4 ulL del ADN ladder o marcador.

11. En un tubo para PCR aparte coloque 9 ulL de producto PCR blanco (que contiene en lugar de ADN
molde, agua gp.) con 1 ulL de colorante azul de bromofenol. Homogenice y coloque estos 10 uL en un
segundo pocillo del gel.

12. En un tubo para PCR aparte coloque 9 ulL de producto PCR obtenido con 1 uL de colorante azul de
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_

bromofenol. Homogenice y coloque estos 10 uL en un tercer pocillo del gel.

13. Tape la cdmara de electroforesis y conecte los polos a la fuente de voltaje. Programe una corrida a
110V por 1 hora con 30 minutos. Compruebe la electroforesis con la formacion de burbujas a nivel de los
polos eléctricos.

14. Cuando la electroforesis haya terminado, retire el gel con mucho cuidado.

15. Coloque el gel de agarosa sobre la superficie del fotodocumentador, debidamente protegido.

16. Fotografie la superficie del gel de agarosa y observe las bandas.

6. Resultados
- Documente vy registre lo observado y experimentado en cada procedimiento (fotografias, dibujos,
datos, etc.)
- Calcule el tamano aproximado de los fragmentos de PCR amplificados en comparacién con las
bandas obtenidas para el ADN ladder.

7. Conclusiones

8. Cuestionario

- 5COmo se obtiene el ADN ladder a partir del fago lambda?
- Describa las propiedades del colorante azul de bromofenol
- Describa las propiedades del bromuro de etidio

- 8Qué es la electroforesis capilar y qué aplicaciones tiene?

Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces recomendados

e Corsico, B. et al. (2013). Andilisis estructural y funcional de macromoléculas. Buenos Aires. Universidad
Nacional de la Plata.

e Herrdez A. (2012). Biologia Molecular e Ingenieria Genética. Madrid: Elsevier.

e Klug, et al. (2013). Conceptos de genética. Madrid: Pearson
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