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PRACTICAS

Asignatura: “BIOQUÍMICA”
1º Licenciado en Química 08/09
Universidad de Huelva

FACULTAD DE CIENCIAS EXPERIMENTALES

Departamento de Química y Ciencia de los Materiales, “Prof. JC Vílchez Martín”
Área de Bioquímica y Biología Molecular
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INTRODUCCIÓN

      El objetivo de estas prácticas es el de familiarizar al alumno de primer curso en el conocimiento y manejo de algunas técnicas y aparatos de uso común en un laboratorio de Bioquímica. Se ha diseñado para ello, utilizando organismos fotosintéticos como material biológico de partida, un esquema de prácticas que permitirá al alumno realizar determinaciones cuantitativas de moléculas biológicas mediante técnicas colorimétricas, aprendiendo a usar un espectrofotómetro UV/Vis. Conocerá, de esta forma, cómo realizar una recta de calibrado e interpolar los resultados obtenidos. Aprenderá asimismo a preparar un ensayo de actividad enzimática, y a evaluarla mediante determinaciones espectrofotométricas. Tendrá también que preparar un cultivo de células de Chlamydomonas reinardtii en medio sólido  

CÓMO HACER REGRESIONES LINEALES

Durante el desarrollo de las prácticas obtendremos series de datos experimentales. Para hacer cálculos habrá que asignar datos al eje de las “x” y datos al eje de las “y” y representamos gráficamente unos frente a otros obteniendo puntos entre los que existe una relación lineal y que pueden unirse mediante una línea recta.

El problema general consiste en encontrar la recta que mejor se ajusta a los puntos obtenidos. Este ajuste puede dejarse a la iniciativa de cada experimentador (método libre de ajuste de curvas) o definir la curva de ajuste mejor como aquella que tiene la propiedad de que la suma de los cuadrados de las desviaciones de la curva real respecto  a los valores experimentales es mínima. Una recta con esa propiedad se llama recta de mínimos cuadrados siendo la ecuación de la recta:
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La ecuación de la recta de mínimos cuadrados y su representación gráfica también puede obtenerse mediante un programa informático como Excel, Origin, etc..La mayoría de las calculadoras científicas también nos puede proporcionar los datos para obtener la ecuación de la recta.

1 CULTIVO EN MEDIO SOLIDO DEL ALGA VERDE UNICELULAR C. reinhardtii

Esta práctica tiene por objeto realizar un cultivo en medio sólido del alga eucariótica unicelular Chlamydomonas reinhardtii, estirpe silvestre 21 gr, perteneciente al género Chlorophyceae. Esta microalga tiene un núcleo central, un gran cloroplasto en forma de copa y un par de flagelos que le proporcionan movilidad.
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Las células se cultivan autotróficamente en una cámara climatizada (25-30ºC) y con iluminación continua de luz fluorescente blanca de 50 w/m2. El medio de cultivo utilizado depende del tipo de alga verde utilizada: para Chlamydomonas reinhardtii. Se utiliza medio SUEOKA suplementado con agar para conseguir su solidificación.

1.1. Preparación del medio de cultivo. 1 por mesa cada (8 parejas).

- Añadir en un matraz erlenmeyer de 500 ml las siguientes cantidades:

KPO4H2....................................................................................... 0.36 g

K2PO4H................................................................................……....0.72 g

Disolución de MgSO4·7H2O (61 mg/ml)................................0.5ml

Disolución de CaCl2·2 H2O  (20 mg/ml)................................0.5 ml

Trazas Hutner.............................................................................2.5 ml

NH4Cl...............................................................................................0.25g

- Completar hasta aproximadamente 0.5 L con agua destilada

- Agitar hasta disolución

1.2 Preparación del medio de cultivo sólido. 1 por mesa cada (8 parejas).
-
Añadir 10g de agar por cada 0.5 litros

· El agar solo se disuelve en caliente, avisar al profesor que se llevará el cultivo para su esterilización en el autoclave durante 20min a 120ºC, el agar se disolverá durante el proceso de esterilización.

· Después de la esterilización todavía en caliente, se vuelca sobre placas de Petri y se espera a que solidifique.     

1.3. Inoculación del cultivo

- Tomar con el asa estéril una pequeña cantidad de células de la placa con células que se nos entregue. 

- Extender suavemente (para evitar la rotura del agar) sobre la placa con agar haciendo uno o varios zig-zag con el asa para aislar colonias. 

- Toda la operación de inoculación debe hacerse con rapidez, sin hablar o respirar sobre la placa para evitar contaminación con bacterias u otros microorganismos.

- Entregar al profesor que colocara en la cámara de cultivo donde se incubará durante 48h

1.4. Observación de las colonias
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Transcurrido el tiempo de incubación aparecerán colonias de la microalga C. reinhardtii de color verde y probablemente otras colonias de bacterias u hongos del ambiente.

Anotar en la hoja de resultados las observaciones más relevantes.

2. DETERMINACIÓN DE LOS COMPONENTES CELULARES EN HOJAS DE ESPINACA

2.1. Determinación del contenido en agua de la hoja de espinaca

El contenido en agua se determina por diferencia entre el peso de la hoja de espinaca antes y después de un tratamiento con calor. El procedimiento es el siguiente:

a) Se pulsa el   0/T de la balanza, con lo que se hace el cero

b) Se coloca sobre el platillo de la balanza de precisión un trozo de papel de aluminio limpio y seco y se anota el peso con cuatro cifras decimales.

c) Volver a tarar pulsando nuevamente 0/T, con lo que se vuelve a hacer el cero.

d) Se van añadiendo trocitos de hoja de espinaca o de acelga hasta alcanzar aproximadamente 1 gramo y se anota el peso exacto conseguido con cuatro cifras decimales.

e) Se cierra el trozo de papel de aluminio y se coloca en la estufa durante 24 horas. 

f) Transcurrido ese tiempo, y sin abrirlo, se pesa de nuevo el papel conteniendo la materia seca. El contenido en agua se calcula, en porcentaje, respecto al peso inicial:

Peso del papel de aluminio = Pp
Peso de hoja húmeda =  Hh
Transcurridas 24 horas en la estufa:

Peso final = Peso del papel + Peso de hoja seca =  PHs
Con estos datos calculamos el peso de hoja seca (Hs) restándole al peso final el peso del papel de aluminio:

Peso de hoja seca = PHs - Pp = Hs
De la diferencia entre el peso de hoja húmeda y el peso de hoja seca obtenemos el contenido en agua en el gramo inicial de hoja que pesamos aproximadamente:

Contenido en agua = Hh - Hs = CA
Como se pide el contenido en agua, en porcentaje, respecto al peso inicial:
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2.2. Determinación del contenido en clorofila

2.2.A. Extracción de pigmentos en hoja de espinaca

- Pesar 1 gramo de hojas en el granatario y machacarlas  en un mortero con arena de mar hasta obtener una pasta homogénea.

- Añadir 10 mL de acetona y filtrar a través de dos capas de gasa (humedecidas con acetona y escurridas).

-  Recuperar la arena y repetir la extracción en dos ocasiones más con 5 ml de acetona en cada caso. La arena debe quedar blanca. Trasvasar el sobrenadante a una probeta para determinar el volumen final del extracto. Anotar dicho valor.
- Centrifugar el filtrado durante 5 min para separar los restos de arena y partículas en suspensión. 

2.2.B. Determinación de clorofila

- Tomar 1 ml del sobrenadante en un tubo de ensayo 

-  Añadir 4 ml de acetona y medir la absorbancia a 652 nm.

- Para la determinación de clorofila, utilizar el valor de 34.5 mg-1.ml.cm-1 como coeficiente de extinción ((), y referir el resultado a peso húmedo de hojas:
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2.3. DETERMINACIÓN DE  PROTEINAS Y CARBOHIDRATOS
2.3.A. Preparación de un extracto crudo de hojas de espinaca

a) Se pesan 3 gramos de hojas de espinaca o de acelga en el granatario.

b) Se introducen en un mortero y se añade un poco de arena de mar (grano fino). Se trituran hasta obtener una pasta homogénea.

c) Se añaden 10 mL de tampón TRIS-HCl 50 mM, pH 8 y se filtra la suspensión a través de dos capas de gasa (humedecidas en agua destiladas y escurridas), exprimiéndola bien para extraer todo el líquido retenido.

d) La arena se devuelve al mortero,  se añaden 5 mL de tampón, y se realiza una segunda filtración. El sobrenadante se lleva a una probeta para determinar su volumen. Anotar el volumen final del extracto en la hoja de resultados.

e) El filtrado de centrifuga durante 5 min para separar los restos de arena y partículas en suspensión. 

2.3.B. Determinación del contenido en proteínas en el extracto crudo

El contenido en proteínas se determina mediante el método colorimétrico de Bradford. La proteína de la disolución forma con el reactivo un complejo coloreado, cuyo máximo de absorción es 595 nm.
La recta de calibrado (apartado a) y la determinación de proteína en el extracto crudo (apartado b) se realizan a la vez.

   a) Recta de calibrado

        La realización de cualquier determinación colorimétrica necesariamente debe referirse a un calibrado obtenido a partir de una disolución de concentración conocida. El patrón utilizado en la determinación de proteína es una disolución de seroalbúmina (BSA) con una concentración de 0.02 mg/ml. La calibración se realiza mediante el siguiente protocolo. A una serie de tubos rotulados con B, 1, 2, 3, 4, 5 se les añaden las cantidades indicadas a continuación:

	Vol. (ml)
	Blanco
	1
	2
	3
	4
	5

	BSA patrón (0.02 mg/ml)
	-
	0.2
	0.3
	0.4
	0.5
	0.6

	Agua
	0.8
	0.6
	0.5
	0.4
	0.3
	0.2

	Bradfod
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2


· Agitar suavemente

· Esperar 15 min al desarrollo del color

· Medir la absorbancia a 595 nm frente al blanco anotando los valores obtenidos en la hoja de resultados. 

· Representar gráficamente absorbancia a 595 nm frente a la concentración de proteína patrón en cada tubo, calculada según la ecuación
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· Determinar la ecuación de la recta obtenida por el método de los mínimos cuadrados (ver introducción) o con algún programa informático.

 ii) Determinación del contenido en proteínas en el extracto crudo
    Se toman 0.5 ml del extracto crudo, y se diluyen hasta 50 mL con agua destilada. En esta disolución se determina el contenido en proteína, siguiendo el protocolo que se indica:

	Vol (ml)
	M1
	M2
	M3

	Muestra
	0.1
	0.2
	0.3

	Agua
	0.7
	0.6
	0.5

	Bradford
	0.2
	0.2
	0.2


M1, M2 y M3 son tres diluciones distintas de la misma muestra. Esto suele hacerse con las muestras problema por si alguna se saliera de escala

· Esperar 15 minutos el desarrollo del color

· Medir la absorbancia a 595 nm.

· Anota dichos valores en la hoja de resultados. Para calcular el contenido en proteína de la muestra tenemos dos opciones:

i) Interpolar los datos obtenidos en la recta de calibrado, y obtener directamente en el eje x el valor de: (A595 – b)/a
ii) Utilizar la ecuación obtenida de la recta de calibrado. “y = ax + b”, donde “y” es la Abs a 595,  “b” la ordenada en origen y “a” la pendiente.
- Con los datos numéricos calcular la concentración utilizando la siguiente fórmula:
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En cualquier caso se promedian los valores de proteína obtenidos para M1, M2, M3. Expresar la cantidad de proteína (peso) referida a peso húmedo de hoja y al volumen de extracto crudo.

-2.3.C. Determinación del contenido en carbohidratos

Se toman 1 ml del extracto crudo y se diluyen hasta 10 ml con agua destilada. Esta dilución será la muestra de la cual tomaremos distintos volúmenes, tal y como se indica en la siguiente tabla:

PRECAUCIÓN: Agitar tras la adición del reactivo de fenol

	Volumen (ml)
	M1
	M2
	M3

	Muestra
	0.2
	0.4
	0.6

	Agua
	0.5
	0.3
	0.1

	Fenol
	0.3
	0.3
	0.3

	AGITAR
	(
	(
	(

	Sulfúrico
	2.5
	2.5
	2.5


· Esperar 30 minutos hasta el desarrollo del color anaranjado

· Medir la absorbancia a 485 nm anotando este valor en la hoja de resultados. 

· Calcular el contenido en carbohidratos usando como coeficiente de extinción 87.5 mM-1cm-1  y expresar el contenido (masa) en relación al peso húmedo de hojas y al volumen de extracto crudo.
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3. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE LA FOSTATASA ALCALINA DE INTESTINO DE TERNERA

INTRODUCCION


La función fisiológica de esta enzima es hidrolizar el enlace fosfoéster de compuestos orgánicos fosforilados, liberando el grupo fosfato terminal:

R – O – Pi    (    R – OH  +  Pi


La fosfatasa alcalina recibe este nombre porque presenta su máxima actividad a pH alcalino.


Como sustrato de esta enzima utilizaremos un compuesto artificial, el p-nitrofenil-fosfato (NPP), que puede ser reconocido por la enzima puesto que posee una estructura orgánica a la que se encuentra unido el grupo fosfato:
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El nitrofenol absorbe característicamente la luz de 410 nm. A esta longitud de onda su coeficiente de extinción es 16 mM-1. cm-1. Esta propiedad nos permite seguir cuantitativamente su aparición en el transcurso de la reacción enzimática. Por otra parte, el fosfato, uno de los productos de la reacción, ejerce un efecto inhibidor sobre la enzima, lo que permite detener el proceso enzimático en cualquier momento, añadiendo una concentración suficientemente alta del propio fosfato.


El ensayo de actividad enzimática lo iniciaremos por adición de una alícuota de la preparación enzimática a una disolución del sustrato en tampón Tris-HCl 0,1M (pH 8), que suministra el pH alcalino necesario para la reacción. Tras incubar durante el tiempo y a la temperatura indicada, la reacción se para por adición de fosfato potásico (hidrógeno fosfato de potasio, K2HPO4) con una concentración 1M.


La actividad enzimática de la fosfatasa  alcalina la calcularemos a partir de los micromoles de nitrofenol aparecidos (n (moles) en un determinado tiempo de reacción   (t min) y en un determinado volumen de ensayo ( v ml ).

 Los micromoles de nitrofenol se calculan a partir de la concentración correspondiente al incremento de absorbancia a 410 nm, según la Ley de Lambert-Beer:

A  =  (  x  C  x  L 

Siendo:

A  =  lecturas de Absorbancia

· =  Coeficiente de extinción ( 16 mM-1 . cm-1 )

C   =  Concentración de nitrofenol ( mM )

L  =  Paso de luz  ( cm )

Despejando de esta ecuación C tenemos:
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puesto que  L  =  1 cm, para calcular los (moles NP
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A partir de los valores obtenidos se puede calcular la actividad de la preparación enzimática en :

Sustituyendo el valor de n en la ecuación anterior:
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3.1. Variación de la actividad enzimática con la concentración

Tomar 7 tubos de ensayo limpios y rotularlos:  B  1  2  3  4  5  6 .

Añadir, en el orden indicado, las cantidades que se especifican en el siguiente protocolo:

	REACTIVOS
	B
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	NPP (0,5 mg/mL) 
	0
	0,5
	1
	1,5
	2
	2,5
	3

	Tampón Tris-HCl 0.1M pH=8
	3
	2,5
	2
	1,5
	1
	0,5
	0

	Fosfatasa Alcalina (mL)
	0,1
	0,1
	0,1
	0,1
	0,1
	0,1
	0,1

	Tiempo incubación 30ºC

           
	15’
	15’
	15’
	15’
	15’
	15’
	15’

	Fosfato potásico 1M (mL)
	0,3
	0,3
	0,3
	0,3
	0,3
	0,3
	0,3


* La fosfatasa alcalina la añadirá el profesor con un micropipeta automática por tratarse de un volumen muy pequeño

1.- Leer la absorbancia a 410 nm de cada uno de los tubos de ensayo frente al blanco.

2.- Calcular la concentración de NPP (sustrato) en cada uno de los tubos
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 3.-Rrepresentar en papel milimetrado estos valores frente a los valores de actividad (U/ml) obtenidos aplicando la fórmula deducida en el apartado anterior.

Eje x = concentración de sustrato (mg/ml)

Eje y  =  valores de Actividad (U/ml)

Obtendremos así La Curva de Michaelis .

3.2. Cálculo de la Km y la Vmax
- Representar también en papel milimetrado  1 / Actividad  frente a  1 / [NPP] para obtener la representación de dobles inversos.

- Calcular a partir de la representación anterior la Km y la Vmax.

HOJA DE RESULTADOS

PAREJA Nº  ................

APELLIDOS  Y NOMBRE

................................................................................................

APELLIDOS Y NOMBRE

................................................................................................

TITULACIÓN

...............................................................................................  

GRUPO TEORÍA..................................................................

GRUPO PRÁCTICAS............................................................

Añadir todas las hojas adicionales con gráficas, o comentarios adicionales que consideres necesarias

1. CULTIVO DEL ALGA VERDE UNICELULAR CHLAMYDOMONAS REINHARDTII EN MEDIO SOLIDO
Dibuja la localización aproximada de colonias en una de tus placas
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Describe los tipos de colonias que aparecen en tu placa color, tamaño,...

2. DETERMINACIÓN DE LOS COMPONENTES CELULARES EN HOJAS DE ESPINACA

2.1. Determinación del contenido en agua de la hoja de espinaca

DATOS

Peso del papel (Pp) = ...............................................grs 

Peso de Hoja Húmeda (Hh) = ................................grs

Peso de Papel + Hoja Seca (Phs) = ........................grs

CÁLCULOS 

RESULTADO

Contenido en agua (CA) =  .........................gr

Contenido en agua=.......................................%

2.2. Determinación del contenido en clorofila

DATOS

Peso de Hojas = ............................. grs

Volumen de extracto = ................... ml

Absorbancia (652nm) = ..................

CÁLCULOS

RESULTADO

Contenido en clorofila = ................................ mg Chl / ml extr

Contenido en clorofila = ................................ mg Chl / gr hoja

2.3. Determinación del contenido en proteínas de hojas de espinaca

DATOS

Peso de hojas = ............................................. grs

Volumen de extracto crudo = ....................ml

( Recta de Calibrado de proteínas
	vol. (ml)
	Blanco
	1
	2
	3
	4
	5

	BSA patrón
	-
	0.2
	0.3
	0.4
	0.5
	0.6

	Agua
	0.8
	0.6
	0.5
	0.4
	0.3
	0.2

	Bradford
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2

	Abs. 595 nm
	
	
	
	
	
	


Hacer la representación gráfica en papel milimetrado:

	X , Conc. Prot (mg/ml) 
	
	
	
	
	

	Y, A595
	
	
	
	
	


Hallar la ecuación de la recta  y = ax + b  ;    y = .................................

( Determinación de proteína en el extracto crudo:

	vol (ml)
	M1
	M2
	M3

	Muestra
	0.1
	0.2
	0.3

	Agua
	0.7
	0.6
	0.5

	Bradford
	0.2
	0.2
	0.2

	Abs. 595 nm
	
	
	


CÁLCULOS

RESULTADOS (Hacer la media aritmética de M1, M2 yM3)

Contenido en proteína referido al vol. de extracto = ................ mg  prot/ml ext

Contenido en proteína referido al peso de hojas = ...................... mg prot/g hoja

2.3.C. Determinación del contenido en carbohidratos

( Determinación de carbohidratos en el extracto crudo
	Volumen (ml)
	M1
	M2
	M3

	Muestra
	0.2
	0.4
	0.6

	Agua
	0.5
	0.3
	0.1

	Fenol
	0.3
	0.3
	0.3

	AGITAR
	(
	(
	(

	Sulfúrico
	2.5
	2.5
	2.5

	Abs. 485 nm
	
	
	


CÁLCULOS

RESULTADOS (Hacer la media aritmética de M1, M2 yM3)

Contenido en carbohidr. referido al vol. de extracto = ..............mg carb/ml ext

Contenido en carbohidr. referido al peso de hoja = .....................mg carb/g hoja

3. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE LA FOSTATASA ALCALINA DE INTESTINO DE TERNERA

1.- Lectura de las Absorbancias a 410 nm

	REACTIVOS
	B
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	NPP (0,5 mg/mL) mL
	0
	0,5
	1
	1,5
	2
	2,5
	3

	Tampón Tris-HCl 0.1M pH=8
	3
	2,5
	2
	1,5
	1
	0,1
	0

	Fosfatasa Alcalina (mL)
	0,1
	0,1
	0,1
	0,1
	0,1
	0,1
	0,1

	Tiempo incubación 30ºC

           
	15’
	15’
	15’
	15’
	15’
	15’
	15’

	Fosfato potásico 1M (mL)
	0,3
	0,3
	0,3
	0,3
	0,3
	0,3
	0,3

	ABSORBANCIA 410nm
	
	
	
	
	
	
	


2.- Cálculo de la concentración de NPP en cada uno de los tubos de ensayo

	
	B
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	[NPP] (mg/ml)
	
	
	
	
	
	
	


3.- Cálculo de los valores de actividad para cada uno de los tubos de ensayo con distintas concentraciones de NPP (sustrato) siendo:

Vensayo  =  volumen total de la reacción  =   ………... ….mL

Venzima  =  volumen de preparación enzimática  =  …….. mL

t  =  tiempo de incubación  =  …………………............ min

	
	B
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	U/mL
	
	
	
	
	
	
	


4.-Representar gráficamente en papel milimetrado la curva de Michaelis :

	Eje x  [NPP]
	
	
	
	
	
	
	

	Eje y  U/mL
	
	
	
	
	
	
	


5.-Hacer, en papel milimetrado, la representación de dobles inversos:

	Eje x  1/[NPP] 1/[NPP]
	
	
	
	
	
	
	

	Eje y  1/ U
	
	
	
	
	
	
	


6.- Obtener la ecuación de la recta de la representación de dobles inversos y calcular la Km y la Vmax.

Corte con el eje Y..............


Valor de Vmax
Corte con el eje x ..............


Valor de la Km

Pendiente  .........................



Valor de Km
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