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Nota de Bioseguridad Institucional:

El trabajo en el laboratorio de Enzimologia se rige bajo el Reglamento General de Laboratorios
del ICB y las normas de bioseguridad RPBI (NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002). La asistencia a las
practicas requiere el uso obligatorio de bata blanca, lentes de seguridad y bitacora de trabajo.
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Practica 1. Introduccion al laboratorio de enzimologia

Propésitos
e Aprender las reglas y dinamica del laboratorio de enzimologia

e Aprender a registrar y procesar datos tipicos del laboratorio
e Aprender a representar resultados graficamente y ajustar a modelos matematicos

Introduccion

El laboratorio de enzimologia no solo es un espacio para desarrollar conceptos de manera
practica y desarrollar destrezas técnicas, es también un espacio para reforzar
competencias de seguridad e higiene y buenas practicas de laboratorio, tanto en la
manera de analizar, presentar y discutir los resultados, en donde se requieren habilidades
matematicas y analiticas.

Requerimientos por equipo

Materiales (por alumno): calculadora cientifica, bitacora de laboratorio (cuaderno italiano o
francés cosido), rotulador de punta fina, acceso a computadora con Excel y software de
analisis de datos, paquete de etiquetas, bata, guantes de latex o nitrilo, lentes de
seguridad, cubrebocas, toallas desinfectantes, frasco con etanol al 70 %.

Actividad 1. Revision del reglamento de seguridad e higiene

1. Leer y seqguir el reglamento de seguridad e higiene vigente de los laboratorios de la
UAC] (disponible en el portal institucional y en la plataforma del curso).

2. Revisar las buenas practicas de laboratorio de la OCDE.
Actividad 2. Reglas y dinamica del laboratorio
1. El maestro presentara el contenido de practicas del manual.

2. Presentacién de la forma de trabajo: partes en equipo, individual, responsabilidades
y manera de calificar.

3. Evaluacién por practica: trabajo técnico, resultados, reportes, bitacoras y/o
examenes o cuestionarios.

4. Calificacién aprobatoria por practica: asistir, realizar la practica, presentar y acreditar
la evaluacién.

Actividad 3. Registro de resultados en bitacoras
1. Registrar los resultados de cada practica en la bitacora designada.
2. Llenado conforme a estandares ISO-9001 cuando sea posible.
3. Sequir las instrucciones del maestro respecto a bitacora, reportes y examenes.

Actividad 4. Tipo de analisis y ejemplo de datos del laboratorio
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1. Ejemplo de unién de ligando a sitio activo (enzima DapE): se varia la concentracion
de ligando (X) y se mide la intensidad de fluorescencia (IF) (Y).

2. Tres repeticiones independientes (r1, r2, r3) para calcular media, desviacién y error
estandar.
3. Graficar dispersion X-Y del promedio de IF contra concentracion.

4. Ajustar a la ecuacion de saturacion:

» REACCION QUIMICA / MECANISMO:
DIF = (Bmax - [L]) / (Kd + [L])

Donde DIF = cambio de fluorescencia, Bmax = cambio maximo, Kd = constante de
disociacion, [L] = concentracion del ligando.

5. Proponer un método de analisis por ajuste a ecuacion y explicar el significado de los
parametros.
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Practica 2. Extraccion de enzimas de diversas fuentes

Propésitos

e Aprender un método general de extraccion de enzimas de diferentes fuentes
e Aprender una estrategia para identificar la actividad de diversas enzimas

Introduccion

Las enzimas son biomacromoléculas universales. Es esencial contar con métodos
generales para extraerlas de diversas matrices biolégicas y desarrollar habilidades para
detectar su actividad con métodos sencillos. Las enzimas son sensibles a condiciones
alejadas de las estandar y tienen vida media celular corta; se espera poca actividad en
muestras almacenadas por tiempo prolongado y alta en muestras frescas.

Qué se estudia (didactica)

Las enzimas que buscaremos y coémo las detectamos:

Actividad Enzima Fuente principal Como se detecta

Yodo-Lugol: si el
almidon se degradg,
Papa, espinaca, no se forma el
manzana, levadura complejo azul-negro =
menos color = mas
actividad

Amilasa a-amilasa

DNS: la hidrdlisis de
sacarosa libera
azucares reductores -
color rojo a 540 nm

Invertasa B-fructofuranosidasa Levadura (Tradipan)

Agua oxigenada: la
Todas (muy abundante  catalasa la
en papay levadura) descompone en agua +
O, - burbujas visibles

Catalasa Catalasa

Como funcionan los reactivos:

e Yodo-Lugol: el yodo forma un complejo azul-negro con el almidén intacto. Si la amilasa
rompié el almidon, el complejo no se formay el color es mas claro. Menos color = mds
degradacion de almiddon = mds actividad amilasa.

e DNS (acido dinitrosalicilico): reacciona con los azucares reductores (glucosa/fructosa
liberadas de la sacarosa) en caliente, produciendo un color rojo/naranja medible a 540
nm. Mds color = mds azucares reductores = mds actividad invertasa.
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e Agua oxigenada (H,0, 6 %): |la catalasa la descompone en agua y oxigeno gaseoso.

Mds burbujas = mds actividad catalasa.

Resultados esperados por fuente:

Fuente
Papa
Espinaca
Manzana

Levadura (Tradipan)

extracto).

¢ NOTA ACADEMICA
La levadura es la mejor fuente de invertasa (la usa para aprovechar la sacarosa). La papa destaca
en amilasa y catalasa. La sefial de cada muestra debe compararse contra su control (sin

Amilasa
Alta
Media
Media

Baja

Requerimientos por equipo

#

Departamento de Ciencias Quimico-Bioldgicas - Instituto de Ciencias Biomédicas

Material
Piseta con agua
Centrifuga clinica

Balanza granataria

Mortero y pistilo

Tubos de centrifuga de
15 mL con tapa

Pipetas Pasteur de
plastico

Pipeta de 10 mL

Micropipeta de 1 mL
con puntas

Invertasa

20 mL

20 mL

20 mL

20 mL

20 mL

10 mL

250 mL

Catalasa
Alta
Media
Media

Media/alta

Reactivo
PBS 1x
Reactivo Yodo-Lugol
Reactivo de DNS

Suspensién de almidén
al 2 % (p/V)

Solucién de sacarosa al
2 % (p/V)

Invertasa 10 mg/L

Peréxido de hidrégeno
al 6 % (conseguir en
farmacia; una botella
basta para todo el

grupo)

Botella de etanol al 70
%
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# Material # Reactivo
1 Bafio maria a ebullicién
1 Licuadora

Por alumno / para todo el grupo

# Material

1 Manojo de espinacas
1 Papa cruda
1 Manzana
1 Sobre de levadura Tradipan®
1 Bolsa de hielo (para todo el grupo)
c/n Toallas himedas para desinfectar superficies
1 Bata, lentes de seguridad y dos pares de guantes
1 Marcador de punta fina y cinta de masking tape

Procedimiento

Actividad 1. Extraccion de enzimas
1. Fuentes: espinaca, papa, manzanay levadura.
2. Proporcion: 10 mL de PBS 1x por 5 g de muestra.
3. Pelar la manzanay la papa antes de pesar; picar manzana, papa y espinacas en
piezas pequenfias.
4. Colocarlas en el mortero y agregar de poco en poco el PBS 1x, macerando con
fuerza, con cuidado de no derramar.

5. Levadura: tibiar el PBS a ~37 °C; disolver la levadura y agregar unas pizcas de azucar
para activarla.

6. Vaciar el macerado en tubos de centrifuga.
7. Centrifugar a 3500 rpm por 10 minutos.

8. Recuperar el sobrenadante (minimo 10 mL) en un tubo limpio y rotulado con la
muestra correspondiente; reservar en hielo.
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Actividad 2. Deteccion de actividad de amilasa (Yodo-Lugol)

1. Preparar una serie de 5 tubos segun la tabla:

Tubo Rétulo Extracto Almidén 2 % PBS 1x
1 Control — 1.25 mL 1.25mL
2 Papa 1.25mL 1.25mL —
3 Espinaca 1.25 mL 1.25mL —
4 Manzana 1.25mL 1.25mL —
5 Levadura 1.25 mL 1.25mL —

2. Mezclar e incubar 10 minutos a 37 °C.
3. Agregar 3 gotas de Yodo-Lugol a cada tubo.

4. Observar y registrar los cambios: menos color azul-negro = mds almidén degradado =
mds actividad amilasa. El tubo control (sin extracto) debe conservar el color azul intenso.

Actividad 3. Deteccion de actividad de invertasa (DNS)

1. Preparar una serie de 5 tubos segun la tabla:

Tubo Rétulo Extracto Sacarosa 2 % Agua destilada
1 Control — 1.0 mL 1.0 mL
2 Papa 1.0mL 1.0mL —
3 Espinaca 1.0 mL 1.0 mL —
4 Manzana 1.0 mL 1.0 mL —
5 Levadura 1.0 mL 1.0 mL —

2. Mezclar e incubar 10 minutos a 37 °C.
3. Agregar 1 mL de DNS a cada tubo; mezclar.

4. Incubar 1 a 3 minutos a 100 °C (bafio maria a ebullicién), segun qué tan rapido
cambie de color.

5. Dejar enfriar y leer a 540 nm, calibrando a cero con el tubo control (tubo 1: sin
extracto).

6. Observar y comparar las absorbancias.
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7. El incremento en la absorbancia o la intensidad del color rojo indica actividad de
invertasa.

8. Si el color esta muy saturado (absorbancia fuera de escala), diluir la muestra
antes de leer y considerar el factor de dilucion.

Actividad 4. Deteccién de actividad de catalasa
1. Preparar 4 tubos con 5.0 mL de agua oxigenada al 6 %.
2. Agregar 1.0 mL de extracto de cada muestra (papa, espinaca, manzana, levadura).
3. Agitar levemente y observar la aparicion de burbujas por un periodo de 5 minutos.

4. Registrar los tiempos de inicio y fin (si es el caso) de la aparicion de burbujas. Mds
burbujas y mds rdpidas = mds actividad catalasa.
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Practica 3. Factores que afectan la actividad de una
enzima

Propésitos

e Demostrar la naturaleza quimica de la mayoria de las enzimas
e Investigar la especificidad por el sustrato de una enzima

e Investigar el efecto de varias temperaturas en la actividad

e Investigar el efecto de la desnaturalizacion

Introduccion

Las reacciones catalizadas por enzimas son sensibles a las condiciones del medio. Todo lo
que afecte los choques efectivos, la energia de activacion o la integridad de la enzima
impacta la velocidad. En esta practica se experimenta con el sustrato, inhibidores y
condiciones desnaturalizantes. La actividad se observa por un cambio de color a rojo
intenso (o a color oscuro, segun el ensayo).

Qué se estudia (didactica)
La enzima modelo: polifenol oxidasa (PPO) de la papa

La PPO es la enzima responsable de que la papa (y otras frutas/verduras) se oscurezcan al
pelarlas o cortarlas. Al quedar expuesta al oxigeno, la PPO oxida compuestos fendlicos
(como el catecol) formando pigmentos oscuros (melaninas):

» REACCION QUIMICA / MECANISMO:
Catecol + 02 —(PP0)— quinona — polimeros oscuros (color)

e Mas color oscuro = mas actividad enzimatica.
e El catecol es el sustrato modelo que usamos para medir la actividad.
e Sialgo desnaturaliza, precipita o inhibe la enzima - menos color.

¢Qué detecta cada tratamiento?

Inactiva la PPO (demuestra que

Tripsina Proteasa: degrada proteinas ,
es proteina)
TCA5% Precipita proteinas Inactiva la PPO
- . . Inactiva la PPO (bloquea el
Feniltiourea Se une al cobre del sitio activo (blog

centro catalitico)
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Isopropanol / Acetona Desnaturalizan (quimica) Inactiva la PPO
Temperatura 70 °C Desnaturaliza (térmica) Inactiva la PPO
Hidroquinona / Fenol /
9 . Sustratos alternativos Prueba de especificidad
Quercetina
Control negativo de
Etanol No es sustrato 9

especificidad (sin reaccién)

& ASPECTO DIDACTICO / PROYECTO INTEGRADO

Alternativa a la feniltiourea: si no esta disponible, puede usarse citrato de sodio o ascorbato
de sodio. Son agentes reductores que compiten con el catecol por la oxidacién, impidiendo la
reacciény, por tanto, reduciendo la formacién de color.

Requerimientos por equipo
# Material # Reactivo

Solucién de catecol
0.01 M (recién

1 Piseta con agua 20 mL preparada; debe ser
amarillenta, si es roja
no usar)

1 Centrifuga clinica 100 mL Solucion de NaF 0.1 M
Solucion de

1 Balanza granataria 20 mL

hidroquinona 0.01 M

Fenol 0.01 M (94 mg en
1 Licuadora 20 mL 100 mL de agua).
Altamente corrosivo

) Acido tricloroacético
Tubos de centrifuga de

2 20 mL (TCA 5 %). Altamente
15 mL con tapa .
corrosivo
8 Pipetas Pasteur de 1mL Tripsina o pepsina al 5
plastico % (p/V)
Feniltiourea (o cristales
1 Pipeta de 10 mL 19 de citrato de sodio o

ascorbato)
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# Material # Reactivo

1 'cv'oircwrp(:S:\F;:Za de 1 mL TmL Quercetina 0.01 M
1 Bafio maria a 70 °C

1 Bafio maria a 37 °C

16 Tubos de ensayo

2 Gradillas para tubos

Vasos de precipitado
de 100 mL

Tubo de centrifuga de
50 mL con tapa

Por alumno / para todo el grupo

# Material

1 Papa cruda (americana o similar)
1 Colador de cocina de poro pequefio
1 Navaja de bolsillo

Procedimiento

Actividad 1. Extraccion de la polifenol oxidasa
1. Requerir una papa mediana-grande.
2. Pelar lo mas rapido posible y cortar en cubos de 2-4 cm?.
3. Pesar la papa (se requieren al menos 20 g).

4. Pasar a la licuadora la papa picada y agregar NaF 0.1 M en proporcién de 50 mL por
cada 100 g de muestra (para 20 g: 10 mL).

5. Licuar a maxima velocidad por 1 minuto.

6. Colar el homogenizado con un cedazo de poro chico, transfiriendo a un vaso de
precipitado.

7. Vaciar el filtrado a tubos de centrifuga de 15 mL y centrifugar a 3500 rpm por 5
minutos.
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8. Recuperar el sobrenadante por decantacién. Si presenta grumos, volver a centrifugar
y recuperar nuevamente.

9. Reservar en hielo.
Actividad 2. Deteccion de la actividad oxidasa

1. Preparar una serie de 3 tubos segun la tabla:

Tubo Rétulo Agua destilada Catecol 0.01 M Extracto

1 Control negativo 15 gotas — 15 gotas
2 Sin enzima 15 gotas 15 gotas —
3 Con enzima — 15 gotas 15 gotas

2. Agitar rapidamente después de agregar el extracto.
3. Incubar a 37 °C por 25 minutos, agitando en intervalos de 5 minutos.

4. El cambio a un color oscuro determina que hay actividad enzimatica (tubo 3). El tubo
2 (sin enzima) y el tubo 1 (control) deben permanecer claros.

Actividad 3. Determinacion de la naturaleza proteica de la polifenol oxidasa

1. Preparar una serie de 4 tubos segun la tabla:

Tubo Rétulo Extracto Agua destilada Tratamiento
A Control 15 gotas 15 gotas —
B Tripsina 15 gotas — :rsipgsci)rfzs de
C TCA5 % 15 gotas — 15 gotas de TCA
D Feniltiourea 15 gotas — 5 cristales

2. Mezclar e incubar 10 minutos a temperatura ambiente.
3. Agregar a cada tubo 15 gotas de catecol 0.01 M e incubar a 37 °C por 10 minutos.

4. Observar los cambios entre tubos: la proteasa (tripsina) degrada y produce la
inactivacion de enzimas de naturaleza proteica; el TCA precipita selectivamente las
proteinas; la feniltiourea tiene alta afinidad por el cobre del sitio activo y lo inactiva. Si
la enzima es una proteina, los tubos B, Cy D presentaran menos color que el control A.

Actividad 4. Especificidad por el sustrato

1. Preparar una serie de 4 tubos segun la tabla:
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Tubo Rétulo Extracto
A Hidroquinona 15 gotas
B Fenol 15 gotas
C Quercetina 15 gotas
D Etanol (control) 15 gotas

2. Mezclar e incubar 10 minutos a 37 °C.

Sustrato/control

15 gotas de
hidroquinona 0.01 M

15 gotas de fenol 0.01
M

15 gotas de quercetina
0.01M

15 gotas de etanol 0.01
M

3. Observar y registrar las diferencias. El etanol (tubo D) es el control de

especificidad: al no ser sustrato de la PPO, no debe observarse reaccién (esto confirma

que el color de los otros tubos se debe a la oxidacion enzimatica del sustrato, no a un

efecto inespecifico).

Actividad 5. Efecto de la desnaturalizacion de la enzima

Esta actividad combina desnaturalizacién térmica (temperatura) y desnaturalizacion

quimica (solventes organicos).

1. Preparar una serie de 6 tubos segun la tabla:

Tubo Extracto Catecol 0.01 M
A 15 gotas 15 gotas
B 15 gotas 15 gotas
C 15 gotas 15 gotas
D 15 gotas 15 gotas
E 15 gotas 15 gotas
F 15 gotas —

2. Mezclar e incubar a los tiempos y temperaturas indicados.

3. Observar y registrar los cambios.
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Tratamiento
0 °C por 10 min
37 °C por 10 min
70 °C por 10 min

Isopropanol (T amb, 10
min)

Acetona (T amb, 10
min)

Agua destilada (T amb,
10 min)
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4. Medir las absorbancias de los tratamientos a 420 nm, ajustando a cero con el tubo F.

5. Discutir los resultados, resaltando las explicaciones de los mecanismos de cémo los
diferentes tratamientos afectan la actividad de la enzima (desnaturalizacion térmica
por calor, desnaturalizaciéon quimica por solventes, y el control de referencia).
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Practica 4. Determinacion de la velocidad inicial

Propésitos

e Aprender a monitorear el curso temporal de una reaccién enzimatica

e Aprender una estrategia para determinar la velocidad inicial

e Aprender a expresar la actividad en unidades internacionales y actividad especifica
Introduccién

Las técnicas espectroscépicas permiten monitorear continuamente la reaccién y obtener
un curso temporal para determinar la velocidad inicial, que sirve para calcular la actividad

especifica (velocidad inicial en mM/s entre concentracidon de enzima en mg/mL). La ureasa
es un buen modelo con indicador de pH rojo de fenol.

Qué se estudia (didactica)
El proceso enzimatico que estudiaremos:

» ESQUEMA EXPERIMENTAL / NARRATIVA MOLECULAR:
ureasa (de semilla de sandia)
Urea + H20 » 2 NHs + CO:2

v
NHs + H20 - NHa* + OH-
(el medio se alcaliniza)

v
rojo de fenol: amarillo - rosa

¢Por qué se mide a 560 nm?
El rojo de fenol es un indicador de pH con dos formas de color:

e Amarillo a pH neutro/acido (donde inicia la reaccion).
e Rosa/magenta a pH basico (cuando se acumula OH™ por la produccion de NHs).

A 560 nm la absorbancia cambia conforme el color pasa de amarillo a rosa: mas OH™ =
mas rosa - mayor absorbancia a 560 nm. El cambio de absorbancia con el tiempo nos
"cuenta" cuanta urea se esta hidrolizando.

¢Qué es la velocidad inicial (vo)?
La velocidad inicial es la pendiente de la parte lineal del curso temporal (absorbancia vs.

tiempo):

» ESQUEMA EXPERIMENTAL / NARRATIVA MOLECULAR:
Absorbancia

| / < pendiente = ve (velocidad inicial)
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W/

» tiempo (s)
0 30 60 90 120

& ASPECTO DIDACTICO / PROYECTO INTEGRADO

¢Por qué la velocidad inicial y no la "media"? Al inicio de la reaccién hay mucho sustratoy la
velocidad es constante (zona lineal). Conforme pasa el tiempo, el sustrato se agota y la velocidad
cae (la curva se aplana). La parte lineal inicial es la que refleja la capacidad real de la enzima.

Como calcular Vo en Excel:

& ESTRATEGIA PEDAGOGICA Y DIAGNOSTICO DE DATOS (EL JURADO DE DATOS Y EL
EFECTO GANCHITO)

1. Analisis del Curso Temporal y Calculo Correcto de la Velocidad Inicial (vo):
Para cada celdilla, los alumnos deben graficar Absorbancia vs Tiempo. Identifiquen la
fase lineal inicial (tipicamente entre los 10 S y 40 S).
- Formula de calculo manual:
Vo = (Absorbancia a los 40 s - Absorbancia a los 10 s) / (40 s - 10 s) = (AbS4os - AbS10s) / 30 S
- Uso en Excel: Apliquen la funcion =PENDIENTE(rango_Abs; rango_Tiempo) sobre el
rango continuo de 10 S a 40 S.
I, Error comun a evitar: NO resten solo 10 segundos (ej. Abszos - Abs1os dividiendo entre
10 s). Restar unicamente dos puntos contiguos amplifica enormemente el ruido del
espectrofotometro. Usar la pendiente sobre 30 a 40 segundos estabiliza el calculo.

2. El  "Jurado de Datos"  Filtrar y Eliminar Celdillas Saturadas:
Al graficar vo vs [S] (curva preliminar de Michaelis-Menten), los alumnos deben actuar
como un "jurado critico de sus propios datos". A concentraciones elevadas de sustrato ([S]
> 4 mM), la enzima se satura o sufre inhibicion por sustrato/indicador, haciendo que la
velocidad deje de subir 0 incluso caiga.
Para calcular los parametros cinéticos (Vmax y Km), es obligatorio ELIMINAR esas
celdillas saturadas y realizar la regresion lineal utilizando UNICAMENTE los puntos
donde la velocidad fue creciendo de manera proporcional.

3. Diagndstico del Fendmeno del "Ganchito" o Forma en U (Hook Effect):
Si los alumnos no eliminan los puntos saturados e incluyen todas las celdillas en las
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transformaciones lineales (Lineweaver-Burk o Hanes-Woolf), observardn un
comportamiento anémalo: la grafica se deformara en uno de sus extremos adquiriendo
una forma de "u" 0 "ganchito" (Hook Effect).
Esta deformacion destruye el ajuste lineal, arrojando un R* pésimo e incluso valores
negativos o incoherentes de Vmax y Km. Si aparece el ganchito, es el indicador definitivo
de que NO han eliminado los puntos saturados. Al eliminarlos, el ganchito desaparece y la
recta recupera su linealidad perfecta (R? =~ 0.98).

4. ¢Por qué Hanes-Woolf ([S]/vo vs [S]) es la transformacion ideal?
Aunque Lineweaver-Burk (1/vo vs 1/[S]) es muy conocido, tiene el defecto estadistico de
invertir las concentraciones, amontonando y magnificando los errores a bajas
concentraciones. Hanes-Woolf soluciona esto de forma impecable al mantener a [S]
directamente en el eje X. Esto distribuye los puntos de manera uniforme a lo largo de la
recta y proporciona estimaciones de Vmax y Km mucho mads precisas e ideales para
reportes de laboratorio.

1. Colocar en la columna A los tiempos (0, 30, 60, 90... s) y en la columna B las
absorbancias de cada celdilla.

2. Seleccionar los datos y crear un grafico de dispersion (X = tiempo, Y = absorbancia).
3. Identificar la zona lineal de la curva (los primeros puntos, antes de que se aplana).

4. Usar =PENDIENTE(rango Y; rango X) para obtener |la pendiente = v,.

» REACCION QUIMICA / MECANISMO:
=PENDIENTE(B2:B6; A2:A6) - Vo de esa celdilla

5. Repetir para cada concentracion de urea y graficar vo vs. [Urea] para observar la
saturacion.

4 RECURSO DIGITAL / INTERACTOMA MODULAR

Material de apoyo: en Interactoma Modular (interactomamodular.com) hay simuladores e
infografias de cinética enzimatica para contrastar tus datos de Excel con los modelos tedricos
(Michaelis-Menten, Lineweaver-Burk). Ver la guia interactiva de Vmax y Km:
https://interactomamodular.com/assets/guias/cinetica-vmax-km.html, y el simulador
en Laboratorio Digital.

Requerimientos por equipo
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# Material # Reactivo

Urea 0.2 M (recién
preparada; probar: 1

1 Piseta con agua 100 mL mL urea + 1 mL medio
debe dar amarillo; rosa
= hidrolizada, no sirve)

Medio de reaccion: rojo
de fenol 0.032 mM, pH

5 Tubos d 100 mL
ubos de ensayo m 6.8, en bicarbonato de

sodio 0.001 %
Estandar de

4 Pipetas de 10 mL 1 mL ovoalbumina 250
pg/mL
Reactivo de Bradford

4 Pipetas de 1 mL 10 mL v

1x

Caja de celdas para
espectrode 1.5y 3 mL

Vaso de precipitado de

! 50 mL

5 Tubos de centrifuga de
15 mL

1 Balanza granataria

1 Vortex

1 Centrifuga clinica

Juego de tres
1 micropipetas (10, 200 y
1000 pL) y puntas

Hielera pequefa de
unicel

Por alumno / para todo el grupo

# Material

Semillas de sandia (solo si no hay en el area de

29 bioquimica)
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# Material

1 Bolsa de hielo

c/n Etiquetas de rotulaciéon o masking tape

Procedimiento
Actividad 1. Extraccion de la ureasa de semilla de sandia

1. Usar semillas de sandia frescas; dejarlas secar y triturar.

2. Pesar 0.5 g (semillas frescas) o 1.0 g (semillas secas/almacenadas previamente en el
laboratorio) y agregarlos a 13 mL de agua destilada.
> '« Nota pedagogica sobre la masa de tejido: Extraer 2 g de semilla genera una
concentracion excesiva de ureasa ("mucha enzima") que cataliza la reaccion a gran
velocidad y satura prematuramente la absorbancia en menos de 30 segundos. Reducir
la masa a 0.5 g (semilla fresca) o 1.0 g (semilla almacenada) optimiza la actividad
enzimatica para mantener la reaccion en el rango lineal detectable.
3. Homogenizar bien y trasvasar a tubos de centrifugacion.
4. Centrifugar 5 minutos a 5000 rpm.
5. Recuperar el sobrenadante, rotular como ureasa y reservar en hielo.

Actividad 1.1. Cuantificacién de proteina por Bradford

1. Preparar una serie de celdillas con 5 puntos de dilucién tanto para el estandar de
albumina como para el extracto de ureasa, para poder hacer una comparativa:

Estandar de

Agua destilada

Celdilla albumina 250 Muestra (pL) (L) % de dilucién
Hg/mL
1 (blanco) 0 0 1000 —
2 200 0 800 lg&:f’ d‘:i'
3 160 0 840 80 %
4 120 0 880 60 %
5 80 0 920 40 %
6 40 0 960 20 %
7 — 200 800 Extracto al 100 %
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Muestra (pL)

Agua destilada

(ML)

% de dilucién

Celdilla albimina 250
Hg/mL
8 _
9 —
10 —
11 —
¢ NOTA ACADEMICA

160

120

80

40

840

880

920

960

2. Agregar 1 mL de reactivo de Bradford 1x a cada celdilla.

Extracto al 80 %

Extracto al 60 %

Extracto al 40 %

Extracto al 20 %

Nota: los volumenes de estandar/muestra se ajustan para mantener el volumen total en 1 mL
(1000 pL) al agregar agua. Los 5 puntos del estandar permiten construir la curva patrén; los 5
del extracto sirven para interpolar su concentracién de proteina y calcular la actividad especifica.

3. Mezclar por resuspension e incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

4. Medir las absorbancias a 595 nm, calibrando a cero con la celdilla 1 (blanco).

5. Construir la curva estandar (absorbancia vs. pg de albumina) e interpolar la

concentracién de proteina del extracto.

Actividad 2. Monitoreo de una reaccion en presencia y en ausencia de la enzima

1. Preparar 2 celdillas segun la tabla (la celdilla sin enzima es el blanco):
> I\ Nota critica sobre el medio de reaccion (Rojo de Fenol): El medio preparado con

rojo de fenol debe observarse de color amarillo claro (pH neutro/ligeramente acido,

pH = 6.8). Si el medio presenta una coloracion rojiza o rosada antes de agregar la
enzima, indica que el indicador esta ligeramente alcalinizado o contaminado. Esto

dificultara el monitoreo espectrofotométrico a 560 nm debido a una absorbancia basal

elevada y un rango dindmico reducido. En tal caso, ajustar el pH con una gota diluida

de acido fino hasta virar a amarillo o preparar medio fresco.

Condicion

Urea 0.2 M (mL)

Agua destilada

(mL)

Medio de
reaccion (mL)

Iniciador

Sin enzima
(blanco)

0.100

0.800

1.0
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. Agua destilada Medio de ..
Condicion Urea 0.2 M (mL) 9 .. Iniciador
(mL) reaccion (mL)
0.1 mL de
Con enzima 0.100 0.800 1.0 extracto de
enzima

2. La reaccién inicia al agregar la enzima o el agua. Calibrar a cero a 560 nm con la
celdilla blanco.

3. Agregar la enzima, resuspender rapidamente y medir la absorbancia cada 10
segundos por 2 minutos (lecturas a los 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110y 120

s).
4. Graficar el cambio de absorbancia vs. tiempo; calcular las velocidades (vo) y analizar
las diferencias.

5. Regraficar las velocidades en columnas para comparar.
Actividad 3. Efecto de la concentracién de sustrato sobre la velocidad

1. Preparar una serie de 9 celdillas segun la tabla. La columna final muestra la

concentracidon de urea resultante (madre 200 mM, volumen total de reaccién 1.0 mL):

Celdilla Urea 200 mM Agua destilada Medio de [Urea] final
(ML) (ML) reaccion (pL) (mM)
1 0 450 500 0
2 25 447.5 500 0.5
3 5 445 500 1.0
4 10 440 500 2.0
5 20 430 500 4.0
6 40 410 500 8.0
7 50 400 500 10.0
8 75 375 500 15.0
9 100 350 500 20.0

2. La reaccién inicia con la adicidon de 50 pL de extracto de enzima (volumen distinto al
de la Actividad 2, porque aqui se miden 9 celdillas y se optimiza el ensayo). Pipetear
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justo en la celdilla dentro del espectrofotometro, previamente ajustado a cero con la
celdilla 1 a 560 nm.

3. Resuspender rapidamente y medir la absorbancia cada 10 segundos por 2 minutos
(registrando lecturas a los 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110 y 120 s).

4. Graficar el cambio de absorbancia vs. tiempo y calcular la velocidad inicial (vo)
mediante la funcion =PENDIENTE en Excel sobre los puntos iniciales lineales.

5. Regraficar las velocidades frente a la concentracion de sustrato y realizar el analisis
grafico para calcular los parametros cinéticos (Km, Vmax).

Actividad 4. Discusion

1. Proponer un experimento para conocer el coeficiente de extincion molar del
producto.

2. Comparar la velocidad de la reaccidn en ausencia y presencia de enzima.

3. Comparar la diferencia de las velocidades en funcién del grado de saturacion de la
enzima.

4. Calcular por métodos de ajuste lineal y no lineal los parametros cinéticos de la
reaccion.
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Practica 5. Efecto de la temperatura sobre la velocidad

¢ NOTA ACADEMICA

Reporte conjunto con la Practica 6: la Practica 5 (temperatura) y la Practica 6 (pH) usan la
misma enzima de papa y el mismo ensayo (PNPP — 405 nm), variando solo la condicidn.
Pueden repartirse por mesa (una mesa mide la serie de temperatura y otra la de pH) y
entregarse en un solo reporte que compare ambas variables sobre la misma enzima.

Propésitos
e Establecer la relacion entre temperatura y velocidad de una reaccién catalizada

e Aprender una metodologia para determinar la temperatura éptima
e Aprender a determinar la energia de activacion

Introduccion

La temperatura altera la actividad catalitica mediante tres fendmenos: (1) altera la
velocidad promedio de las moléculas (mas choques efectivos), (2) aumenta la constante de
velocidad, (3) afecta la flexibilidad y estabilidad de la enzima. Cada enzima tiene un perfil
caracteristico frente a la temperatura. La fosfatasa acida de papa (una enzima vegetal) es
una buena fuente por su disponibilidad y consistencia; su actividad se detecta con el
sustrato analogo para-nitrofenil fosfato (PNPP), que al hidrolizarse genera color amarillo.

Qué se estudia (didactica)
La enzima y el ensayo:

& ASPECTOS FISIOLOGICOS Y ECOLOGICOS: ¢POR QUE PAPA 'Y PNPP?
1. ¢Por qué se utiliza PNPP en ambas practicas?
El p-nitrofenil fosfato (PNPP) es un sustrato andlogo cromogénico. En la naturaleza, la
enzima actua sobre monoésteres de fosfato (como el fitato o azucares fosfatados). Medir
la liberacion de fosfato inorganico libre (Pi) requeriria reacciones complejas e
interferentes. El PNPP soluciona esto de forma elegante: al ser hidrolizado por la
fosfatasa, libera p-nitrofenol (pNP). Al agregar KOH al final del ensayo (pH > 12), el pNP se
ioniza instantdneamente a p-nitrofenolato, un anién de color amarillo intenso que
absorbe fuertemente a 405 nm. La intensidad del color amarillo es directamente
proporcional a la actividad enzimatica.

2. ¢Por qué la fosfatasa dcida funciona en un rango ligeramente dcido?

Fisiologica y ecologicamente, las plantas como la papa (Solanum tuberosum) operan en
dos frentes acidos:
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- Compartimento vacuolar: La enzima reside en la vacuola celular, cuyo lumen se
mantiene acido (pH 4.5-5.5) gracias a las bombas H*-ATPasa.
- Rizosfera y suelo organico: La papa secreta fosfatasas acidas hacia el suelo circundante.
En suelos organicos o fuertemente acidos, el fésforo se encuentra atrapado en complejos
minerales inalcanzables. Acidificar el microambiente permite solubilizar el fosfato
inorganico (Pi) y recuperar este nutriente esencial para la planta.

3. ¢Por qué se obtiene de tubérculos en crecimiento y germinados?
Durante el brote de la papa o la germinacion de semillas, la planta experimenta una tasa
de division y expansion celular masiva. El fosforo estd almacenado principalmente en
forma de fitato (dcido fitico). Para construir nuevo ADN, ARN, ATP y fosfolipidos de
membrana en los brotes, la papa sobreexpresa dramaticamente la fosfatasa acida para
movilizar el fosforo de reserva y alimentar el desarrollo del organismo.

La fosfatasa acida de papa es una enzima vegetal que, por légica, funciona mejor en un
rango de temperatura moderado. La papa es una fuente ideal: siempre estd disponible,
no requiere germinacion previa, y es la misma enzima que se usa en las Practicas 8
(inhibicién) y 10-11 (purificacién) de este manual — asi verdas la misma enzima en
distintos contextos. Hidroliza el sustrato analogo PNPP (para-nitrofenil fosfato, incoloro)
liberando para-nitrofenol, que en medio alcalino produce un color amarillo medible a
405 nm:

& FUNDAMENTACION MOLECULAR Y ESTRUCTURAL (PDB ID: 1XZW)
¢Como explica la estructura tridimensional el efecto de la temperatura?
Al analizar la estructura cristalina tridimensional de la fosfatasa acida vegetal en el
Protein Data Bank (PDB ID: 1XZW, accesible en https://www.rcsb.org/structure/1XZW), se
observa que la cavidad del sitio activo depende de la geometria precisa de su centro
bimetdalico binuclear (Fe**-Mn?*) y de la flexibilidad de los bucles proteicos formados por
los residuos Asp55, His92, Asp137, Tyr140, Asn201, His276 e His278.

1. En frio (0-10 °C): Las moléculas poseen baja energia cinética. La constante de velocidad
k de Arrhenius (k = A-e7Fa/RT) disminuye y los bucles del sitio activo en PDB: 1XZW se
vuelven rigidos, reduciendo los choques efectivos por segundo y haciendo la velocidad
catalitica practicamente nula.
2. A temperatura 6ptima (37-50 °C): Se alcanza el equilibrio ideal entre la energia térmica
de colisién y la flexibilidad de la cavidad activa. La geometria coordinada del centro Fe3*-
Mn?* se mantiene intacta, maximizando los choques efectivos sobre el sustrato PNPP sin
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alterar la estructura terciaria.
3. A temperaturas elevadas (65-100 °C - Desnaturalizacion térmica): La energia
vibracional térmica supera la energia de los enlaces no covalentes (puentes de hidrogeno,
interacciones hidrofobicas y puentes salinos) que sostienen el plegamiento
tridimensional. La cavidad del sitio activo colapsa, perdiendo la coordinacion de los iones
Fe3*-Mn?* y destruyendo irreversiblemente la actividad enzimatica.

» ESQUEMA EXPERIMENTAL / NARRATIVA MOLECULAR:

fosfatasa dacida
PNPP (incoloro) » para-nitrofenol + fosfato

v
color amarillo (405 nm)

¢Qué esperar de la curva de temperatura?

» REACCION QUIMICA / MECANISMO:
Actividad
(A405) /
/ < temperatura éptima (37 °C aprox.)
/
/
/

/ <« en frio casi no hay cambio
i » Temperatura
0 10 20 30 37 50 80 100 °C
(poco) (6ptimo) (desnaturaliza)

e En frio (0-10 °C): practicamente no se observa cambio — las moléculas son lentas y la
enzima casi no cataliza.

e Temperatura 6ptima (~37 °C): maxima actividad (choques efectivos maximos sin
desnaturalizar la enzima).

e Temperaturas altas (80-100 °C): la catalisis que se observe ya no es "enzimatica": a
esas temperaturas la enzima se desnaturaliza y el poco cambio de color se debe mas a
un fenémeno fisico que a la actividad de la enzima.

¢ NOTA ACADEMICA
La idea es ver cobmo, a temperaturas muy altas, la catalisis ocurre mas por un fenémeno fisico
(desnaturalizacién) que por la enzima misma; y que en frio no se nota ninglin cambio.
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Nota operativa importante: los bafnos maria

Las temperaturas a usar dependen de los bafios maria disponibles y calibrados en el
laboratorio.

¢ NOTA ACADEMICA

MUY IMPORTANTE: al inicio de la sesidn, verifiquen cuales bafios estan calibrados y
encendidos. Usen solo los que ya estan disponibles. NO muevan, ni enciendan, ni re-calibren
ningun baio maria — eso lo hacen los técnicos académicos, y no deben tocarlos. Si falta alguna
temperatura, avisen a los técnicos.

Como organizar el montaje segun los baios disponibles:

Situacién Como proceder

Hay varios bafos calibrados a distintas Usar el conjunto de temperaturas disponible (p.
temperaturas ej., 0,10, 20, 37, 50, 80, 100 °C)

Avisar a los técnicos; trabajar con las que hayay

Falta alguna temperatura . .
registrar cudles se usaron

Distribuir las series por equipos o rotar: cada
Solo hay 2-3 bafios equipo mide en una temperatura y se comparten
los datos

& NOTA ACADEMICA
En todos los casos, registren las temperaturas reales que usaron para poder graficar
correctamente.

Requerimientos por equipo
# Material # Reactivo

PNPP 20 mM (fresco; si
1 Piseta con agua 10 mL presenta color amarillo
intenso, no usar)

Tubos de ensayo de Amortiguador de

16 10 mL

tamafio estandar m acetatos 1 M, pH 5.7
2 Pipetas de 10 mL 10 mL MgCl, 100 mM
2 Pipetas de 1 mL 10 mL KOH 500 mM
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Material

Caja de celdas de 0.5
mL para espectro

Vasos de precipitado

Tubos de centrifuga de
15 mL

Balanza granataria
Vortex

Centrifuga clinica
Juego de micropipetas
(200y 1000 pL)y
puntas

Vasos de unicel de 1L

Cronémetro

Bafios maria (los que
estén calibrados y
disponibles)

Por alumno / para todo el grupo

# Material

1

Procedimiento

Actividad 1. Extracciéon de la fosfatasa

# Reactivo

Amortiguador de

200 mL acetato de sodio 30
mM, pH 6.0
10 mL Agua destilada

Papa cruda (mediana-grande, para todo un
grupo)

Colador de poro pequefio
Paquete de vasos de unicel
Paquete de sal (para el bafio a 0 °C)

Bolsa de hielo
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1. Pesar 50 g de papa pelada y cortada en cubos.

2. Homogenizar en 100 mL de amortiguador de acetato de sodio 30 mM, pH 6.0 (en
licuadora o mortero).

3. Colar la mezcla con un colador de poro pequefio y colocar en tubos de centrifuga de
15 mL.

4. Centrifugar 10 minutos a 5000 rpm.

5. Recuperar el sobrenadante en un tubo limpio, rotularlo como extracto de fosfatasa'y
colocarlo en hielo.

Actividad 2. Monitoreo de la reaccion a  diferentes temperaturas

. Nota didactica sobre el volumen de enzima (100 pL vs 500 uL):
En los ensayos cinéticos estdndar de laboratorio, es una excelente practica utilizar 0.1 mL
(100 pL) de extracto de fosfatasa acida + 0.4 mL de agua destilada (en lugar de 0.5 mL
puros de extracto). Esto proporciona tres ventajas clave:
1. Mantiene el volumen total de incubacion en exactamente 2.0 mL (y 2.5 mL finales tras
agregar KOH).
2. Evita la saturacidn prematura de la reaccion y la turbidez basal aportada por el
extracto crudo de papa.
3. Permite que el extracto rinda facilmente para todas las mesas del grupo.

1. Preparar una serie de 3 tubos por cada temperatura a estudiar. Cada serie tiene el
mismo montaje:

Tubo Rétulo Contenido Funcion

Amortiguador de

acetatos 1 M 0.5 mL + Blanco (sin enzima, sin
MgCl, 0.5 mL + PNPP extracto)

0.5mL + agua 0.5 mL

Tubo 1 Blanco

Amortiguador de
acetatos 1M 0.5mL +
Tubo 2 Control sin enzima MgCl, 0.5 mL + PNPP Control (sin extracto)
0.5 mL + amortiguador
0.5 mL

Amortiguador de
acetatos 1M 0.5 mL +
Tubo 3 Con enzima MgCl, 0.5 mL + PNPP Muestra (con enzima)
0.5 mL + extracto 0.5
mL

Departamento de Ciencias Quimico-Bioldgicas - Instituto de Ciencias Biomédicas Pagina 32 de 101



Manual de Practicas del Laboratorio de Enzimologia - UAC] 2026-B

2. Mezclar e incubar 5 minutos cada serie a su temperatura correspondiente (usar los
bafios calibrados disponibles: 0, 10, 20, 30, 37, 50, 80, 100 °C, o los que haya).

3. Agregar el extracto (tubo 3) en el momento de la medicién, no antes: si se agrega
la proteina antes de tiempo, la reaccidn corre antes de lo que se quiere medir.

& ASPECTO DIDACTICO / PROYECTO INTEGRADO

Importante — cuando agregar la enzima: el extracto de fosfatasa se agrega solo al iniciar el
ensayo de cada serie (después de la pre-incubacion de 5 min). No lo agreguen antes, o la
reaccién habra corrido sin control.

4. Incubar nuevamente 5 minutos a la temperatura correspondiente.

5. Detener la reaccién agregando 0.5 mL de KOH 500 mM a cada tubo y agitar. El
KOH detiene la reaccion (alcaliniza y desnaturaliza la enzima) y a la vez hace que el
color amarillo del para-nitrofenol se vea bien.

6. Dejar atemperar los tubos y leer las absorbancias a 405 nm, calibrando a cero con el
tubo 1 de cada serie (blanco).

& NOTA ACADEMICA

Duda frecuente — ;medimos toda la cinética o solo el inicio y el final? En esta practica solo
se mide el inicio (t0) y el final (5 min) de cada serie. No se hace un curso temporal completo
por cada temperatura: eso alargaria muchisimo la sesién. Con la diferencia de absorbancia en 5
minutos se obtiene la velocidad relativa a cada temperatura.

Actividad 3. Procesamiento de los resultados

1. Restar a la absorbancia observada de las muestras con enzima la de sus respectivos
blancos (tubo 1).

2. Con el coeficiente de extincion molar a 405 nm y la diferencia de absorbancia,
calcular la concentracion de para-nitrofendxido producido en las diferentes
temperaturas.

3. Obtener las velocidades relativas de la reaccién dividiendo el cambio de
concentracién entre 5 minutos.

4. Obtener un grafico de dispersion de variables para evaluar la tendencia observada y
determinar a qué temperatura se observa una mayor velocidad relativa (temperatura
optima).
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Practica 6. Efecto del pH sobre la velocidad

¢ NOTA ACADEMICA — REPORTE CONJUNTO CON LA PRACTICA 5:

La Practica 5 (temperatura) y la Practica 6 (pH) utilizan la misma enzima vegetal (fosfatasa acida de
papa) y el mismo ensayo espectrofotométrico (hidrélisis de PNPP — 405 nm), evaluando una variable
fisica/quimica a la vez. Pueden distribuirse entre mesas (una mesa mide la curva de temperaturay
otra la serie de pH) y entregarse en un reporte integrado comparativo.

Propésitos
e+ Aprender un método analitico general y eficiente para estudiar el efecto del pH sobre
la velocidad de una reaccion catalizada por enzimas.
e+ Determinar el perfil cinético de actividad frente al pH e identificar el pH 6ptimo de la
fosfatasa acida de papa.
e+ Comprender la base molecular y electrostatica de la catalisis acido-base en el sitio
activo enzimatico.

Introduccion

El pH del medio altera el estado de ionizacidn de los residuos de aminoacidos criticos del
sitio activo de las enzimas. Estos cambios afectan directamente la afinidad por el sustrato,
la activacion nucleofilica o electrofilica, la capacidad de transferencia de protones en la
catalisis acido-base y la estabilidad de la estructura terciaria mediante puentes salinos.
Cada enzima posee un perfil caracteristico frente al pH, y conocerlo es indispensable para
comprender su fisiologia y optimizar sus aplicaciones biotecnoldgicas.

# ASPECTOS FISIOLOGICOS Y METODOLOGICOS:

¢Por qué fosfatasa acida de papay PNPP?

1. Enzima modelo: La fosfatasa acida vegetal (EC 3.1.3.2) es abundante en tubérculos y semillas
germinadas, donde se sobreexpresa para hidrolizar fitatos y liberar fosfato inorganico durante el
crecimiento celular.

2. Ensayo colorimétrico con PNPP: El p-nitrofenilfosfato (PNPP) es un sustrato sintético analogo
incoloro. La fosfatasa hidroliza el enlace fosfoéster liberando p-nitrofenol. Al alcalinizar con KOH, el p-
nitrofenol se desprotona formando el anién p-nitrofenéxido, que exhibe un color amarillo intenso
medible a 405 nm.

Qué se estudia (didactica)

¢Por qué el pH afecta a una enzima?

Las enzimas poseen cadenas laterales de aminoacidos ionizables (Asp, Glu, His, Cys, Tyr,
Lys, Arg) que deben encontrarse en un estado de protonacion especifico para llevar a cabo
la catalisis. El pH del medio gobierna directamente este equilibrio:

» ESQUEMA EXPERIMENTAL / NARRATIVA MOLECULAR:
pH acido (< 5.5) pH 6ptimo (5.8 - 6.0) pH alcalino (> 7.5)
Exceso de protones H* Ionizacion catalitica exacta Desprotonacion de residuos clave
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Residuos superprotonados Ataque nucleofilico eficiente Pérdida del donante acido
v v v
Actividad reducida/nula MAXIMA VELOCIDAD CATALITICA Actividad decae a cero

Fundamentacién molecular y estructural (PDB ID: 1XZW):

La estructura cristalografica de la fosfatasa acida vegetal (PDB ID: 1XZW) revela un centro
binuclear Fe**-Mn?* en el sitio activo, coordinado por residuos altamente conservados
(Asp55, His92, Asp137, Tyr140, Asn201, His276 e His278):

*1. En rango acido 6ptimo (pH 5.8 - 6.0): Se mantiene el nucledfilo coordinado (Fe*-OH")
listo para atacar el enlace fosfoéster del PNPP, mientras que la histidina catalitica
(His276) permanece protonada como donante acido general para estabilizar el grupo
saliente (p-nitrofenol).

2, Hacia pH neutro y alcalino (pH 6.8 - 9.0): Ocurre la desprotonacién de la His276
catalitica (cuyo pKa se ubica en ~6.0-6.5). Al perder su protodn, la enzima se vuelve
incapaz de protonar el grupo saliente, reduciendo drasticamente la constante de
recambio catalitico (kcat) practicamente a cero.

& NOTA CRITICA DE LABORATORIO — CALIDAD DE SALES, AJUSTE Y DISENO EFICIENTE:

1. {SALES DEL BUFFER (NO USAR SAL DE MESA NI SALES TURBIAS)!: Los amortiguadores de fosfato
deben prepararse estrictamente con sales puras de fosfato monobasico (KH,PO,, Bote Ambar)y
fosfato dibasico (K;HPO,, Bote Blanco Hycel). Las soluciones resultantes deben ser 100%
transparentes y limpidas. Si una solucién se observa turbia, lechosa o con precipitados, significa que
la sal estd contaminada o se us6 una sal insoluble incorrecta; NO DEBE UTILIZARSE.

2. GUIA TECNICA DE AJUSTE CON NaOH/HCI: Al disolver las masas de sal en ~150 mL de agua,
verificar el pH real con potenciometro calibrado. Generalmente se requiere agregar unas pocas gotas
de NaOH 1 N (o HCI 1 N si estuviera alto) bajo agitacion constante para afinar el pH al valor exacto
antes de aforar a 200 mL.

3. SELECCION DE 5 VALORES DE pH EN LA MESA: Aunque la bateria cuenta con 11 amortiguadores
(pH 5.8 a 9.0), cada equipo seleccionara preferentemente 5 pH representativos (serie recomendada:
pH 5.8, 6.8, 7.2,8.0y 9.0, o seguin asigne el docente) para trazar la curva sin saturar la sesion.

4. DISENO SIMPLIFICADO (SOLO 7 TUBOS TOTALES): Se monta UN SOLO Blanco General (sin PNPP)
para calibrar el cero del espectrofotémetro, UN Control Negativo (sin enzima) y 5 Tubos de Reaccién
para los 5 pH elegidos. Al no llevar PNPP el Blanco, se evita la absorcién de fondo que "se come" la
linea base.

5. VOLUMEN DE CELDILLAS (2.0 mL): El volumen total de incubacién en cada tubo es de 2.0 mL (+ 0.5
mL de KOH = 2.5 mL finales), permitiendo transferir 2.0 mL exactos a la celdilla espectrofotométrica
para cubrir perfectamente la altura del haz de luz.

Requerimientos por equipo
# Material / Equipo # Reactivo

1 Mortero con pistilo y colador 5mL PNPP 20 mM (incoloro a amarillo muy
tenue; se requieren 3.0 mL totales)
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7  Tubos de ensayo estandar (1 Blanco, 1 5mL MgCl, 100 mM
Control, 5 Reacciones)

2 Pipetas graduadas de 1y 10 mL 3mLc/u Bateria de amortiguadores limpidos
(se eligen 5 pH por mesa)

1 Balanza granataria y centrifuga clinica 5mL KOH 0.5 M (solucién de paraday
revelado alcalino)

1 Espectrofotometro y celdillas (capacidad 100 mL Amortiguador de acetato de sodio 30
2.0 mL) mM, pH 6.0 (extraccion)
1 Gradilla para tubos de ensayo 1 Piseta con agua destilada

1 Juego de micropipetas y puntas (200 y
1000 pL)

1 Bafio maria a 37 °C

Por alumno / para todo el grupo

# Material biolégico / Insumo

1 Papa mediana a grande (fresca)

1 Bolsa de hielo y hielera
Procedimiento

Actividad 1. Extracciéon de la fosfatasa de papa

1. Pesar 50 g de papa (pelada y picada en cubos pequefios) y homogenizar en 100 mL de
amortiguador de acetato de sodio 30 mM, pH 6.0 (puede emplearse la licuadora del
laboratorio para preparar el homogenizado de todas las mesas).

2. Filtrar el homogenizado a través de un colador o gasa para retirar el material fibrosoy
repartir en tubos cénicos de 15 mL.

3. Centrifugar 10 minutos a 5000 rpm.

4. Recuperar el sobrenadante transparente en un tubo limpio rotulado como "Extracto de
fosfatasa" y conservarlo en bafio de hielo durante toda la sesién.

Actividad 2. Preparacion técnica de amortiguadores (200 mL) y seleccion de los
5 pH

4 PROTOCOLO DE PREPARACION INSTITUCIONAL DE AMORTIGUADORES (200 mL):
GUIA OFICIAL DE PREPARACION DE BUFFERS DE FOSFATO (PARA TECNICOS Y DOCENTES):

Pesar las masas exactas de Fosfato Dibasico (K;HPO,, Bote Blanco Hycel) y Fosfato Monobasico
(KH,PO,, Bote Ambar) indicadas en la tabla en un vaso de precipitados.
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Disolver en ~150 mL de agua destilada y verificar con potencidmetro calibrado. Ajustar finamente
gota a gota con NaOH 1 N (o HCI 1 N) bajo agitacidon hasta obtener el pH exacto, y finalmente aforar
a 200 mL con agua destilada en matraz volumétrico.

pH Bote Blanco Hycel (g) Bote Ambar (g) Aforo H,0 Serie 5 pH
Nominal (Fosfato Dibasico) (Fosfato Monobasico) (mL) Recomendada
pH5.8 022719 2.5394¢ 200 mL * RECOMENDADO (Zona

acida / 6ptimo)

pH6.0 0.3492¢ 242079 200 mL Opcional (Zona acida)

pH6.4 0.5253¢g 2.2496 g 200 mL Opcional (Transicion
acida)

pH6.8 1.3912¢g 1.4077 g 200 mL * RECOMENDADO

(Transicién)

pH7.0 1.7319¢ 1.0765¢ 200 mL Opcional (Zona neutra)

pPH7.2 2.0442¢ 0.7729 g 200 mL * RECOMENDADO (Zona
neutra)

pH7.6 247019 0.3588 g 200 mL Opcional (Zona basica)

pH7.8 259799 0.2346 ¢ 200 mL Opcional (Zona basica)

pH8.0 2.6887¢g 0.1444 g 200 mL * RECOMENDADO (Zona
bésica)

pH8.5 27824¢g 0.0552 g 200 mL Opcional (Zona alcalina)

pH9.0 2.8392¢g 0.0000 g 200 mL * RECOMENDADO (Zona

alcalina / inactivacion)

Cada equipo de alumnos tomara 3.0 mL de cada uno de los 5 amortiguadores
seleccionados para su mesa (p. ej. pH 5.8, 6.8, 7.2, 8.0 y 9.0, o los asignados por el docente)
y los colocara en su gradilla.

Actividad 3. Monitoreo de la reaccion a los 5 valores de pH (Disefo de 7 tubos)

. NOTA DIDACTICA SOBRE EL ARMADO EFICIENTE DE TUBOS:

1. Preparacién del extracto enzimatico: Usar 0.1 mL (100 pL) de extracto crudo + 0.4 mL de agua
destilada (o dilucién 1:5 previa) para completar los 0.5 mL de enzima por tubo. Esto previene la
turbidez basal y la saturacion rapida de la sefal.
2. Consumo optimizado: Con este esquema de solo 7 tubos en total, el gasto de PNPP 20 mM por
equipo es de unicamente 3.0 mL (6 tubos con PNPP x 0.5 mL), eliminando desperdicios y facilitando
la organizacién en la gradilla.
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1. Preparacion de la gradilla con los 7 tubos de ensayo:

Rotular 7 tubos de ensayo limpios y pipetear los reactivos segun la siguiente tabla. Note
qgue el Blanco NO contiene PNPP y el Control Negativo NO contiene enzima:

Tubo Rétulo y Funcion Amortiguado MgCl, 100 PNPP 20 Agua Extracto Vol.
r mM mM destilada diluido Total
Tubo 1 Blanco General (Ajuste  0.50 mL (pH 0.50 mL — (NO 1.00 mL — 2.00 mL
a0) 7.0 0 agua) poner)
Tubo 2 Control Negativo (Sin 0.50 mL (pH 0.50 mL 0.50 mL 0.50 mL — 2.00 mL
enzima) 7.0)
Tubo 3 Reaccion apH 5.8 0.50 mL 0.50 mL 0.50 mL — 0.50 mL  2.00 mL

(Buffer pH 5.8)

Tubo 4 ReaccionapH 6.8 0.50 mL 0.50 mL 0.50 mL — 0.50 mL  2.00 mL
(Buffer pH 6.8)

Tubo5 ReacciénapH7.2 0.50 mL 0.50 mL 0.50 mL — 0.50 mL  2.00 mL
(Buffer pH 7.2)

Tubo 6 Reaccién a pH 8.0 0.50 mL 0.50 mL 0.50 mL — 0.50 mL  2.00 mL
(Buffer pH 8.0)

Tubo 7 Reaccién a pH 9.0 0.50 mL 0.50 mL 0.50 mL — 0.50mL  2.00 mL
(Buffer pH 9.0)

2. Pre-atemperacion a 37 °C:

Mezclar los componentes de todos los tubos (sin agregar todavia el extracto a los Tubos 3-
7)y colocarlos en el bafio maria a 37 °C durante 3 a 5 minutos para estabilizar la
temperatura.

3. Inicio de la reaccién enzimadtica (t = 0):

Agregar 0.50 mL de extracto enzimatico diluido a cada uno de los tubos de reaccion (Tubos
3 a7)en el bafio maria a 37 °C, mezclar suavemente por inversion e iniciar el cronémetro.

4. Tiempo de incubacion:
Incubar exactamente durante 5 minutos a 37 °C todos los tubos.
5. Parada de la reaccion y revelado de color con KOH:

Transcurridos exactamente 5 minutos, detener la reaccion agregando 0.50 mL de KOH 0.5
M a cada uno de los 7 tubos (Tubos 1 a 7) y agitar de inmediato (Volumen final = 2.50 mL).
El KOH detiene la catalisis por desnaturalizacién alcalina e ioniza el p-nitrofenol a su anién
amarillo brillante (p-nitrofen6xido).

6. Lectura espectrofotométrica a 405 nm:
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Dejar atemperar a temperatura ambiente. Transferir 2.0 mL del Tubo 1 (Blanco) a la celdilla
para calibrar el cero del espectrofotometro a 405 nm. A continuacién, leer la absorbancia
del Tubo 2 (Control Negativo) y de los Tubos 3 a 7 (Reacciones a los 5 pH).

Esquema de referencia del flujo de trabajo:

» FLUJO METODOLOGICO RESUMIDO (DISENO SIMPLIFICADO DE 7 TUBOS):
[Gradilla con 7 tubos totales — Volumen de incubacién = 2.0 mL por tubo]
|
> Tubo 1 (BLANCO GENERAL): 0.50 mL buffer + 0.50 mL MgCl, + 1.00 mL Agua (jSIN PNPP!)
> Tubo 2 (CONTROL NEGATIVO): 0.50 mL buffer + 0.50 mL MgCl, + 0.50 mL PNPP + 0.50 mL
Agua
L» Tubos 3-7 (REACCIONES pH): 0.50 mL buffer (pH 5.8 a 9.0) + 0.50 mL MgCl, + 0.50 mL PNPP

Pre-atemperar 3 min a 37 °C

+ 0.50 mL Extracto diluido (jInicia cronédmetro!)

Incubar 5 min a 37 °C

+0.50 mL KOH 0.5 M a TODOS los tubos (Vol. final = 2.5 mL)

1. Ajustar cero con Tubo 1 (Blanco sin PNPP)
2. Leer Tubo 2 (Control) y Tubos 3-7 (Reacciones a 405 nm)

Curva de pH: Maximo en zona acida (pH 5.8-6.0) —» Cae hacia pH 9.0

Actividad 4. Analisis de los datos

1. Verificar que el Tubo 2 (Control Negativo sin enzima) presente una absorbancia cercana
a cero (Asos < 0.05), confirmando que el PNPP no sufrié hidrdlisis espontanea.

2. Restar la absorbancia del Control Negativo (o del Blanco) a la absorbancia de cada
muestra de reaccién: Ass,neta = A_muestra - A_control.

3. Utilizando la Ley de Beer-Lambert con el coeficiente de extincién molar del p-
nitrofendxido a 405 nm en medio alcalino (€45 = 18,000 M'cm™ = 0.018 pmol'mL"'cm™),
calcular la concentracion de producto generado (umol/mL) a cada valor de pH.

4. Calcular las velocidades relativas de reaccion dividiendo la cantidad de producto
obtenido entre el tiempo de incubacion (5 minutos).

5. Graficar la velocidad de reaccion (o Ass,neta) en el eje Y frente al pH en el eje X para
construir la curva de perfil de pH.

6. Identificar el pH 6ptimo de la fosfatasa acida de papa (se observara maxima actividad en
la zona acida de pH 5.8-6.0 y un decaimiento progresivo hacia la zona neutra y basica de
pH 6.8-9.0). Discutir los resultados en funcién de la ionizacion de la histidina catalitica
(His276).
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Practica 7. Parametros cinéticos de una reaccion
catalizada

Propdsitos

e (Caracterizar una enzima mediante un ensayo enzimatico acoplado
e Determinar Km, Vmaxy la eficiencia catalitica (Vmax/Km)
e Evaluar sila reaccién sigue una cinética de Michaelis-Menten

Introduccion

La hexoquinasa (HK) cataliza la primera reacciéon de la glucdlisis: la fosforilacion de la
glucosa a glucosa-6-fosfato. Es una enzima clave porque:

e Entrada a la glucdlisis: es el primer paso del metabolismo energético de la glucosa.

e Puente con la via de las pentosas: su producto (glucosa-6-P) alimenta la sintesis de
nucleétidos (ADN/ARN) y la defensa antioxidante celular a través del NADPH.

e Estudio de isoenzimas: la HK presenta isoenzimas especificas por tejido, utiles en
investigacién metabdlica y farmacoldgica.

e Aplicacién clinica: importante en el diagnostico y monitoreo de condiciones como la
diabetes.

Para medir su actividad usamos un ensayo enzimatico acoplado (ver seccién didactica)
que produce NADPH, medible espectrofotométricamente a 340 nm.

Qué se estudia (didactica)
¢Qué es un ensayo enzimatico acoplado y por qué se usa?

La hexoquinasa no se puede seqguir directamente (ni su sustrato ni su producto absorben
luz visible). Por eso se "acopla" a una segunda enzima cuya reaccion si produce una
molécula detectable:

» ESQUEMA EXPERIMENTAL / NARRATIVA MOLECULAR:
Glucosa + ATP —(hexoquinasa)— Glucosa-6-fosfato + ADP

v
Glucosa-6-P + NADP* —(G6PDH)— 6-fosfogluconato + NADPH

v
NADPH absorbe a 340 nm

El NADPH que aparece es proporcional a la glucosa consumida = su aumento mide la
velocidad de la hexoquinasa. Cuanto mas NADPH, mas rapido trabajé la HK.

Los parametros que obtendremos:
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Parametro Qué es Cémo se obtiene

Pendiente de la parte lineal del

D d Idilla, Excel
curso temporal (AAbs/min) SRR B llLe, Sl 28

Vo (velocidad inicial)

Velocidad méaxima con la ;
Vmax . Asintota de la curva vg vs [S]
enzima saturada

Concentracién de sustrato al 50 De la curva o de Lineweaver-

Km
% de Vmax Burk

Eficiencia (Vmax/Km) Indice de eficiencia catalitica Cociente

La ecuacién de Michaelis-Menten (curva hiperbélica):

» REACCION QUIMICA / MECANISMO:
ve = (Vmax - [S]) / (Km + [S])

» ESQUEMA EXPERIMENTAL / NARRATIVA MOLECULAR:

Vo
| | e——@ « Vmax (saturaciodn)
| o
| o
| o

| o
' > [S]
Km (donde v = Vmax/2)

Lineweaver-Burk (doble reciproco) — la forma lineal:

» REACCION QUIMICA / MECANISMO:
1/ve = (Km/Vmax) - (1/[S]) + 1/Vmax
tpendiente trintercepto

e Elintercepto en el eje Y = 1/Vmax.
e Lapendiente = Km/Vmax; de ahi se despeja Km.

Como calcularlo en Excel:

1. Por cada celdilla: graficar absorbancia vs. tiempo, usar =PENDIENTE(...) para
obtener vy (AAbs/min).

2. Graficar vg Vs [S] = curva de Michaelis-Menten.

3. Para linealizar: crear columnas 1/ve y 1/[S], graficar - la pendiente e intercepto
dan Kmy Vmax.
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4. Formula de referencia para ajuste: v = Vmax*[S]1/(Km+[S]) (se puede ajustar con la
herramienta Solver de Excel o un ajuste no lineal).

4 RECURSO DIGITAL / INTERACTOMA MODULAR

Simulador y guia: en Interactoma Modular (interactomamodular. com — Laboratorio Digital -
Simulador Cinético) puedes contrastar tus datos de Excel con los modelos de Michaelis-Menten y
Lineweaver-Burk. Revisar también la guia interactiva de Vmax y Km
(https://interactomamodular.com/assets/quias/cinetica-vmax-km.html) con las
féormulas automatizadas para Excel.

Requerimientos por equipo
# Material # Reactivo

Kit de actividad de
hexoquinasa
(SPINREACT GLUCOSA-
HK)

1 Piseta con agua 1

Pipetas Pasteur de 50 mL Glucosa 50 mM (para
plastico todo el grupo)

Micropipeta de 1 mL
con puntas

Micropipeta de 10 pL
con puntas

Micropipeta de 200 pL
con puntas

10 Tubos de ensayo
1 Gradilla para tubos

Vasos de precipitado
de 100 mL

Caja de celdas de 1 mL
para cinéticas

Espectrofotometro que
mida a 340 nm (UV) —
los modelos que no
alcanzan 340 nm (p. €j.,
algunos Génesis) no
sirven
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# Material # Reactivo

1 Cronémetro

Procedimiento
Actividad 1. Cinética de saturacion de la hexoquinasa

1. Preparar una serie de 10 celdillas con distintas concentraciones de glucosa, segun la
tabla. La columna final muestra la concentracion resultante (madre 50 mM, volumen

total de reaccién 1.0 mL):

Celdilla Glucosa 50 mM (mL) Agua (mL) [Glucosa] final (mM)
1 0 0.500 0
2 0.01 0.490 0.5
3 0.02 0.480 1.0
4 0.04 0.460 2.0
5 0.06 0.440 3.0
6 0.08 0.420 4.0
7 0.10 0.400 5.0
8 0.12 0.380 6.0
9 0.14 0.360 7.0
10 0.16 0.340 8.0

2. Colocar la celdilla 1 en el espectrofotémetro y ajustar la absorbancia a cero a 340
nm.

3. Preparar un crondmetro para registrar la absorbancia cada 10 segundos por 3
minutos.

4. Iniciar la reaccién agregando 500 pL del reactivo de actividad del kit comercial
(SPINREACT GLUCOSA-HK), preparado mezclando el contenido del vial R2 sobre el vial
R1.

5. Monitorear el curso temporal de la reaccién en cada celdilla (una por una).

Actividad 2. Andlisis de los datos
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1. Graficar los cursos temporales de la reaccion de los distintos experimentos
(absorbancia vs. tiempo por celdilla).

2. Calcular las velocidades iniciales (vo) de las reacciones a las diferentes
concentraciones de sustrato (pendiente de la parte lineal, con =PENDIENTE(...) en
Excel).

3. Graficar v vs. [Glucosa] para observar la curva de saturacion.

4. Ajustar a la ecuacion de Michaelis-Menten (ajuste no lineal) y/o usar la
transformacion de Lineweaver-Burk para obtener Km y Vmax.

5. Calcular la eficiencia catalitica (Vmax/Km) y discutir si la curva es hiperbdlica
(Michaelis-Menten) o si se observa cooperatividad (sigmoidea — en ese caso, comparar
con la Practica 9).
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Practica 8. Estudio de inhibicion enzimatica

Propésitos

e Aprender una metodologia general para estudiar la inhibicion enzimatica
e Aprender a determinar el mecanismo de inhibicién mediante un estudio cinético

Introduccion

Los estudios de inhibicion enzimatica ayudan a elucidar mecanismos de reaccién y a
obtener informacion estructural, funcional y dinamica de las enzimas, con gran aplicacion
biomédica y biotecnolégica (muchos farmacos son inhibidores enzimaticos). El mecanismo
de inhibicion se diagnostica mediante los patrones de inhibicién observados en graficos
de Lineweaver-Burk, comparando la reaccién sin inhibidor contra la reaccion en presencia
de cada inhibidor.

& ASPECTO DIDACTICO / PROYECTO INTEGRADO

Disponibilidad: esta practica usa la fosfatasa acida de papa (misma de las P5y P6) y el sustrato
PNPP, que dependen de las islas del laboratorio y los técnicos. Si no hay reactivos disponibles,
la practica se aborda de manera teérica: se analizan los patrones de Lineweaver-Burk con
datos modelo (ver seccién didactica) para identificar el tipo de inhibicién.

Qué se estudia (didactica)
¢Qué es un inhibidor enzimatico?

Un inhibidor es una molécula que reduce la actividad de una enzima. Aqui usamos la
fosfatasa acida (PNPP — para-nitrofenol amarillo a 405 nm) y comparamos su actividad en
tres condiciones:

Condicion Qué contiene Para qué

Sin inhibidor Sustrato + enzima Referencia (actividad maxima)

. El fosfato es producto de la
Sustrato + enzima + fosfato 5 P

Con fosfato M reaccion (inhibicion por
producto)
Sustrato + enzima + fluoruro 5 El fluoruro es un inhibidor

Con fluoruro L.
mM clasico de fosfatasas

¢Como se ve cada tipo de inhibicién en Lineweaver-Burk?
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La idea: se mide v, a varias concentraciones de sustrato, sin y con inhibidor, y se grafica
1/vo vs 1/[S]. El patrén de las rectas revela el mecanismo:

Tipo de inhibicién Qué cambia Patrén en Lineweaver-Burk

Las rectas se cruzan en el eje Y

Competitiva Km aumenta (Vmax igual
P ( gual) (misma 1/Vmax)
. I . Las rectas se cruzan en el eje X
No competitiva Vmax disminuye (Km igual) .
(—1/Km igual)
Acompetitiva Kmy Vmax disminuyen Rectas paralelas
Mixta Vmax disminuye y Km cambia Se cruzan fuera de ambos ejes

» ESQUEMA EXPERIMENTAL / NARRATIVA MOLECULAR:

1/ve 1/voe
| Competitiva | No competitiva
/— con inhibidor | /— con inhibidor
| /— sin inhibidor | /— sin inhibidor
| > 1/[S] 1 > 1/[S]

Interpretacion esperada (con base en la literatura):

e Elfosfato (producto de la reaccidn) suele dar inhibicion competitiva — compite con el
sustrato por el sitio activo. Asi se reporta en fosfatasas acidas vegetales con sustratos
analogos al PNPP.

e El fluoruro es un inhibidor conocido de fosfatasas, pero su patron varia segun la
isoforma y el pH: en fosfatasas vegetales (como la de soja) suele ser competitivo; en
otras fuentes puede ser no competitivo o acompetitivo.

¢ NOTA ACADEMICA

Importante para interpretar: no hay un Unico resultado "correcto". El patron real depende de
la isoforma de la fosfatasa y del pH del ensayo. La meta de la practica es que determines
experimentalmente el tipo de inhibicidn comparando tus rectas de Lineweaver-Burk, y que lo
discutas con base en la literatura. Si tus resultados no coinciden exactamente con el patrén
"esperado", es un hallazgo valido para discutir — no un error.

¢ NOTA ACADEMICA

Si las rectas con y sin inhibidor comparten el intercepto en Y, la Vmax no cambié — el inhibidor
es competitivo (solo afecta Km). Si comparten el intercepto en X, la Km no cambié — es no
competitivo (solo afecta Vmax).
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Requerimientos por equipo

#

30

Material

Balanza granataria

Vasos de precipitado
de 100 mL

Licuadora

Tubos de centrifuga de
15 mL

Centrifuga clinica

Tubos de ensayo

Gradillas

Micropipeta de 1 mL,
de 200 pLy de 100 pL
con puntas

Pipetas Pasteur de
plastico

Incubadora a 37 °C

Piseta con agua
destilada

Caja de celdas de 1 mL
de plastico

Espectrofotometro
visible

Colador de poro
pequefio + papel filtro

Por alumno / para todo el grupo

Departamento de Ciencias Quimico-Bioldgicas - Instituto de Ciencias Biomédicas

100 mL

10 mL

30 mL

30 mL

30 mL

10 mL

50 mL

Reactivo

Amortiguador de
bicarbonato de sodio
10 mM, pH 6.0

PNPP 20 mM (fresco)

KOH 0.5M

Amortiguador de
acetato de sodio 1.0 M,
pH 5.7

MgCl, 0.1 M

Fosfatos de sodio
monobasico 0.005 M,
pH 5.7 (inhibidor)

Fluoruro de sodio 0.005
M (inhibidor)

Pagina 47 de 101



Manual de Practicas del Laboratorio de Enzimologia - UAC] 2026-B

# Material

1 Papa (para el extracto de fosfatasa acida)

1 Bolsa de hielo

Procedimiento
Actividad 1. Preparacion de la fosfatasa acida
1. Pesar 25 g de papa peladay cortada en cubos.

2. Licuar con 50 mL de bicarbonato de sodio 10 mM, pH 6.0, por 1 minuto a maxima
velocidad.

3. Filtrar con colador de poro pequefio y papel filtro; colocar en tubos de centrifuga de
15 mL.

4. Centrifugar a 3500 rpm por 10 minutos.

5. Recuperar el sobrenadante en tubos limpios rotulados como extracto de fosfatasa
dcida y reservar en hielo.

Actividad 2. Preparacion de estandares de sustrato

1. Preparar una serie de 8 tubos (A-H) con concentraciones crecientes de 4-NPP/PNPP
20 mM, segun la tabla (la columna derecha es la concentracion del estandar una vez
llevado a 1 mL):

[Sustrato] en el

Tubo (estandar) 4-NPP 20 mM (pL) Agua destilada (pL) estandar (mM)

A (Est) 0 1000 0

B (Est) 10 990 0.2
C (Est) 20 980 0.4
D (Est) 50 950 1.0
E (Est) 100 900 2.0
F (Est) 200 800 4.0
G (Est) 500 500 10
H (Est 1000 0 20
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2. Estos tubos son los estandares de concentracion del sustrato que se usan en los
experimentos de saturacién de la fosfatasa acida.

Actividad 3. Determinacién de los parametros cinéticos sin inhibidor

1. Preparar una serie de 8 tubos (A-H) segun la tabla. Cada tubo recibe 0.1 mL del
estandar correspondiente de la Actividad 2 (A=0, B=0.2, C=0.4, D=1.0, E=2.0, F=4.0,
G=10, H=20 mM):

Tubo (sin Acetato 1 M MgCl, 0.1 M Estandar de Agua destilada

inhibidor) (mL) (mL) sustrato (mL) (mL)

0.1 (del estandar

A 0.1 0.1 1.0
A)

B 0.1 01 0.1 (del estandar 10
B)

C 0.1 01 0.1 (del estandar 0
@)

D 0.1 01 0.1 (del estandar 10
D)

E 0.1 01 0.1 (del estandar 0.6
E)

= 0.1 01 0.1 (del estandar 10
F

G 0.1 01 0.1 (del estandar 10
G)

H 0.1 01 0.1 (del estandar 10

H)

2. Mezclar e incubar 5 minutos a 37 °C.
3. Iniciar las reacciones pipeteando a cada tubo 100 pL de extracto de la enzima.

4. Mezclar e incubar los tubos 5 minutos a 37 °C y detener la reaccion agregando 100
pL de KOH 0.5 M.

5. Medir las absorbancias a 405 nm, calibrando a cero con el tubo A.

6. La velocidad inicial se calcula dividiendo el cambio de absorbancia observado entre
5 minutos (AAbs/min), o se corrige con el coeficiente de absorcién molar del p-
nitrofenol a mM/min.

Actividad 4. Inhibicion de la enzima por el fosfato
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1. Preparar una serie de 8 tubos (A-H) con fosfato segun la tabla. Igual que la

Actividad 3, pero sustituyendo 0.2 mL de agua por 0.2 mL de fosfato de sodio 5 mM:

Estandar de Agua
Tubo Acetato 1 M MgCl, 0.1 M g. Fosfato 5
(fosfatos) (mL) (mL) sustrato destilada mM (mL)
(mL) (]98]
0.1 (del
estandar
A-H 0.1 0.1 ) 0.8 0.2
correspondien
te)

2. Mezclar e incubar 5 minutos a 37 °C.

3. Iniciar con 100 pL de extracto; incubar 5 minutos a 37 °C.

4. Detener con 100 pL de KOH 0.5 M.

5. Medir a 405 nm, calibrando a cero con el tubo A.

6. Calcular la velocidad inicial (AAbs/min o corregir con el coeficiente molar).

7. Este experimento es similar al anterior, pero en presencia de un inhibidor que debe
producir una pérdida de actividad de la enzima.

Actividad 5. Inhibicién de la enzima por el fluoruro

1. Igual que la Actividad 4, pero usando 0.2 mL de fluoruro de sodio 5 mM como
inhibidor en lugar del fosfato.

2. Incubar, iniciar con enzima, detener con KOH y leer a 405 nm (mismos tiempos y
volumenes).

Actividad 6. Andlisis de los datos

1. Calcular las velocidades iniciales de las reacciones en las diferentes
concentraciones y condiciones (sin inhibidor, con fosfato, con fluoruro).

2. Graficar v vs. [sustrato] para cada condicion.

3. Obtener los graficos de Lineweaver-Burk (1/v vs. 1/[S]) de los patrones de
inhibicion.

4. Determinar qué tipo de inhibicion se observa con el fosfato y con el fluoruro,
comparando los interceptos y pendientes de las rectas (ver seccion didactica).
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Practica 9. Cooperatividad en cinética de saturaciéon

Propésitos

e Aprender una metodologia experimental general para estudiar la cooperatividad
e Medir la actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH) del suero sanguineo

Introduccion

La cooperatividad es fundamental en la regulacion eficiente de procesos bioldgicos. El
alosterismo consiste en la comunicacion fisicoquimica entre sitios distintos de la enzima: lo
qgue ocurre en un sitio afecta la eficiencia de otros (efectos homotrépicos entre sitios
idénticos, heterotrdpicos entre sitios distintos; sistemas en K, en V o mixtos V/K). La
lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima tetramérica cuya cooperatividad por su
sustrato es sensible al pH: al comparar su perfil de saturacion a pH 7.0 y pH 6.0 se observa
como cambia el grado de cooperatividad.

Qué se estudia (didactica)
La LDH y por qué es importante:

La lactato deshidrogenasa es una enzima ubicua que cataliza la interconversidon entre
piruvato y lactato usando NADH/NAD* como cofactor:

» REACCION QUIMICA / MECANISMO:
Piruvato + NADH = Lactato + NAD+

Importancia clinica: la LDH esta presente en todos los tejidos; cuando una célula se dafia
(infarto, hepatitis, daflo muscular, hemdlisis), la enzima se libera a la sangre. Por eso
medir la actividad de la LDH en el suero es un marcador diagnéstico de dafio tisular.
Aqui medimos la LDH del suero de un donante, conectando el laboratorio de enzimologia
con la practica clinica.

La enzima viene del suero:

¢ NOTA ACADEMICA

La fuente de la enzima es el suero sanguineo: se obtiene de un donante de la clase (con las
mismas condiciones de la P14B) o de muestras que tengan los técnicos del piso 1 (edificio de
microbiologia). El kit clinico de LDH mide la actividad de la enzima presente en el suero.

La direccién del ensayo (depende del kit):

& ASPECTO DIDACTICO / PROYECTO INTEGRADO
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Importante: los kits clinicos de LDH pueden medir la reaccion en cualquiera de las dos
direcciones, y eso define si la absorbancia a 340 nm sube o baja:

¢ NOTA ACADEMICA
- Direccién lactato — piruvato (produce NADH): la absorbancia a 340 nm SUBE con el tiempo.

- Direccidn piruvato - lactato (consume NADH): la absorbancia a 340 nm BAJA con el tiempo.

& NOTA ACADEMICA
Revisa el kit que te entregaron en las islas para saber cual direccién usa. La pendiente (positiva
0 negativa) te da la velocidad; usa el valor absoluto para comparar.

‘ ¢ NOTA ACADEMICA

¢Qué es la cooperatividad?

Muchas enzimas (como la LDH) tienen varias subunidades con un sitio activo cada una.
Cuando el sustrato se une a un sitio, puede facilitar u obstaculizar la unién en los demas:

e Cooperatividad positiva: la union del primer sustrato facilita las siguientes - curva
sigmoidea (en S).

e Sin cooperatividad: cada sitio se une de forma independiente - curva hiperbélica
(Michaelis-Menten).

» ESQUEMA EXPERIMENTAL / NARRATIVA MOLECULAR:
Vo Vo
| ° | o
| T | o
| o~ SIGMOIDEA | o HIPERBOLICA
| o (cooperativa) |e— (no cooperativa)
' > [S] ' > [S]

El coeficiente de Hill (nH):

e nH =1 - sin cooperatividad (hiperbdlica).
e nH>1 - cooperatividad positiva (sigmoidea). A mayor nH, mas abrupta.
e nH <1 - cooperatividad negativa.

Se estima ajustando a la ecuacién modificada de Michaelis-Menten:

» REACCION QUIMICA / MECANISMO:
ve = (Vmax - [S]I") / (Ke.s™ + [S]M) donde n = coeficiente de Hill
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¢Por qué comparar pH 7.0y pH 6.0?

La cooperatividad de la LDH es sensible al pH: el pH cambia la ionizacién de residuos clave
y altera la comunicacion entre subunidades. Al medir la curva de saturacién a dos pH se
observa cdbmo cambia la sigmoidicidad (y el nH).

¢ NOTA ACADEMICA

Cooperatividad condicional: la curva completa de saturacion (vo vs [sustrato] a pH 7.0 y 6.0) se
busca si los alumnos ejecutaron bien la practica. Si el tiempo o la ejecucién no lo permiten, se
realiza al menos una mediciéon puntual de la actividad de la LDH del suero (a una
concentracién de sustrato y pH definidos) y se discute el valor obtenido.

Requerimientos por equipo
# Material # Reactivo

Kit clinico de lactato
deshidrogenasa (segun
disponibilidad en las
islas)

1 Piseta con agua 1

Solucién de sustrato

Pipetas Pasteur de
P 20 mL del kit (lactato o

[asti
plastico piruvato, segun el kit)
Micropipeta de 1 mL NADH o NAD* (segun la
1 20 mL . L -
con puntas direccién del kit)
1 Micropipeta de 10 pL 20 mL PBS 1x
con puntas
Micropipeta de 200 pL Amortiguador de
1 20 mL
con puntas fosfatos a pH 6.0
10 Tubos de ensayo
1 Gradilla para tubos
5 Vasos de precipitado
de 100 mL
1 Caja de celdas de 1 mL

Espectrofotémetro que
mida a 340 nm
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# Material # Reactivo

1 Cronémetro

Por alumno / para todo el grupo

# Material

Muestra de suero sanguineo (donante de la

1 L .
clase o muestras de los técnicos del piso 1)

1 Bolsa de hielo

¢ NOTA ACADEMICA

Disponibilidad: si no hay kit o suero disponibles, la practica se aborda de manera teérica
(andlisis de curvas de saturacion modelo, sigmoidea vs. hiperbdlica, y estimacién del coeficiente
de Hill).

Procedimiento
Actividad 1. Obtencion del suero (fuente de LDH)

1. Obtener una muestra de suero sanguineo: de un donante de la clase (ayuno o
condiciones normales, con las precauciones de la P14B) o de las muestras disponibles
en el piso 1 con los técnicos.

2. Si la muestra es de sangre completa, centrifugar a 3000 rpm por 10 minutos para
obtener el suero.

3. Reservar el suero en hielo hasta su uso. El suero es la fuente de la LDH.
Actividad 2. Cinética de saturacion de la LDH del suero

1. Preparar una serie de celdillas con concentraciones crecientes del sustrato que
use el kit (lactato o piruvato), segun las instrucciones del kit.

2. Si el kit no especifica la serie, usar concentraciones crecientes de sustrato (p. ej., 0, 2,
4,8,12,16, 20 mM) para construir la curva de saturacion.

3. Colocar cada celda en el espectrofotometro y ajustar la absorbancia a cero a 340
nm.

4. Preparar un cronémetro para registrar la absorbancia cada 10 segundos por 3
minutos.
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5. Iniciar la reaccion agregando una alicuota de suero (fuente de LDH), segun el
volumen indicado por el kit.

6. Monitorear el curso temporal de la reaccion en cada celda. Observa si la
absorbancia sube o baja (depende de la direccién del kit) y usa el valor absoluto de la
pendiente como velocidad.

7. Repetir el experimento con el amortiguador de fosfatos a pH 6.0 (misma serie de
sustrato), para comparar el efecto del pH sobre la cooperatividad.

Actividad 3. Analisis de los datos
1. Graficar los cursos temporales de la reaccion (absorbancia vs. tiempo por celdilla).

2. Calcular las velocidades iniciales (vo) de las reacciones (pendiente de la parte lineal,
con =PENDIENTE(...) en Excel; usar el valor absoluto si la pendiente es negativa).

3. Graficar v vs. [Sustrato] para cada pH (7.0 y 6.0) y observar la forma de la curva
(hiperbdlica vs. sigmoidea).

4. Ajustar a la ecuacion de Michaelis-Menten con coeficiente de Hill y comparar el nH
apH70yapH®6.0.

5. Discutir cdmo el pH modifica la cooperatividad de la LDH, y relacionar el valor de
actividad obtenido con el contexto clinico (marcador de dafio tisular).
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Practica 10 y 11. Purificaciéon de una enzima (dos sesiones)

Propésitos
e Aprender una metodologia experimental para purificar una enzima a homogeneidad

e Construir una tabla de purificacion (actividad especifica, factor de purificacion,
rendimiento)

Introduccion

Contar con un método de extraccidén y purificacion es esencial para la caracterizacion
bioquimica y las aplicaciones biotecnoldgicas. En esta practica se experimenta con
precipitacion por sales (sulfato de amonio) y fraccionamiento, combinables con
métodos cromatograficos y electroforéticos hasta lograr homogeneidad. Se purifica la
fosfatasa acida de papa — la misma enzima de las Practicas 5, 6 y 8 — ahora desde el
punto de vista de la purificacion, lo que refuerza la coherencia del curso.

¢ NOTA ACADEMICA

Disponibilidad: la papa, el PNPP y el reactivo de Bradford dependen de las islas del laboratorio
y los técnicos. Si no hay reactivos disponibles, la practica se aborda de manera tedrica: se
construye la tabla de purificacién con datos modelo de actividad y proteina.

Qué se estudia (didactica)
¢Qué significa "purificar una enzima"?

El extracto crudo de papa contiene muchas proteinas diferentes, no solo la fosfatasa.
Purificar es separar la enzima de interés de las demas, y medir cuanto se "limpid" en
cada paso. No buscamos recuperar todo: buscamos una fraccién mas concentrada en la
enzima (mayor actividad especifica).

Los pasos y fracciones (I-VI):

Referencia inicial (toda la

I Extracto crudo )

proteina soluble)

Clarifica: precipita proteinas no
II MnCl; + centrifugar P pita p

deseadas

Recupera parte de la enzima del
II1 Resuspender el precipitado perap

paso anterior
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Salting out: precipita proteinas a
baja saturacién (las que no
queremos)

v Sulfato de amonio 35 %

. Precipita la fosfatasa; el calor
Sulfato de amonio 54 % + calor P . .
\'} desnaturaliza contaminantes

60 °C
termolabiles

Fraccién mas enriquecida en
fosfatasa

VI Resuspension final
El principio del sulfato de amonio (salting out):

Al aumentar la concentracion de sal, las proteinas pierden solubilidad y precipitan. Las
proteinas precipitan a distintas concentraciones de sal segun su tamafio y carga. Por eso:

e A 35 9% de saturacién precipitan proteinas grandes/contaminantes (se desechan).
e A 54 % precipita la fosfatasa (se recupera en el precipitado).

La tabla de purificacién (lo que se construye en la semana 2):

Proteina

Actividad

Actividad especifica

Factor de purificacion

Rendimiento

¢ NOTA ACADEMICA

bandas de proteina.

Bradford (mg/mL)

PNPP—-405 nm (U/mL)

Actividad / Proteina (U/mg)

Act. esp. de la fraccién / Act.
esp. de la fraccion I

Actividad total de la fraccién /
Actividad total de la fraccién I

Requerimientos por equipo — Semana 1 (Practica 10)

Departamento de Ciencias Quimico-Bioldgicas - Instituto de Ciencias Biomédicas

Cudnta proteina hay
Cuanta enzima funcional hay

Pureza relativa (debe subir al
purificar)

Cuantas veces se "limpio"

Cuanto se conservé (%). Baja al
purificar

Interpretaciéon: una buena purificacion muestra la actividad especifica aumentando fraccién
a fraccion (mas pura) aunque el rendimiento disminuya (se pierde algo de enzima en cada
paso). El SDS-PAGE (si hay equipo) confirma visualmente que la fraccion final tiene menos
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Material #

Balanza granataria 100 mL

Vasos de precipitado

de 250 mL 30 mL
Licuadora y colador 30 mL
Tubos de centrifuga de

15mL 1009
Centrifuga 20 mL

Microtubos de 1.5 mL
Gradillas de unicel

Micropipeta de 1 mL,
de 200 pLy de 100 pL
con puntas

Pipetas Pasteur de
plastico

Incubadora a 60-70 °C

Piseta con agua
destilada

Probeta de 100 mL
Barra magnética

Platina para agitar (no
calentar)

Papa (para el extracto)

Requerimientos por equipo — Semana 2 (Practica 11)

Material #

Caja de celdas de 1 mL

s 10 mL
de plastico

Departamento de Ciencias Quimico-Bioldgicas - Instituto de Ciencias Biomédicas

Reactivo

Amortiguador de
bicarbonato de sodio
10 mM, pH 6.0

Acetato de sodio 0.05
M, pH 5.7

MgCl, 0.1 M

Sulfato de amonio

MnCl; 1 M

Reactivo

PNPP 20 mM (fresco)
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# Material # Reactivo

1 E§Pectrof0témetro 20 mL Cloruro de manganeso
visible ™
Mi ipeta de 1 mL

1 |cr9p|pe ade mty 50 mL Reactivo de Bradford
puntillas

1 KOH 1mL Albdmina 1 mg/mL

(estandar)

Procedimiento
Primera semana (Practica 10)
Actividad 1. Preparacion de la fosfatasa acida
1. Pesar 25 g de papa fresca, pelada y cortada en cubos.

2. Colocar en la licuadora y agregar 50 mL de amortiguador de bicarbonato de sodio 10
mM, pH 6.0.

3. Licuar a velocidad maxima por 1 minuto (o hasta obtener un homogenizado).
4. Filtrar el homogenizado en un colador de cocina de poro pequefio.

5. Vaciar en tubos de centrifuga de 15 mL y equilibrar por peso.

6. Centrifugar a 3500 rpm por 5 minutos.

7. Decantar el sobrenadante en una probeta para medir su volumen.

8. Guardar una alicuota de 1 mL del sobrenadante y rotularlo como Fraccién I.
Reservar en hielo.

Actividad 2. Purificacion de la fosfatasa

1. Colocar el sobrenadante en un vaso de precipitado de 150 mL y agitar suavemente
con una varilla de vidrio, agregando MnCl, 1 M (1 mL por cada 50 mL de
sobrenadante).

2. Vaciar a tubos de centrifuga de 15 mL y equilibrar por peso.
3. Centrifugar a 3500 rpm por 5 minutos.
4. Recuperar el sobrenadante decantando en una probeta para medir su volumen.

5. Guardar una alicuota de 1 mL como Fraccion II. Reservar en hielo. El volumen
restante se puede descartar.

6. Resuspender el precipitado de un solo tubo agregando 15 mL de acetato de sodio
0.05M, pH 5.7.
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7. Centrifugar a 3500 rpm por 5 minutos para remover la proteina no solubilizada.

8. Recuperar el sobrenadante y guardar una alicuota de 1 mL como Fraccién III.
Reservar en hielo.

9. Transferir el sobrenadante anterior a un vaso de precipitado y agitar suavemente,
agregando de poco en poco la proporcion correcta de sulfato de amonio (35 g por
cada 100 mL) para producir una saturacion del 35 %.

10. La adicion se debe realizar en un periodo de 5 a 10 minutos y quedar totalmente
disuelto.

11. Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos.
12. Colocar la mezcla en un tubo de centrifuga y equilibrar por peso.
13. Centrifugar a 3500 rpm por 5 minutos.

14. Recuperar el sobrenadante, medir su volumen y guardar una alicuota de 1 mL
como Fraccion IV. Reservar en hielo.

15. Al sobrenadante anterior, agregar la cantidad correcta de sulfato de amonio (54 g
por cada 100 mL) para producir una saturacién del 54 %. Agregar de poco en poco,
agitando suavemente.

16. Vaciar a un tubo de centrifuga y equilibrar por peso.
17. Centrifugar a 3500 rpm por 5 minutos.

18. Desechar el sobrenadante y resuspender el precipitado en 15 mL de
amortiguador de acetatos 0.05 M.

19. Incubar a 60 °C por 2 minutos (el calor desnaturaliza contaminantes termolabiles,
no la fosfatasa).

20. Retirar de la incubacién y enfriar en hielo por 10 minutos.
21. Centrifugar por 5 minutos a 3500 rpm.

22. Recuperar el sobrenadante y guardar una alicuota de 1 mL como Fraccion V.
Reservar en hielo.

23. Resuspender el precipitado obtenido en el tratamiento térmico en 20 mL de agua
destilada.

24. Centrifugar 5 minutos a 3500 rpm para eliminar la fraccién insoluble.

25. Recuperar el sobrenadante y alicuotar 1 mL como Fraccién VI.

26. Almacenar las fracciones a -20 °C para su posterior analisis.
Segunda semana (Practica 11)

Actividad 3. Cuantificacion de la actividad y la concentraciéon de proteina
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1. Preparar una serie de 7 tubos con PNPP 20 mM 0.1 mL + agua destilada 0.9 mL,
uno por fraccién (I-VI) y un séptimo (VII) como blanco:

Etapa de la PNPP20 mM (mL)  Agua destilada (mL)

purificacion

I Fraccion I 0.1 0.9
II Fraccién II 0.1 0.9
111 Fraccion III 0.1 0.9
v Fraccion IV 0.1 0.9
\Y Fraccién V 0.1 0.9
VI Fracciéon VI 0.1 0.9
VII Blanco 0.1 0.9

2. Incubar los tubos a 37 °C por 5 minutos.

3. Iniciar la reaccién agregando 100 pL de la fraccion correspondiente a cada tubo; al
tubo VII (blanco) se le agregan 100 yL de agua destilada.

4. Incubar los tubos a 37 °C por 5 minutos.
5. Retirar de la incubacion y detener la reaccion agregando 100 pL de KOH 0.5 M.
6. Medir la absorbancia a 405 nm.

7. Adicionalmente, medir la concentracion de proteina de las fracciones por el
método de Bradford (con curva estdndar de albumina).

Actividad 4. Andlisis electroforético (SDS-PAGE)

1. Esta actividad se realiza solo si esta disponible el aparato de SDS-PAGE Biorad Mini-
Protean II (laboratorio V310; el maestro programa la sesién con antelacién).

2. Correr las 6 fracciones en un gel SDS-PAGE previamente elaborado por el maestro.

3. En microtubos, pipetear 20 pL de cada fracciéon + 5 pL de amortiguador de carga
5x.

4. Calentar en bafio maria a ebullicion por 5 minutos.

5. Cargar las muestras en carriles del gel.

6. Correr la electroforesis hasta el punto final y colocar en una charola.
7. Fijar los geles con metanol al 50 %.

8. Revelar los geles con reactivo de Bradford incubado 2 minutos.
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9. Retirar el reactivo y agregar agua; incubar en agitacion a temperatura ambiente por
10 minutos.

Actividad 5. Analisis de los datos
1. Calcular las actividades especificas de las muestras de cada etapa de la purificacion
(actividad + proteina).
2. Construir una tabla de purificacién con: concentracién de proteina, actividad,
actividad especifica, veces de purificacion y abundancia relativa (rendimiento).

3. Analizar el grado de purificacién del SDS-PAGE (la fraccion final debe mostrar menos
bandas).

Departamento de Ciencias Quimico-Bioldgicas - Instituto de Ciencias Biomédicas Pagina 62 de 101



Manual de Practicas del Laboratorio de Enzimologia - UAC] 2026-B

Practica 12. Proyecto final: sobreexpresion de la enzima
recombinante NaGSTu17 (dos sesiones)

SOBREEXPRI;SIGN Y PURIFICACION
DE PROTEINA RECOMBINANTE
CélulaE.coli ~ Plasmido de Cromatografia

expresion pET de afinidad IMAC
(Niquel)

Induccion
con IPTG

—>

Elutio
proteina

Proteina de ¢

%
g
U e

Induccion con IPTG Lisis celular Cromatografia de
afinidad IMAC
(Niquel)

Figura 12.1. Esquema general del flujo de sobreexpresion de la proteina recombinante His-GST en E. coli y
purificaciéon IMAC.

Propdsitos

e Aprender el método de induccion de proteinas recombinantes bajo el control del
promotor T7 empleando IPTG

e Comprender la importancia de los cultivos no inducidos como controles de expresion

basal
e Realizar el escalamiento de cultivo, la cosechay la lisis celular por sonicacion
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e Medir la actividad de la enzima recombinante con el ensayo GST-CDNB

Introduccion

La obtencion de enzimas recombinantes proporciona numerosas ventajas sobre las
fuentes naturales: se pueden producir grandes cantidades de una enzima de interés de
forma controlada. En esta practica se sobreexpresa la glutation S-transferasa de clase
Tau de *Neltuma alba* (mezquite), NaGSTu17 (25.3 kDa), usando el vector pET-16b en la
cepa E. coli BL21(DE3) "Chilanga". El vector afiade una etiqueta de histidinas (His-tag) y
confiere resistencia a ampicilina. La expresion se activa con IPTG (analogo de la lactosa).
Para asegurar que la banda proteica corresponde a la induccién, se usa un cultivo
paralelo sin IPTG como control de expresion basal. La proteina se libera del interior
celular por sonicacion, y su actividad se mide con el ensayo GST-CDNB (A = 340 nm).

& ASPECTO DIDACTICO / PROYECTO INTEGRADO

Modalidad proyecto final en paralelo: esta practica se plantea como proyecto final que se
desarrolla en paralelo al semestre, para aligerar los dias y el tiempo de clase. El docente
prepara/ensefia el medio LB, entrega una cepa por mesa, y los equipos realizan el escalado,
induccién, cosecha y almacenamiento del pellet; la sonicacion la apoya el docente (equipo del
V310) y el pellet se almacena a -20 °C para la siguiente sesién.

¢ NOTA ACADEMICA
Organizacion temporal del bloque P11-P15:

¢ NOTA ACADEMICA
- P11y P12 se organizan en paralelo (purificacion clasica de la fosfatasa y sobreexpresién de la
GST al mismo tiempo, en dias/sesiones distintos).

¢ NOTA ACADEMICA
- En cuanto el extracto inducido de la P12 esta listo (misma semana, sesiones 1y 2, para que la
proteina no se degrade), se realiza la P13 (IMAC).

¢ NOTA ACADEMICA
- El encapsulado (P14) se hace junto con la medicidn de la ureasa encapsulada; la P15
(biosensor) se realiza si es posible, usando las esferas de la practica anterior.
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¢ NOTA ACADEMICA
- Este orden evita degradacion de la proteina recombinante y aprovecha los tiempos de
incubacion/cultivo.

4 RECURSO DIGITAL / INTERACTOMA MODULAR

Disponibilidad: requiere el laboratorio V310 (sonicador GN-70Pro, incubadora con agitacion). Si
no hay equipo disponible, la practica se aborda de manera teérica con los datos modelo de la
guia de sobreexpresién de Interactoma Modular.

Qué se estudia (didactica)
¢Qué es la sobreexpresion recombinante?

Clonamos el gen de la GST de mezquite en un plasmido con promotor T7 (pET-16b). El
promotor T7 es silencioso hasta que la bacteria tiene la ARN polimerasa T7, que se induce
con IPTG. Asi "encendemos” la produccién de la proteina a demanda:

» REACCION QUIMICA / MECANISMO:
IPTG — ARN polimerasa T7 — transcribe el gen GST — mucha NaGSTul7
(andlogo de lactosa) (en el plédsmido pET-16b) (His-tag)

¢Por qué un control sin IPTG? El control (cultivo sin inducir) muestra la expresion basal. Al
comparar el extracto inducido vs. el no inducido (SDS-PAGE o actividad), confirmamos que
la banda/proteina extra es resultado de la induccidn, no una proteina propia de la bacteria.

¢Por qué la GST de mezquite? La NaGSTu17 forma parte del sistema redox del glutatién
de Neltuma alba, una planta nativa de zonas aridas. La GST conjuga el glutatién (GSH) a
compuestos electrofilicos (como el CDNB) para detoxificarlos — es clave en la resistencia al
estrés abidtico. Su sitio G (Ser16) activa el GSH y el sitio H une xenobidticos.

El ensayo GST-CDNB (A =340 nm):

» ESQUEMA EXPERIMENTAL / NARRATIVA MOLECULAR:
GSH (donador) + CDNB (aceptor) —(GST)— GS-DNB (conjugado) + HCl

v
GS-DNB absorbe a 340 nm (€ = 9.6 mM-tcm-1)
- el aumento de absorbancia con el tiempo es
proporcional a la actividad de la GST

e GSH (glutatidon reducido) = donador
e CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenceno) = aceptor electrofilico
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e El conjugado GS-DNB se mide a 340 nm
e Orden de pipeteo: agua - buffer - GSH - CDNB - mezclar = GST al final (inicia la

reaccion)

Requerimientos por equipo (Laboratorio V310)

#

¢ RECURSO DIGITAL / INTERACTOMA MODULAR
Material de apoyo: en Interactoma Modular (interactomamodular. com) esta el flujo
completo de tu proyecto con calculadoras de IPTG y ampicilina, y los pardametros del sonicador.
Ver la guia de sobreexpresion: https://interactomamodular.com/assets/guias/guia-
sobreexpresion-enzima-recombinante.pdf, el manual IMAC:
https://interactomamodular.com/assets/guias/manual-imac-purificacion.pdf,yelLab
Protocol Suite = "Flujo Cultivo/Purificacién" y "Ensayo GST".

Material

Matraz Erlenmeyer
(250 mL)

Tubos Falcon (50 mL)

Juego de micropipetas
y puntas (10, 200 y
1000 pL)

Sonicador (GN-70Pro o
con micropunta)

Incubadora de 37 °C
con agitacion (225 rpm)

Centrifuga refrigerada
(6000-10000 rpm)

Espectrofotometro UV-
Vis

Celdas de
espectrofotémetro de
TmL

Microcentrifuga de
10000 rpm

Vasos de precipitado

100 mL

20 mL

1 mg

1TmL

1TmL

1T mL
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Reactivo

Medio LB estéril

Ampicilina 100 mg/mL

IPTG1 M

Bufer de lisis (Tris 50
mM pH 7.2, KCI 50 mM,
glicerol 10 %, DTT 2
mM)

PBS 1x

Lisozima liofilizada
(opcional)

GSH 50 mM

CDNB 50 mM

Bufer base 4x (Tris 50
mM pH 7.2, KCI 50 mM)
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# Material # Reactivo
1 Bolsa de hielo

Etiquetas de rotulacion

c/n .
0 masking tape
Cepa de E. coli
1 BL21(DE3) "Chilanga"
con pET-16b-NaGSTu17
(una por mesa)
& NOTA ACADEMICA

Medio de cultivo: usar LB (Luria-Bertani) suplementado con ampicilina 50-100 pg/mL. El
docente puede preparar el medio y ensefiar a hacerlo; para suprimir la expresion basal del
operon lac, se puede complementar con glucosa 0.2 %.

Diagrama de lo general a lo particular

¢Como encaja todo? Del sistema redox del mezquite hasta la sefial de 340 nm:

» ESQUEMA EXPERIMENTAL / NARRATIVA MOLECULAR:
NIVEL 1 - EL SISTEMA (;por qué esta proteina?)

| Neltuma alba (mezquite) vive en zonas aridas - estrés |
| abidético - sistema redox del glutatién (GSH) para |
detoxificar y sobrevivir.
Proteinas clave: GPX4 - GST Ul7 (NaGSTul7) - Tiorredoxina

v
NIVEL 2 - LA ENZIMA (;qué hace?)

NaGSTul7 = Glutatidén S-transferasa clase Tau (25.3 kDa)
Cataliza: GSH + xenobidético — conjugado (detoxificacidn)
Dos sitios:
- SITIO G -» une y activa el GSH (residuo catalitico Serl6)
- SITIO H -» bolsillo hidrofébico que une el xenobidtico
(p. ej., CDNB; apilamiento m con Phell0)

v
NIVEL 3 - LA REACCION (;qué medimos?)

GSH (donador) + CDNB (aceptor) —(GST)— GS-DNB + HCl

- E1L CDNB entra al SITIO H (bolsillo hidrofdébico)

- E1l GSH activado en el SITIO G ataca al CDNB
| - El conjugado GS-DNB absorbe a 340 nm (¢ = 9.6 mM-tcm-1) |
| - la pendiente de Asso vs tiempo = actividad de la GST I

Departamento de Ciencias Quimico-Bioldgicas - Instituto de Ciencias Biomédicas Pagina 67 de 101



Manual de Practicas del Laboratorio de Enzimologia - UAC] 2026-B

v
NIVEL 4 - EL EXPERIMENTO (;c6émo la obtenemos?)

Sobreexpresar NaGSTul7 en E. coli (pET-16b, IPTG) -
lisis - ensayo GST-CDNB - actividad inducido vs. control

Como se liga el CDNB con el sitio de la enzima (vista molecular):

» ESQUEMA EXPERIMENTAL / NARRATIVA MOLECULAR:
SITIO ACTIVO de NaGSTul7 (homodimero)

SITIO G (GSH) SITIO H (xenobidtico)
| GSH | | CDNB |
| | (Seri6 | — | (Fenilaninas | |
catalitica) ataque Phell0:
nucle6filo apilamiento m)

I— GS-DNB «—‘

(se mide a 340 nm)

4 RECURSO DIGITAL / INTERACTOMA MODULAR

Apoyo con la pagina web (Interactoma Modular): en interactomamodular. com (seccién
Difusién - NaGSTu17) puedes explorar el modelo 3D interactivo de la enzima: localizar el
residuo catalitico Ser16 (sitio G), el bolsillo hidrofébico del sitio H (residuos que unen el CDNBy
la quercetina), la estructura homodimérica y el docking con ligandos (GSH, CDNB, quercetina).
También estan los parametros ProtParam (25.3 kDa, pI 5.98), la secuencia y las animaciones
ChimeraX. Es el "cerebro" detras de lo que haces en el laboratorio.

Diagrama de flujo profesional

» DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCEDIMIENTO

P12: PROYECTO SOBREEXPRESION NaGSTu17

l

1. Pre-in6culo: colonia en 5 mL LB+Amp
(O/N, 37 °C, 220-250 rpm)

l
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2. Escalado 1:100 en matraz (LB+Amp)
— incubar hasta DOggy = 0.5-0.6

l

3. INDUCCION con IPTG 0.5 mM:
- Rapida: 37 °C3-4 h
- Soluble: 18-20 °C 16-18 h (O/N)
- Docente: 37-25 °C con IPTG 0.5 mM
CONTROL sin IPTG (expresién basal)

l

4. COSECHA: centrifugar 4000-6000 g,
20 min, 4 °C - lavar con PBS frio
- pellet a -20 °C (o0 -80 °C)

l

5. SONICACION (docente, V310):
resuspender en bufer de lisis frio,
lisozima opcional, sonicar 10s ON/20s
OFF en bafio hielo 0-2 °C (méax 300 s)

l

6. Clarificar: centrifugar 12000-15000 g
- sobrenadante = extracto soluble

l

7. ENSAYO GST-CDNB: agua—buffer-GSH-CDNB
- mezclar —» GST (340 nm, 250 pL)
Comparar inducido vs. no inducido

l

8. SDS-PAGE de verificacion (opcional,
banda ~25.3 kDa en el inducido)

Procedimiento

Actividad 1. Escalamiento del cultivo
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1. Cultivo inicial: inocular 1 mL de LB+Amp en un tubo con la clona bacteriana (cepa E.
coli "Chilanga" con pET-16b-NaGSTu17). Incubar 6-8 h a 37 °C (con agitacidon o segun
disponibilidad).

2. Pre-inéculo: escalar a 5 mL en tubo Falcon de 50 mL estéril (LB + ampicilina 50-100
pg/mL). Incubar toda la noche a 37 °Cy 220-250 rpm.

3. Escalamiento final: inocular el medio fresco (LB+Amp) a una dilucién 1:100 (p. €j.,
2.5 mL de pre-inéculo en 250 mL) en el matraz. Incubar a 37 °C con agitacion (225 rpm)
hasta alcanzar una DOggo de 0.5 a 0.6 (fase exponencial).

¢ NOTA ACADEMICA

Monitorear el crecimiento midiendo la DOggo cada 30-45 min. Inducir estrictamente en fase
exponencial (0.4-0.6). Si supera 0.8, baja la expresion y aumenta la agregacion en cuerpos de
inclusion.

Actividad 2. Induccién con IPTG
1. Dividir el cultivo en dos matraces: "Inducido" y "Control".

2. Adadir IPTG a 0.5 mM uUnicamente al matraz "Inducido” (p. ej., 125 pyL de IPTG 1 M
por 250 mL). El matraz "Control" no recibe inductor.

¢ NOTA ACADEMICA
Condiciones de induccion (se explican ambas, el docente elige):

¢ NOTA ACADEMICA
- Rapida: 37 °C por 3-4 h (mayor velocidad, pero mas cuerpos de inclusion).

- Soluble: 18-20 °C durante la noche (16-18 h) (mejor plegamiento y mayor fraccién soluble).

¢ NOTA ACADEMICA
- Opcion del docente: incubar de 37 - 25 °C con IPTG 0.5 mM (compromiso entre velocidad y
solubilidad).

‘ ¢ NOTA ACADEMICA

3. Incubar ambos matraces en las condiciones elegidas, con agitacién (225 rpm).
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4. Cosechar el cultivo centrifugando a 6000 rpm por 15 minutos a 4 °C. Retirar el
sobrenadante sobre un vaso de precipitados con hipoclorito de sodio al 4 % (para
eliminar las bacterias). Recuperar el paquete celular.

5. Lavar el pellet: resuspender suavemente en 10-20 mL de PBS 1x frio, volver a
centrifugar y descartar el sobrenadante.

6. Almacenar el pellet seco y cerrado a -20 °C (0 -80 °C si esta disponible) hasta la
sonicacion. Si el tiempo de clase no alcanza, aqui se detiene y se retoma la siguiente sesion.

Actividad 3. Lisis por sonicacién (apoyo del docente, V310)

1. Resuspender el pellet celular descongelado en 5 mL de bufer de lisis frio (Tris 50
mM pH 7.2, KCI 50 mM, glicerol 10 %, DTT 2 mM). Mantener en hielo. Resuspender bien,
sin grumos, para una sonicacion homogénea.

2. (Opcional) Agregar lisozima (hasta 1 mg/mL) e incubar en hielo 15-30 min antes de
sonicar, para facilitar la lisis.

3. Sonicar con el equipo GN-70Pro (80 W, 40 kHz): ciclo 10 s ON / 20 s OFF, en baiio de
hielo+agua (0-2 °C), maximo 300 s activos por sesion, con descansos. Nunca sonicar con
la punta al aire; mantenerla sumergida.

4. Clarificar: centrifugar el lisado a 12000-15000 g por 20-30 min a 4 °C.

5. Recuperar el sobrenadante (extracto soluble libre de células) en tubos limpios,
rotulados como inducido o control. Reservar en hielo. (El pellet contiene cuerpos de
inclusion y restos; descartar o conservar si se sospecha proteina insoluble.)

Actividad 4. Determinacion de la actividad de la GST (ensayo GST-CDNB)

1. En celdas o pocillos de microplaca, pipetear en este orden (volumen final 250 pL):

1 Agua destilada (c.b.p.) 167.5
2 Bufer base 4x (dilucién a 1x) 62.5
3 GSH 5.0
4 CDNB 5.0

— Mezclar / resuspender =

5 GST (ext.r’acto, al final — inicia 10.0
la reaccién)

2. Colocar la celda en el espectrofotometro y ajustar la absorbancia a cero a 340 nm.
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3. Iniciar la reaccién agregando el extracto de GST (inducido o control) al final y agitar
suavemente.

4. Registrar la absorbancia cada 10 segundos por 3 minutos (el aumento de Azj
refleja la formacidn del conjugado GS-DNB).

5. Comparar la velocidad del extracto inducido vs. no inducido: el inducido debe
mostrar una pendiente claramente mayor.

Actividad 5. Analisis de los datos y verificacién
1. Calcular la velocidad inicial (vo) de cada muestra con =PENDIENTE(...) en Excel
(AAsz40/min).
2. Convertir a actividad usando el coeficiente de extincién molar del GS-DNB (g = 9.6
mM™'cm™) y la longitud de paso.
3. Comparar la actividad especifica del extracto inducido vs. el control (debe haber
diferencia clara, demostrando la sobreexpresién).

4. (Opcional) SDS-PAGE: verificar la aparicidon de una banda de ~25.3 kDa en el extracto
inducido que no esta en el control. Correr con marcador de peso moleculary revelar
con azul de Coomassie o Bradford.

Actividad 6. Discusion
1. Explicar por qué el control sin IPTG no presenta la banda/actividad de la GST.

2. Discutir el papel de la GST de Neltuma alba en el sistema redox del glutation
(detoxificacién de xenobidticos y tolerancia al estrés abidtico).

3. Relacionar este proyecto con la Practica 13 (purificacion IMAC de la His-GST) y con las
cinéticas del semestre.
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Practica 13. Proyecto final: purificacion de la His-GST por
IMAC (dos sesiones)

Propdsitos

e Purificar la enzima recombinante His-GST (NaGSTu17) mediante cromatografia de
afinidad a metal inmovilizado (IMAC)

e Comprender el papel del imidazol en la elucién por competencia estructural

e Evaluar la actividad catalitica de la GST purificada con el ensayo CDNB

Introduccion

La cromatografia de afinidad a metal inmovilizado (IMAC) es una de las técnicas mas
empleadas para purificar proteinas recombinantes con etiqueta de histidinas (His-tag).
La separacién se logra por la afinidad entre la polihistidina y los iones Ni?* inmovilizados
en la resina. El imidazol (analogo estructural de la histidina) permite lavar contaminantes a
baja concentracion y eluir la proteina de interés a concentraciones altas (350-500 mM).
Esta practica usa el extracto sobreexpresado de la Practica 12 (NaGSTu17 con His-tag) y
continuda con la tabla de purificaciéon aprendida en la Practica 11.

& ASPECTO DIDACTICO / PROYECTO INTEGRADO

Proyecto integrado P11-P12-P13: la Practica 11 ensefi6 a construir la tabla de purificacion
(actividad especifica, factor, rendimiento); la Practica 12 sobreexpresé la NaGSTu17
recombinante; esta Practica 13 purifica la proteina por IMAC y aplica la tabla de purificacidn.
Las tres forman un proyecto final integrado.

¢ NOTA ACADEMICA

Ubicacién y montaje: esta practica se realiza en el salon de clases (H1, segundo piso), no en el
V310 (la sobreexpresion de la P12 si usa el V310). La purificacion IMAC se puede hacer de dos
formas:

¢ NOTA ACADEMICA

- Montaje didactico/rustico: resina de Ni** en jeringas o tubos grandes (columna de
gravedad), como lo hace el docente — la quimica IMAC (Hise &4 Ni** & imidazol) se conserva
aunque cambie el soporte fisico.

¢ NOTA ACADEMICA
- Resina ya lista: la resina pre-empacada que proporcionan los técnicos para esta clase.
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& NOTA ACADEMICA
Importante: la resina nunca debe secarse; mantenerla siempre himeda.

¢ NOTA ACADEMICA

Disponibilidad: si no hay resina de Ni** disponible en las islas, la practica se aborda de manera
tedrica con los datos modelo del cromatograma y la tabla de purificacion.

Qué se estudia (didactica)
¢Qué es IMAC?

La His-tag de la proteina (6 histidinas) tiene alta afinidad por el Ni** de la resina. Al pasar el
extracto por la columna, la His-GST se une, mientras las demas proteinas (sin His-tag)
salen:

» ESQUEMA EXPERIMENTAL / NARRATIVA MOLECULAR:

CARGAR LAVAR ELUIR
extracto crudo imidazol 30 mM imidazol 350-500 mM
Y —1 Y —1 | A—
| Ni2+ | His-GST | Niz+ | (las | Ni2+ | His-GST
| Ni2*<«- < se une | Niz2*<—< demds | Niz+ | se despega
| Niz+ | | Niz+ | salen) | Niz+< 'y eluye

| |
FNU (no unida) Lavados Fracciones de elucidn

¢Por qué el imidazol?
El imidazol es un analogo de la histidina: compite con la His-tag por el sitio del Ni%.

e A 30 mM: desplaza solo las proteinas que se unieron débilmente (contaminantes) -
lavado.

e A 350-500 mM: desplaza la His-GST (union fuerte) — elucién de la proteina pura.

El cromatograma (lo que se grafica):

» ESQUEMA EXPERIMENTAL / NARRATIVA MOLECULAR:
A2s0 (proteina)

A

| / \ « pico de proteina total
[/ \ (la mayoria sale en FNU y lavado)
| —\— pico de elucién
| | \  (la His-GST pura)
| I ! » volumen

Departamento de Ciencias Quimico-Bioldgicas - Instituto de Ciencias Biomédicas Pagina 74 de 101



Manual de Practicas del Laboratorio de Enzimologia - UAC] 2026-B

CARGAR  LAVADO  ELUCION
imidazol - 30 mM 350-500 mM

¢ NOTA ACADEMICA
La mayor parte de la proteina (contaminantes) sale en la carga y el lavado; la His-GST sale como

un pico pequefio pero limpio en la elucidn. Al medir actividad GST-CDNB, el pico de actividad
debe coincidir con el pico de elucién.

La tabla de purificacién (de la P11, aplicada aqui):

.. Proteina Actividad Actividad Factor de
Fraccion

(Bradford) (CDNB) especifica purificacion

Extracto crudo

Al Baj I Baj 1
(P12) ta aja (mezclada) aja x
Fraccid i
(Fr;ﬁ)'on noHNea  Alta Baja Baja ~1x
Lavado Media Muy baja — —
Elucion (IMAC) Baja Alta Alta 3-7x%
¢ NOTA ACADEMICA

Una buena purificacion muestra mas actividad especifica en la elucion (aunque haya menos
proteina total) — se concentré la enzima de interés.

¢ RECURSO DIGITAL / INTERACTOMA MODULAR

Material de apoyo: en Interactoma Modular (interactomamodular. com — Lab Protocol Suite —
"Purificacion IMAC") esta el flujo completo con la calculadora de volimenes (CV), el
cromatograma interactivo, el stripping/recarga de Ni** y el almacenamiento (EtOH 20 %). Ver el
manual IMAC: https://interactomamodular.com/assets/guias/manual-imac-
purificacion.pdf y la guia de densitometria SDS-PAGE:
https://interactomamodular.com/assets/guias/densitometria-sds-page.html.

Requerimientos por equipo

Para la purificacion IMAC (en el salén H1):
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Material

Columna IMAC (1 mL,
HisTrap) o jeringa de 5
mL con resina de Ni** o
tubos grandes con
resina (montaje
didactico)

Jeringas estériles de 5
mL

Espectrofotometro UV-
Vis

Celdillas de cuarzo (1
mL)

Microtubos Eppendorf
(1.5 mL)

Juego de micropipetas
y puntas (10, 200, 1000
pL)

Gradillas para
microtubos

Balanza granataria

Piseta con agua
destilada

Vasos de precipitado
de 100 mL

Equipo de venoclisis

Bolsa de hielo

20 mL

20 mL

20 mL

1T mL

1T mL

20 mL

10 mL

1T mL

Departamento de Ciencias Quimico-Bioldgicas - Instituto de Ciencias Biomédicas

Reactivo

Extracto crudo
(Préctica 12, inducido)

Bufer de equilibrio: Tris
50 mM pH 7.2, KCI 50
mM, imidazol 30 mM,
glicerol 10 %

Bufer de lavado: Tris 50
mM pH 7.2, KCI 50 mM,
imidazol 50 mM,
glicerol 10 %

Bufer de elucién: Tris
50 mM pH 7.2, KCI 50
mM, imidazol 350-500
mM, glicerol 10 %

GSH 50 mM (glutatién
reducido)

CDNB 50 mM

Bufer base 1x para
ensayo de actividad

Reactivo de Bradford
1x

Albdmina 1 mg/mL
(estandar)
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# Material # Reactivo

Resina de Ni**-Sefarosa
c/n (la proporcionan los
técnicos para la clase)

Para el SDS-PAGE (verificacion):

# Material # Reactivo

Equipo de
1 electroforesis (minigel c/n
+ fuente)

Acrilamida/bis-
acrilamida 30 % (29:1)

Placas y peines para Tris-HCI 1.5 M pH 8.8 y

c/n

gel Tris-HCl 0.5 M pH 6.8
Bafio o termobloque a
1 / SDS 10 %
95-100 °C on ’
c/n Micropipetas y puntas c/n APS 10 %
c/n TEMED
Bufer de carga
c/n Laemmli 4x (SDS + -
ME/DTT)
Bufer de corrida (Tris-
c/n .
glicina-SDS)
Azul de Coomassie R-
c/n 250y solucion

destifiidora

Marcador de peso
molecular (10-250 kDa)

(El docente apoya en la preparacion de los geles y el montaje de la electroforesis.)

Diagrama de flujo profesional

» DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCEDIMIENTO

P13: PURIFICACION IMAC DE LA His-GST
l
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1. Equilibrar columna con bufer de
equilibrio (imidazol 30 mM, 5 CV)

l

2. Cargar extracto crudo de la P12
— colectar FNU (no unida)

l

3. Lavar (imidazol 50 mM, 10-15 CV)
— colectar lavados

l

4. Eluir (imidazol 350-500 mM, 5 CV)
- fracciones E1, E2, E3... (hielo)

l

5. Cuantificar proteina (Bradford, 595 nm)

l

6. Ensayo de actividad GST-CDNB (340 nm)
de cada fraccién

l

7. Construir cromatograma (Azso VS
fraccion) y tabla de purificacion

Procedimiento

Actividad 1. Preparacién de la columna IMAC

4 NOTA ACADEMICA

¢ NOTA ACADEMICA

Montaje: se puede usar una columna HisTrap, una jeringa de 5 mL con la resina (con un
circulo de material poroso en el fondo y manguera de venoclisis para controlar el flujo), o tubos
grandes con la resina en modo batch. Todos funcionan por gravedad; la quimica IMAC (Hise
Ni2* imidazol) es la misma. La resina nunca debe secarse.

Recomendacion: es preferible optar por las resinas ya preparadas del laboratorio H1 (donde
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se toma clase) para no gastar recursos del V310. En el H1 las tienen disponibles; solo hace falta
regenerarlas (stripping con EDTA para despojar el Ni** y recarga con NiSO4/NiCl, 0.1 M) como
indica el manual de IMAC/ la bitacora, antes de equilibrar con el bufer de union.

1. Equilibrar la columna con 5 mL de bufer de equilibrio (imidazol 30 mM). Permitir
que fluya por gravedad y desechar el flujo de salida.

2. Cargar el extracto crudo soluble obtenido en la Practica 12 (inducido) lentamente
sobre la columna.

3. Colectar el flujo de salida en un tubo limpio y rotularlo como fraccién no unida
(FNU).

4. Lavar la columna con 15 mL de bifer de lavado (imidazol 50 mM), colectando
alicuotas de 1-2 mL en tubos rotulados con numeros ascendentes (Lavado 1, 2, 3...).

5. Eluir la proteina unida con 5 mL de bufer de elucién (imidazol 350-500 mM).
Fraccionar en microtubos Eppendorf de 0.5 mL, rotulados como fracciones eluidas con
ndmeros ascendentes (E1, E2, E3...).

6. Reservar todas las fracciones en hielo hasta su anélisis.

& NOTA ACADEMICA
Volamenes (CV = volumen de columna de 1 mL): agua 3-5 CV - equilibrar =5 CV - lavar 10-15
CV - eluir =5 CV. Flujo 6ptimo ~1 mL/min. Ajustar el pH de la muestra a 7.4 antes de cargar.

Actividad 2. Cuantificaciéon de proteina por Bradford

1. Preparar una serie de celdillas con estandar de albumina 1 mg/mL y muestras:

Estandar de

Celdilla Toee (ol Muestra (pL) Agua destilada (pL)

1 (blanco) 0 0 1000
2 5 0 995
3 25 0 975
4 50 0 950
5 0 5 995
6 0 10 990
7 0 20 980
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2. Pipetear 1 mL de reactivo de Bradford 1x a cada celdilla; mezclar por resuspension.

3. Incubar 5 minutos a temperatura ambiente y medir absorbancia a 595 nm,
calibrando a cero con la celdilla 1.

4. Calcular la concentracion de proteina de cada fraccién interpolando en la curva
estandar.

Actividad 3. Ensayo de actividad GST-CDNB

1. Pipetear los siguientes componentes en celdas de espectrofotémetro (volumen final
1000 pL), en el orden indicado:

Componente Volumen (pL)

Bufer base 1x 800
GSH 50 mM 20
CDNB 50 mM 20
Fraccion de enzima 10-50
Agua destilada (c.b.p.) a 1000 pL

¢ NOTA ACADEMICA

GSH y CDNB en exceso para asegurar la medicion de la velocidad inicial. Realizar el ensayo para
cada fraccién (FNU, lavados, eluciones) y para el extracto crudo (comparacion).

2. Colocar la celdilla en el espectrofotometro y ajustar la absorbancia a cero a 340 nm.

3. Iniciar la reaccién afiadiendo la fraccion de enzima (al final). Agitar rapidamente con
la punta y medir AAbs a 340 nm cada 10 segundos por 3 minutos.

4. Calcular la velocidad inicial (AAbs/min) con =PENDIENTE( . . .) para identificar las
fracciones activas.

5. Graficar el cambio de absorbancia vs. tiempo y calcular la velocidad inicial de cada
fraccion.

Actividad 4. Analisis de los resultados (cromatograma y tabla de purificacién)

1. Elaborar una tabla de purificacidon con: concentracion de proteina, actividad,
actividad especifica (actividad + proteina), unidades totales, veces de purificaciény
abundancia relativa (rendimiento) de cada fraccién.

2. Elaborar un grafico de dos ejes Y: en uno la concentracion de proteina por fraccion
y en el otro la actividad enzimatica observada (cromatograma).
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3. Juntar las fracciones de elucién con actividad catalitica y preparar las muestras para
el SDS-PAGE.

4. Comparar los parametros de la tabla de purificacién (factor de purificacion esperado
3-7x) y discutir el resultado.

Actividad 5. Verificacion por SDS-PAGE (se prepara en el salén; el docente apoya)

& NOTA ACADEMICA

Dato clave de la proteina: [a NaGSTu17 tiene un peso molecular monomérico de 25.34 kDa
(229 aminoacidos + His-tag C-terminal; pI 5.98). Por eso, en el carril del extracto inducido y en la
elucién IMAC debe observarse una banda de ~25.3 kDa que no aparece en el control sin
inducir. En condiciones nativas la enzima es un homodimero (~50 kDa), pero el SDS-PAGE
desnaturaliza y separa los monémeros (~25.3 kDa).

Preparacion de las muestras:

1. En microtubos, mezclar 20 pL de cada muestra (extracto crudo inducido, extracto
crudo control, FNU, lavado y elucion) con 5 pL de bufer de carga Laemmli 4x (SDS + [3-
mercaptoetanol o DTT).

2. Desnaturalizar a 95-100 °C por 5-10 minutos.
3. Centrifugar brevemente antes de cargar.

Receta del gel (12 % separador — segun la bitacora DCQB / Interactoma):

Gel separador al 12 % Volumen

Agua destilada ~3.3mL
Acrilamida/bis-acrilamida 30 % (29:1) ~4.0 mL

Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8 ~2.5mL

SDS 10 % ~0.1 mL

APS 10 % ~0.1 mL

TEMED ~0.004 mL (4 pL)

Gel concentrador al 4-5 % Volumen

Agua destilada ~2.1mL
Acrilamida/bis-acrilamida 30 % ~0.5mL

Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8 ~0.38 mL

Departamento de Ciencias Quimico-Bioldgicas - Instituto de Ciencias Biomédicas Pagina 81 de 101



Manual de Practicas del Laboratorio de Enzimologia - UAC] 2026-B

Gel concentrador al 4-5 % Volumen
SDS 10 % ~0.03 mL
APS 10 % ~0.03 mL
TEMED ~0.005 mL (5 pL)

(El APS y el TEMED se agregan al final, justo antes de verter el gel, porque polimerizan la
acrilamida. El docente apoya en la preparacion.)

Carriles recomendados:

Marcador de peso molecular

1
(10-250 kDa)

Referencia

Banda ~25.3 kDa

2 Extracto crudo inducido (P12) (sobreexpresién)

3 IE;(_It_rg)cto crudo control (sin Sim ends © gy Gk
4 Fraccién no unida (FNU) Sin banda (o débil)

5 Lavado Sin banda

6 Elucién IMAC Banda ~25.3 kDa (pura)

(opcional) Control positivo (GST

. Banda ~25.3 kDa
comercial)

Revelado:
1. Correr la electroforesis hasta el punto final.
2. Fijar con metanol al 50 % (o solucion fijadora estandar).
3. Teilir con azul de Coomassie R-250 (o Bradford coloidal) durante ~30-60 min con
agitacion.
4. Destifiir hasta ver las bandas claramente.
5. Fotografiar y comparar: la banda de 25.3 kDa debe aparecer en el inducidoy en la

elucion, confirmando la sobreexpresién y purificacion de la NaGSTu17.

¢ NOTA ACADEMICA
Densitometria (opcional): cuantificar la pureza relativa con ImageJ/Fiji si se desea (una banda

Departamento de Ciencias Quimico-Bioldgicas - Instituto de Ciencias Biomédicas Pagina 82 de 101



Manual de Practicas del Laboratorio de Enzimologia - UAC] 2026-B

Unica >95 % en la elucién indica buena purificacién).
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Practica 14. Encapsulamiento o inmovilizaciéon de una
enzima

ENCAPSULAMIENTO DE ENZIMAS
EN ALGINATO DE CALCIO

Mezcla 0
Alginato + Enzimao

Goteo en ~
solucioén Q
de CaCly O N Formacién de Enzimas atrapadas

O esferas de en matriz alginato

.Q, hidrogel

Figura 14.1. Mecanismo de encapsulamiento e inmovilizacion de enzimas en esferas de hidrogel de alginato de
calcio.

Propdsitos
e Aprender un método general para inmovilizar enzimas y monitorear su actividad
Introduccion

La inmovilizacién es la mezcla de un biocatalizador con un soporte insoluble. Cinco
métodos: adsorcion, unidn covalente, atrapamiento electrostatico, encapsulamiento vy
entrecruzamiento. El alginato de sodio se polimeriza al contacto con CaCl,, encapsulando
la enzima en esferas. En esta practica se encapsula la ureasa (de semilla de sandia o
meldn) en esferas de alginato de calcio, que servirdn como biosensor en la Practica 15.

Departamento de Ciencias Quimico-Bioldgicas - Instituto de Ciencias Biomédicas Pagina 84 de 101



Manual de Practicas del Laboratorio de Enzimologia - UAC] 2026-B

& NOTA ACADEMICA

Organizacion: el encapsulado (P14) se realiza junto con la medicién de la ureasa
encapsulada (P15) — se hacen en la misma sesién si es posible, para aprovechar las esferas
recién preparadas y que la enzima no se degrade. La P15 usa las esferas como biosensor.

Qué se estudia (didactica)

¢Por qué inmovilizar una enzima?

Ventaja Qué logra

La enzima se recupera del medio (las esferas se

Reutilizacion , .
separan facilmente)

Estabilidad La enzima queda protegida dentro del gel

Las esferas con ureasa se usan en la P15 para
detectar urea

Biosensor
¢Cémo se forma la esfera?

El alginato de sodio es un polimero soluble en agua. Cuando una gota de alginato (con la
enzima) toca una solucién de CaCl,, los iones Ca?** entrecruzan las cadenas del polimero
formando un gel insoluble: la esfera. La enzima queda atrapada dentro:

» ESQUEMA EXPERIMENTAL / NARRATIVA MOLECULAR:
Alginato de sodio + ureasa (mezcla liquida)

v gotea sobre CaClz 1.5 %

v Ca2* entrecruza el alginato
Esfera de gel con ureasa atrapada — (se usa en P15 como biosensor)

El goteo (paso clave):

¢ NOTA ACADEMICA

La mezcla alginato-ureasa se deja caer gota a gota sobre la solucion de CaCl, en agitacion. El
método mas facil, barato e igual de efectivo es usar una pipeta Pasteur para dejar caer las
gotas; también puede usarse una jeringa con manguera de venoclisis si se prefiere controlar
mejor el flujo. Las gotas deben ser de tamafio uniforme (~2-3 mm) para que las esferas sean
comparables en el analisis.
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¢ RECURSO DIGITAL / INTERACTOMA MODULAR

Material de apoyo: en Interactoma Modular esta la guia de encapsulamiento y actividad de
la ureasa (inmovilizacién en esferas de alginato de calcio, evaluacion del rendimiento y cinética
comparativa): https://interactomamodular.com/assets/guias/encapsulamiento-
actividad-ureasa.pdf.

Requerimientos por equipo

# Material # Reactivo
1 Piseta con agua 100 mL PBS 1x filtrado
1 Micropipeta y puntas 20 mL CaCl; 1.5 % (m/V)
V ipi E
5 asos de precipitado 10 mL xtracto de ureasa
de 100 mL (P4/P15)
1 Soporte universal 05g9 Alginato de sodio
5 Pinzas de nuez para 10 mL Reactivo de Bradford
soporte 1x
1 Barra magnética
pequefia
5 Tubos conicos de 15
mL
1 Platina para agitar (no
calentar)
5 Pipetas de 10 mL con
pro-pipeta
Microscopio de campo
1 claro con
porta/cubreobjetos
1 Navaja de un filo
1 Centrifuga clinica
1 Balanza granataria

Por alumno / para todo el grupo
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# Material

5 Jeringas estériles de 5 mL (o pipetas Pasteur para

el goteo)

1 Equipo de venoclisis

1 Semillas de sandia o de mel6n molidas (para el
extracto de ureasa)

1 Bolsa de hielo

Procedimiento

Actividad 1. Extraccion de la ureasa de semilla de sandia (o de melén)

& NOTA ACADEMICA

Fuente de la enzima: la ureasa se puede obtener de semillas de sandia (fuente clasica) o de
semillas de melén (alternativa igual de valida); ambas son fuentes vegetales de ureasa con
actividad suficiente para el ensayo. Usar la que esté disponible.

1. Pesar 2.0 g de semilla (de sandia o de meldn) seca y molida; resuspender en 13 mL
de agua destilada.

2. Centrifugar a 3500-6000 rpm por 5 minutos (equilibrar por peso).
3. Recuperar el sobrenadante, rotularlo como ureasa y reservar en hielo.
Actividad 2. Preparacion de la mezcla de alginato y enzima

1. Preparar un coloide de alginato: mezclar 0.5 g de alginato de sodio en 12.5 mL de
agua destilada.

2. Mezclar hasta lograr homogeneidad, calentando a 60 °C si es necesario.
3. Permitir que la mezcla se atempere al ambiente.

4. Mezclar el coloide de alginato con un volumen igual de ureasa (proporcion 1:1, p.
ej., 10 mL de alginato + 10 mL de ureasa; ajustar segun el volumen de coloide
preparado).

5. Reservar en hielo hasta su uso.
Actividad 3. Preparacion de las esferas de alginato-ureasa
1. En un vaso, colocar 5 mL de soluciéon de CacCl, al 1.5 % frio.

2. Agitar con una barra magnética en una platina a muy baja velocidad.
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3. Goteo: cargar la mezcla alginato-ureasa en una pipeta Pasteur (método
recomendado: facil, barato y efectivo) o en una jeringa colocada en un soporte
universal con manguera de venoclisis y regulador de flujo.

4. Dejar caer las gotas sobre la solucion de CaCl, en agitacién. Las gotas deben ser del
mismo tamaio aproximadamente (~2-3 mm); el didmetro de la esfera depende del
volumen de la gota.

5. Una vez obtenidas todas las esferas, con la ayuda de un colador de cocina,
enjuagarlas con 5 mL de PBS cinco veces.

6. Almacenar las esferas en 10 mL de PBS y reservar para la Practica 15 (biosensor de
urea).

Actividad 4. Analisis de los resultados
1. Tomar 5 esferas y pesarlas.

2. Con un software para calcular dimensiones o con una regla, medir el diametro de
las esferas.

3. Analizar las esferas en el microscopio de campo claro con diferentes objetivos.

4. Teiiir las esferas con el reactivo de Bradford por 2 minutos y después colocar en
agua para eliminar el exceso del reactivo (la tincion revela dénde esta la
proteina/enzima).

5. Analizar nuevamente las esferas y, si es necesario, cortar una con la navaja para
observar los puntos donde se encuentra inmovilizada la enzima.
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Practica 15. Sensor de concentracion de un metabolito

Propésitos

e Aprender un método general para detectar y cuantificar metabolitos en muestras
biolégicas

Introduccién

Las enzimas se emplean en ensayos para cuantificar moléculas en sangre, suero y orina.
Se usa una cantidad conocida de enzima y condiciones dptimas excepto el sustrato, que lo
aporta la muestra. Para precision se usan estandares y un control negativo. En esta
practica, la ureasa inmovilizada (esferas de alginato de la Practica 14) actia como
biosensor para cuantificar la urea en muestras de suero y orina.

Qué se estudia (didactica)
El biosensor de urea:
Las esferas de alginato-ureasa de la P14 son el biosensor. Al ponerlas en contacto con

una muestra que contiene urea, la ureasa la hidroliza y el medio se alcaliniza. El rojo de
fenol (indicador de pH) vira de amarillo a rosa, y la velocidad del cambio se mide a 560 nm:
» ESQUEMA EXPERIMENTAL / NARRATIVA MOLECULAR:

ureasa (en la esfera de alginato)
Urea + H20 » 2 NHs + CO:

NHs + H20 - NHs4* + OH- (alcaliniza)

4Q—— 44—

rojo de fenol: amarillo - ros

Q

(560 nm)

¢Cémo se cuantifica?

1. Se construye una curva patrén: se mide la velocidad inicial (vo) con concentraciones
conocidas de urea (0-20 mM).

2. Se mide la vo de cada muestra (suero, orina).

3. Seinterpola la v de la muestra en la curva patrén — se obtiene su concentracion de
urea.

» ESQUEMA EXPERIMENTAL / NARRATIVA MOLECULAR:
Vo (560 nm)
| e— curva patrén

| o e = velocidad de la muestra
| o L interpolar
| o '
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' > [Urea] (mM)
« [Urea] de la muestra

¢Por qué la orina se diluye mas que el suero?

La orina esta mucho mas concentrada en urea que el suero (es el producto de excrecion).
Si se mide directo, su velocidad cae fuera de la curva patron. Por eso la orina se diluye (p.
ej., 1:100) para que su velocidad quede dentro del rango de la recta, mientras que el suero
con menos dilucién (1:2, 1:5).

Comparacion con la P4 (ureasa libre vs. inmovilizada):

& NOTA ACADEMICA

En la Practica 4 la ureasa estaba libre (en solucidon); aqui esta inmovilizada (en las esferas). La
inmovilizada puede mostrar una actividad aparente menor porque el sustrato debe difundir
hacia el interior de la esfera para llegar a la enzima (limitacién de difusién). A cambio, es
reutilizable y mas estable. Comparar ambos resultados es didactico: muestra las ventajas y
limitaciones de la inmovilizacién.

Requerimientos por equipo
# Material # Reactivo

Urea 0.2 M (recién
1 Piseta con agua 100 mL preparada; probar que
no esté hidrolizada)

Medio de reaccion: rojo
de fenol 0.032 mM, pH

15 Tubos d 100 mL
ubos de ensayo m 6.8, en bicarbonato de
sodio 0.001 %
4 Pipetas de 10 mL
4 Pipetas de 1 mL

Caja de celdas para
espectrode 1.5y 3 mL

Vaso de precipitado de

50 mL

5 Tubos de centrifuga de
15 mL

1 Balanza granataria
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# Material # Reactivo
1 Vortex
1 Centrifuga clinica

Juego de tres
1 micropipetas (10, 200 y
1000 pL) y puntas

Hielera pequefa de
unicel

Por alumno / para todo el grupo

# Material

1 Esferas de enzima inmovilizada (de la Practica

14)
1 Muestra de suero sanguineo
1 Muestra de orina
1 Bolsa de hielo

¢ NOTA ACADEMICA

El reactivo de Bradford no se usa en esta practica: se empleé en la P14 para teiiir los puntos
de proteina dentro de las esferas (observaciéon en microscopio/estereoscopio). Aqui solo se
mide la actividad a 560 nm.

Procedimiento
Actividad 1. Monitoreo de la ureasa inmovilizada (curva patrén)

1. Pipetear en celdillas de espectrofotometro las siguientes concentraciones de urea
(madre 200 mM; agua hasta completar 0.9 mL; medio de reaccion 1.0 mL; volumen
total de reaccion 1.9 mL):

S Jrea 2 mi Agua (mL) Medio (mL) [Urea] final

(ML) (mM)
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Celdilla Urea(lzj‘l’_‘; 1l Agua (mL) S A [Ur(e:\] Nfli)nal
2 5 0.895 1.0 0.5
3 10 0.890 1.0 1
4 20 0.880 1.0 5
5 40 0.860 1.0 4
6 80 0.820 1.0 8
7 100 0.800 1.0 10
8 150 0.750 1.0 15
9 200 0.700 1.0 20

2. Ajustar a cero a 560 nm con la celdilla 1 (blanco, sin urea).

3. Iniciar la reaccién agregando 5 esferas de enzima inmovilizada a cada celdilla,
justo antes de medir.

4. Medir la absorbancia cada 30 segundos por 2 minutos.

5. Graficar la velocidad inicial frente a la concentracién de ureay construir la curva
patrén.

Actividad 2. Determinacién de la concentracion de urea en muestras bioldgicas

1. Obtener una muestra de orina y una de sangre periférica (centrifugar 3000 rpm por
5 minutos para obtener el suero).

2. Preparar diluciones de las muestras en amortiguador de fosfatos: el suero a 1:2y
1:5; la orina a 1:5y 1:100 (porque esta mas concentrada en urea).

3. Pipetear en celdillas: 0.1 mL de la dilucién + 0.9 mL de agua destilada + 1.0 mL de
medio de reaccion.

4. Ajustar a cero a 560 nm con un blanco (sin esferas o sin muestra).

5. Iniciar la reacciéon agregando 5 esferas de enzima inmovilizada; medir la
absorbancia cada 30 s por 2 minutos.

6. Calcular la velocidad inicial de cada muestra y dilucion.

7. Interpolar las velocidades en la recta patrén para determinar su contenido de urea.
Descartar las diluciones que queden fuera de la recta y considerar el factor de dilucion.

Actividad 3. Analisis de los resultados
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1. Obtener los parametros cinéticos de |los experimentos de la Actividad 1 (curva
patrén).

2. Comparar con los de la Practica 4 (ureasa libre): discutir como la inmovilizacion
modifica la actividad aparente (limitacion de difusion vs. estabilidad/reutilizacion).

3. Comparar las concentraciones de urea entre las muestras (suero vs. orina) y entre
los equipos.
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Practica 16. Cristalizacion de una enzima

CRISTALIZACION DE PROTEINAS
(GOTA COLGANTE)

Cubreobjetos
siliconado

Grease

Gota con

proteina

Cristales
Difusion de proteina
de vapor

Solucién
reservorio

Figura 16.1. Esquema del método de difusion de vapor en gota colgante para la cristalizacion de proteinas.
Propésitos

e Aprender un método general para cristalizar una enzima
e Comprender para qué sirve la cristalizacion de proteinas (determinacion de estructura
por difraccion de rayos X)

Introduccion

La cristalizacion de una proteina consiste en lograr que las moléculas se ordenen en un
cristal de tamafio suficiente para estudiarlo por difraccién de rayos X, lo que permite
conocer su estructura tridimensional. En esta practica se usa la lisozima (una proteina
modelo que cristaliza con relativa facilidad) mediante la técnica de gota colgante (difusion
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de vapor), variando la concentracion de NaCl y de proteina para observar en qué
condiciones se forman cristales y en cuales solo precipitado.

& ASPECTO DIDACTICO / PROYECTO INTEGRADO

Organizacion del proyecto final: el proyecto conjunto P11-P12-P13 (purificacién clasica,
sobreexpresion recombinante e IMAC) se programa casi al final del semestre, para que todas
las etapas estén al unisono y se dé impacto y valor al trabajo integrado. Esta practica de
cristalizacién puede aprovechar ese cierre.

Qué se estudia (didactica)
¢Para qué cristalizar una proteina?

Los cristales de proteina son necesarios para la difraccién de rayos X: al hacer pasar rayos
X por un cristal, el patron de difraccion resultante permite reconstruir la estructura 3D de
la proteina (dénde estan sus aminoacidos, su sitio activo, cdmo se pliega). Es la base de la
cristalografia estructural — como la que se usé para modelar la NaGSTu17 del proyecto.

La técnica de gota colgante (difusion de vapor):

» ESQUEMA EXPERIMENTAL / NARRATIVA MOLECULAR:
Cubreobjetos (con la gota)

| gota: proteina +
| solucién A/B/C | « "gota colgante"

v v
POZ0 con solucién madre (reservorio)
(misma solucién, sin proteina)

La gota (proteina + solucion) se suspende sobre un pozo con la solucién madre (sin
proteina, mas concentrada). El agua evapora de la gota hacia el reservorio — la proteina se
concentra lentamente - puede nuclearse y crecer un cristal.

Nucleacion vs. precipitacion:

Resultado Qué significa

La proteina se ordend en red cristalina (éxito).
Cristal Formas definidas, con aristas/angulos; brillan al
mover la luz (birrefringencia)

La proteina se agregd sin orden
Precipitado (concentraciéon/sal demasiado alta). Granos sin
forma definida
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Resultado Qué significa

Precipitado denso y pegajoso: sobresaturacion

"Pasta" amorfa ) , )
extrema (demasiada proteina o demasiada sal)

Gota clara No hubo suficiente concentracion o tiempo

Como diferenciarlos a simple vista (en el estereoscopio):

e Cristal: formas geométricas regulares (placas, agujas, rombos), bordes rectos, brillo
caracteristico (birrefringencia). Al mover el foco, las aristas se distinguen claramente.

e Precipitado: granulos irregulares y opacos, sin geometria.

e Pasta amorfa: aspecto denso, pegajoso, "lechoso" o como sedimento turbio — sefal
de que la proteina precipité en masa.

e Gota clara: nada visible (alin no nucled).

& NOTA ACADEMICA

Proporcién de la gota — no mezclar 1:1: para que se formen cristales, la proteina debe ir
diluida en la gota. Si se mezcla proporciones iguales de solucién concentrada y de lisozima
concentrada (1:1), la gota queda sobresaturada y se forma una "pasta rara" (precipitado
amorfo), no cristales. Usar menor volumen de proteina (o proteina diluida) frente a la solucién,
segun se indique.

& ASPECTO DIDACTICO / PROYECTO INTEGRADO

Otras proteinas ademas de la lisozima: la lisozima cristaliza rapido — en una sesién (p. €j.,
de lunes a miércoles) ya se observa claramente la cristalizacion. Si sobra proteina del proyecto
(p. €j., la GST purificada de la P13), puede usarse en otra condicién/pocillo para comparar su
comportamiento. Las proteinas deben refrigerarse previamente (conservacion en frio) y
montarse frias para evitar su degradacion antes de la cristalizacion.

4 RECURSO DIGITAL / INTERACTOMA MODULAR

Material de apoyo: en Interactoma Modular esta la guia de cristalizacion de proteinas
(métodos, precipitantes y técnicas de difusion de vapor):
https://interactomamodular.com/assets/qguias/cristalizacion-proteinas.pdf.

Requerimientos por equipo
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# Material # Reactivo

NaCl 2.5 M en agua

! Flsetaicaniagua 20 mL desionizada (filtrado)
Acetato de sodio
6 Tubos de ensayo 20 mL (AcNa) 0.3 M, pH 4.6
(filtrado)
1 Vaso de precipitado de 1 mL Lisozima a 30 mg/mL
50 mL (maestro)

Micropipeta de 10 pL Lisozima a 40 mg/mL

1 TmL
con puntas (maestro)
1 Micropipeta de 200 pL 1mL Lisozima a 50 mg/mL
con puntas (maestro)
GST purificada del
1 Hielera de unicel con (opc.) proyecto (P13),
tapa refrigerada
previamente
1 Placa de cristalizacion
(9 pozos, 3%x3)
Cubreobjetos
9 .
siliconados
1 Jeringa para grasa de
vacio
1 Microscopio
estereoscopio
Procedimiento

Actividad 1. Preparacién de las condiciones de cristalizacion

1. Pipetear los siguientes componentes en tubos de ensayo previamente rotulados (3
condiciones de NacCl):

Condicién [NaCl final] (M) NaCl25M (mL) AcNa 0.3 M (mL) Agua (mL)
A 1.00 0.80 0.66 0.54
B 1.10 0.88 0.66 0.46
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Condicién [NacCl final] (M) NaCl25M (mL) AcNa 0.3 M (mL) Agua (mL)

C 1.20 0.96 0.66 0.38

2. Preparar la placa de cristalizacién, poniendo grasa de vacio en el borde de cada
pozo a emplear con la ayuda de una jeringa.

3. Pipetear en la primera fila tres pozos con 500 pL de la solucidn A, en la segunda fila
tres con la solucion By en la tercera fila tres con la solucion C.

4. Acomodar sobre una superficie firme y seca nueve cubreobjetos siliconados, de
forma similar a como estan pipeteadas las soluciones en la placa.

5. Tomar 3 pL de solucién del pozo (segun corresponda al orden) y pipetear en el
centro del cubreobjetos, de manera que se deposite en una sola gota.

6. Agregar 1-2 pL de lisozima sobre la gota y mezclar con la punta de la pipeta con
precaucién. La proteina va diluida (menor volumen que la solucién): no usar
proporcién 1:1, o se formara una pasta amorfa en lugar de cristales.

7. Tomar con cuidado el cubreobjetos y voltearlo de forma que la mezcla en la gota
quede colgando.

8. Colocar el cubreobjetos invertido (gota hacia adentro) sobre el borde del pozo
correspondiente; con una punta de 1 mL presionar para sellar el pozo.

9. Columna 1: lisozima a 30 mg/mL (condiciones A1, B1, C1).
10. Columna 2: lisozima a 40 mg/mL (condiciones A2, B2, C2).
11. Columna 3: lisozima a 50 mg/mL (condiciones A3, B3, C3).
12. Visualizar en el microscopio estereoscopio cada una de las gotas.
13. Incubar a temperatura ambiente 30 minutos y visualizar de nuevo.
14. Incubar a temperatura ambiente dos dias y visualizar nuevamente.
& NOTA ACADEMICA
Tiempo esperado: con la lisozima, la cristalizacion suele verse claramente en una sesion (p. ej.,

entre lunes y miércoles), sin esperar semanas. Registrar fotografias en cada visualizacién para
sequir el avance (gota clara = nucleos — cristales, o precipitado/pasta si hubo sobresaturacién).

& ASPECTO DIDACTICO / PROYECTO INTEGRADO
Condicién adicional (opcional): si sobra GST purificada del proyecto (P13), prepararla
refrigerada y montar un pocillo extra para comparar su cristalizacién con la lisozima.
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Actividad 2. Analisis de los resultados

1. Documentar con fotografias de los campos en el microscopio el aspecto de las
distintas condiciones a los diferentes tiempos de visualizacion indicados.

2. Discutir en qué condiciones se observa un precipitado y en cudles se formaron
cristales de la enzima.
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