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PRESENTACIÓN 
 

El libro “Guía Práctica de Bioquímica” fue creado como texto 
guía para los estudiantes de Educación Superior cuya finalidad es 
brindar la oportunidad de conocer algunas experiencias prácticas 
importantes para complementar el saber en bioquímica.  
 

Este libro incluye las principales macromoléculas a nivel 
bioquímico y ensayos relacionados con estas empleando 
muestras de obtenidas de seres vivos.  
 
Sección 1. Se refiere a las habilidades básicas de laboratorio, en 
el mismo los estudiantes aprenderán cómo los científicos piensan 
y escriben sobre la bioquímica y realizan experimentos. Además, 
se hará énfasis en las normas de seguridad a tener en cuenta 
durante su desempeño en el laboratorio. Finalmente, aprenderán a 
medir con exactitud y precisión pequeños volúmenes de líquidos, 
así como evitar contaminación de la muestra. 
 
Sección 2. Hace referencia a las proteínas. Contiene ensayos de 
laboratorio relacionados con la extracción, cuantificación y 
actividad de las proteínas. 
 
Sección 3.  Hace referencia a los glúcidos. Contiene ensayos de 
laboratorio relacionados con la extracción, cuantificación y 
actividad de los glúcidos   
 
Sección 4. Hace referencia a los lípidos. Contiene ensayos de 
laboratorio relacionados con la extracción, cuantificación y 
actividad de los lípidos. 
 
Es importante anotar que estas guías han sido estandarizadas en 
las investigaciones en donde puedan ser empleadas por los 
docentes autores de este libro y algunas han sido desarrolladas 
con base en la literatura. 
 

Maricela Viola Rhenals  
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1. Normas en el laboratorio de bioquímica 
2. Disoluciones de uso frecuente en bioquímica 
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1 

GUÍA  
 

NORMAS EN EL LABORATORIO DE 
BIOQUÍMICA 

 
Maricela Viola Rhenals 

 
 

Las prácticas de laboratorio constituyen un punto importante 
en el afianzamiento y complemento de los conceptos teóricos 
vistos en la asignatura. En estos, el estudiante hará uso de 
dichos conceptos para la resolución de problemas, enfocados 
al contexto investigativo básico. 
 

Es importante que el estudiante tenga en cuenta las 
siguientes recomendaciones: 

 
• Asista con puntualidad a las prácticas. Las inasistencias 

al laboratorio se podrán justificar, con la documentación 
oficial pertinente. 

• Seguir siempre el procedimiento experimental o las 
instrucciones del profesor. No realizar experimentos no 
autorizados, ni dejar su lugar de trabajo sin vigilancia. 

• Por razones de disciplina y seguridad, ninguna persona 
podrá trabajar en el laboratorio sin bata de laboratorio y 
debe haber leído la guía de la práctica de laboratorio para 
ese día, para asegurarse de conocer el tema a reforzar 
durante el trabajo en el laboratorio. 

• No está permitido fumar e ingerir alimentos o bebidas en 
el laboratorio. 

• Los alumnos deberán abstenerse de recibir visitas, así 
como sentarse en las mesas de trabajo, o realizar 
cualquier tipo de acciones con las que puedan incurrir 
con faltas u ocasionar accidentes.  
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• Durante las prácticas de laboratorio, los estudiantes 
deberán desactivar sus teléfonos celulares, para no 
interrumpir el trabajo y evitar accidentes. 

• En el laboratorio los estudiantes trabajarán en grupos, 
con base en las instrucciones que reciban del docente al 
inicio del curso.  

• Cada grupo de trabajo será responsable del material de 
vidrio, utensilios, reactivos, aparatos, etc, que utilice 
durante el desarrollo de la práctica. Antes de iniciar la 
práctica deberán revisar cuidadosamente dicho material y 
anotar cualquier anomalía que observen, y deberán 
hacerse responsables de los daños que presente el 
material. Al terminar la práctica, el equipo deberá dejar la 
mesa de trabajo limpia y en orden, como la recibió. 

• Los estudiantes no podrán abandonar el laboratorio hasta 
que la práctica termine, o cuando sean autorizados por el 
responsable de la misma. Sí un estudiante abandona el 
laboratorio sin autorización, se hará acreedor a la falta de 
ese día. 

• El estudiante deberá entregar un reporte escrito de la 
práctica, que formará parte de su evaluación de 
laboratorio. 

• El estudiante debe estar atento a la información dada 
durante la realización de la práctica, los quices podrá 
constituir una forma de evaluación.  

• En caso de ser necesario, para la toma de muestra de 
sangre para la realización de la práctica, deberá 
acercarse antes del laboratorio un donante.  

• Mantener su lugar de trabajo limpio, ordenado y solo con 
el material requerido para la clase. 
 

REGLAS DE SEGURIDAD EN EL LABORATORIO DE BIOQUÍMICA 
El manejo inapropiado de sustancias, materiales y equipo 

que se encuentran en el laboratorio, representa peligro tanto a 
la salud de las personas, como a la integridad de las 
instalaciones y equipo de trabajo. Es por ello que se deben 
tener en cuenta reglas de seguridad, algunas de las cuales son 
las siguientes:  
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Sustancias químicas. 

• Cada sustancia debe tener etiqueta de identificación, si 
no es así márquelos o no los utilice.  

• Antes de utilizar una sustancia, verifique que se trata del 
reactivo correcto y que tiene la concentración requerida.  

• Evite el contacto o exposición innecesaria con sustancias 
químicas, utilice el equipo de protección adecuado y 
disponible: bata, lentes, guantes, campana extractora, 
etc.  

• No pipetee sustancias químicas directamente, use los 
equipos pipeteadores adecuados (pera de succión, 
pipetas, etc.) 

• Evite inhalar productos químicos y sus vapores. 
• Empleé baño maría cuando se indique que debe ser 

calentado y tenga las precauciones necesarias para 
evitar quemaduras. 

• Para diluir los ácidos, estos deben verterse lentamente en 
el agua, agitando cuidadosamente. No vierta agua 
directamente sobre el ácido porque provocará 
salpicaduras.  

2. Material biológico y animales de laboratorio 

• Para el manejo de estos materiales protéjase 
adecuadamente según sea el caso, usando guantes, 
tapaboca, etc.  

• Todo el material biológico, equipos y de desecho 
(muestras biológicas, algodón, gasas, guantes, jeringas, 
etc.) deberá ser colocado en un tanque denominado 
guardián que luego es desechado mediante incineración, 
para lo cual, deberá usted seguir las instrucciones del 
docente para dejarlos convenientemente preparados. 

 

3. Material de vidrio 

• Debe examinar todo el material de vidrio antes de 
utilizarlo, para detectar la existencia de grietas o roturas. 
En el caso de que encuentre material defectuoso, 
repórtelo de inmediato al encargado del laboratorio para 
que sea cambiado. 
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• No use el material de vidrio con orillas cortantes o en mal 
estado.  

• Debe transportar, mover o manipular sólo la cantidad de 
material de vidrio que pueda manejar con seguridad. 

• Use pinzas o gradilla para transportar o mover recipientes 
de vidrio calientes, tubos de ensayos, etc. 

• Nunca deje material roto para ser lavado, repórtelo para 
ser desechado de la forma adecuada. No deje vidrios 
rotos sobre la mesa o en cualquier otro lugar en donde 
pueda causar accidentes. 

• Limpie inmediatamente los materiales que goteen o se 
derramen. 

• En caso de líquidos tóxicos derramados, protéjase 
adecuadamente y ventile el área. 

 

4. Equipo eléctrico e instalaciones de gas. 

• No use equipo eléctrico defectuoso. 
• Verifique que los enchufes y conexiones estén en buenas 

condiciones; en caso de que existan cables desnudos o 
en mal estado, repórtelos inmediatamente. 

• Maneje el equipo eléctrico y sus conexiones con las 
manos secas y cerciórese que el piso se encuentra seco. 
Mantenga seco el espacio alrededor del equipo eléctrico. 

 
5. Orden y limpieza 

• Una vez verificado el buen estado del material de vidrio, 
lávelo para asegurar su limpieza.  

• Mantenga siempre limpio y en orden su área de trabajo. 
• No intercambie el contenido de los frascos de reactivo. 
• Use solo los tapones de los recipientes correspondientes 

cuando requiera volver a llenar sus frascos reactivos, 
transfiera del frasco de almacenamiento, la cantidad 
necesaria a través de un vaso de precipitados, no 
devuelva el sobrante al envase original, busque otro 
frasco reactivo y vierta el sobrante. Nunca emplee pipetas 
para efectuar este procedimiento. 
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2 

GUÍA  
 

DISOLUCIONES DE USO FRECUENTE EN 
BIOQUÍMICA  

 
 

Darío Méndez Cuadro 
 

INTRODUCCIÓN 
 

La bioquímica es una ciencia cuantitativa que basa muchos 
de sus cálculos en reacciones que ocurren en medios acuosos 
y donde la concentración de iones como H+, Na+, K+, Cl-, CO3

2- 
es importante para que procedan las distintas reacciones. De 
igual manera, el ambiente químico en el que se encuentran las 
distintas biomoléculas en una célula, tejido u órgano deben ser 
conservadas para la realización de experimentos in vitro e in 
vivo. Sin embargo, a pesar de estos hechos evidentes, la 
bioquímica se sigue enseñando en gran medida de una manera 
descriptiva. En especial en los cursos de ciencias biológicas, 
esto se entiende porque los estudiantes han tenido como 
requisito previo al curso de bioquímica un curso de química 
general y otro de química orgánica básica.  
 

Con esta guía de soluciones y tampones pretendemos 
familiarizar al estudiante con algunos aspectos de los cálculos 
matemáticos de la bioquímica que resultan necesarios para un 
desempaño apropiado en el trabajo de laboratorio. Para ello 
hemos seleccionado un listado de reactivos que exigen el 
conocimiento de las unidades de concentración, constantes de 
equilibrio ácido-base, grupos funcionales, solubilidad, polaridad 
y el concepto de pH. Pero más que recordar estos conceptos, 
pretendemos que el estudiante deba tomar decisiones al 
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momento de realizar un procedimiento de laboratorio que exige 
de cálculos precisos y operaciones básicas que garanticen su 
desempeño óptimo. 
 

Dada la naturaleza de este tema, se incluye en esta guía 
una sección de fundamentos teóricos con el fin de afianzar los 
conceptos y procedimientos básicos con los cálculos 
matemáticos fundamentales y útiles para afrontar las distintas 
situaciones que experimentarán los estudiantes en su trabajo 
de laboratorio. 
 
Fundamentos teóricos de las unidades de concentración de las 
soluciones: 
 
1. Cálculos de concentraciones basadas en volumen 
Las unidades de concentración basadas en la cantidad de 
soluto disuelto por unidad de volumen son las más 
ampliamente utilizadas en los laboratorios de bioquímica. Las 
más comunes son:  
 

A) Molaridad (M): 
 

 
 
 

Recuerda que la concentración se expresa entre corchetes, 
por ejemplo: 
 

[H+]= molaridad del ión H+ 

 
Para calcular M, necesitamos el peso de soluto disuelto (g) y 

su peso molecular. 
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El estudiante debe tener presente que la mayoría de los 
solutos disueltos en condiciones fisiológicas se encuentran en 
concentraciones muy diluidas y por eso se expresan a menudo 
en términos como milimolaridad, micromolaridad, etc. 
 
Recuerde que…: 
 

1 mmol = 10-3 moles 
1 µmol = 10-3 mmoles = 10-6 moles 

1 nmol = 10-3 µmol = 10-6 mmol = 10-9 moles 
1 pmol =10-3 nmol = 10-6 µmol = 10-9 mmol = 10-12 moles 

 
Por lo tanto…:  
 

1 mM = 10-3 M = 1 mmol/L = 1000 µmol/mL 
1 µM = 10-6 M = 1µmol/L = 1000 nmol/mL 
1 nM = 10-9 M = 1 nmol/L = 1000 pmol/mL 

 

Ejemplo 1: Preparación de una solución salina de fosfatos 
 

Las soluciones salinas de fosfatos son muy utilizadas en los 
procedimientos de laboratorio de bioquímica debido a que su 
concentración de iones (Cl-, Na+ y K+) es muy semejante a la 
del líquido extracelular de los mamíferos. Además, como 
veremos más adelante, los fosfatos evitan variaciones bruscas 
de pH. Una formulación típica de este reactivo contiene:  
 

• 137 mM NaCl  
• 2.7 mM KCl  
• 10 mM Na2HPO4  
• 2 mM KH2PO4  

 
De acuerdo con la composición dada, realice los cálculos 

necesarios para preparar los siguientes volúmenes: a) 1L, b) 
500 mL, c) 250 mL, d) 100 mL y e) 50 mL. Describa también un 
modus operandi para su preparación. 
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Resolución: 
Para resolver este tipo de ejercicios debemos partir del 

volumen de solución que se desea preparar, buscar los pesos 
moleculares de cada sustancia y hacer los cálculos individuales 
para cada componente, así, para 1L de solución tenemos: 
 

• Cantidad de NaCl: 
 

 
 
 

• Cantidad de KCl: 
 

 
 
 

• Cantidad de Na2HPO4: 
 

 
 

Na2HPO4 
 

• Cantidad de KH2PO4: 
 

 
 

 
Luego de realizados los cálculos, el estudiante siempre 

deberá asegurarse que las cantidades a pesar se puedan 
medir con certeza en la balanza de laboratorio disponible. En el 
caso de este ejemplo, todas las cantidades pueden ser 
medidas en una balanza analítica. En caso contrario, deberá 
encontrar una alternativa, ¿cuál se le ocurre a usted? 
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Finalmente, describimos el procedimiento de preparación o 
“modus operandis”: 

• Colocar 800 mL de agua desionizada o destilada en un 
vaso de precipitado de 1L 

• Pesar de forma individual cada componente de la fórmula 
y añadir al vaso con agua. El orden de incorporación de 
los solutos en este reactivo no afectará el producto final. 

• Disolver los solutos con ayuda de un agitador magnético 
• Transvasar los solutos disueltos de manera cuidadosa a 

un balón aforado de 1L 
• Completar volumen con agua y mezclas vigorosamente 

por inversión. 
• Envasar y rotular apropiadamente.  

 

Recomendaciones: 

• Anote siempre sus cálculos en su cuaderno de 
laboratorio. Hágalo de una forma clara, detallada y 
precisa para facilitar su consulta en el futuro. Adicione 
cualquier nota técnica que deba ser tenida en cuenta 
para la preparación de cada reactivo. 

• Cada vez que requiera del reactivo, solo debe consultar 
su cuaderno de laboratorio. No es necesario repetir este 
tipo de cálculos cada vez que requiera preparar la 
solución. Esto le ahorra tiempo y puede ser más eficiente 
su trabajo de laboratorio 

• Aunque las concentraciones de los solutos pueden estar 
en unidades como milimoles/L, usted no cuenta con 
ningún instrumento de rutina en el laboratorio para “pesar 
moles”. Dado que las operaciones básicas que ejecutará 
serán de pesada en una balanza analítica (masa) o de 
medición de un volumen (en balón aforado, probeta, 
pipeta), es recomendable expresar cada soluto de una 
formula con expresiones como g/L, mg/L, mg/mL, etc. 

• Para explicar las ventajas de las expresiones 
anteriormente descritas, utilizaremos los cálculos del 
ejemplo 1. 
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Tabla 1.2.1. Composición de la solución salina de fosfatos 
del ejemplo 1 

 
Componentes Concentración Título (g/L) 

Na2HPO4 10 mM 1.420 
KH2PO4 2 mM 0.272 

NaCl 137 mM 8.006 
KCl 2.7 mM 0.201 

 
 

Observe la columna título de la tabla 1.2.1 Esta contiene los 
valores a pesar de cada componente para preparar 1L de 
solución del reactivo. Cuando el volumen a preparar varía, 
deben cambiar proporcionalmente las cantidades de los solutos 
a utilizar para que se mantenga la concentración requerida de 
cada uno de ellos. 
 

De tal forma que, las cantidades requeridas para preparar 
250 mL del reactivo se pueden calcular a partir de una regla de 
tres simple y directa como se muestra a continuación: 
 
• Cantidad de NaCl: 

 
 

• Cantidad de KCl: 

 
 

• Cantidad de Na2HPO4: 
 

 
 

• Cantidad de KH2PO4: 
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En forma similar se determina la cantidad necesaria por los 
demás volúmenes. Así que complete la Tabla 1.2.2 con los 
datos faltantes: 
 

Tabla 1.2.2. Cantidad de soluto requerida para preparar 
distintos volúmenes de la solución salina de fosfatos del 
ejemplo 1 

 
Componentes Concentración 1L 500 

mL  
250 mL 100 

mL 
50 
mL 

Na2HPO4 10 mM 1.420  0.355   
KH2PO4 2 mM 0.272  0.068   

NaCl 137 mM 8.006  2.0015   
KCl 2.7 mM 0.201  0.05025   

 
Otras importantes unidades de concentración de las 
disoluciones son: 
 

B) Normalidad (N):  

 

N= número de equivalentes de soluto /litro de solución 
  

Así, para calcular N, necesitamos el peso de soluto disuelto 
y su peso equivalente (PE): 
 
 

 
 

Un equivalente (PE) varía dependiendo del tipo de sustancia 
y la reacción en la que participa; así, por ejemplo: 
 

• El PE de un ácido o una base es el peso que contiene 
una mol de hidrógeno sustituible o 1 mol de hidroxilo 
sustituible. 
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• El PE de un compuesto que interviene en una reacción 
redox, es el peso de sustancia que da o acepta 1 
electrón. 

• En general: 
 

 
 
 
Donde,  n = Número de H+ u –OH sustituibles por molécula 
      n = Número de electrones ganados o perdidos por 
molécula. 
 

La Normalidad y la Molaridad se relacionan mediante la 
siguiente expresión: 

       
C) Porcentaje masa/volumen (% m/v): 

 
% m/v = masa de soluto en g / 100 mL de disolución 

 
Este tipo de unidad de concentración se emplea a menudo 

en el laboratorio para aquellas disoluciones en las que la 
concentración exacta no sea demasiado importante.  
 

C) Porcentaje en miligramos (mg %): 
 

mg %: masa de soluto en mg / 100 mL de disolución 
 

Esta unidad es de uso frecuente en los laboratorios clínicos. 
Por ejemplo, un valor clínico de colesterol en sangre de 
155mg%, quiere decir que hay 155 mg de colesterol en 100 mL 
de suero sanguíneo. 
 

D) Osmolaridad (OsM): 
 
OsM: Concentración molar de partículas osmóticamente activas / 

1L de disolución 
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Una solución 1M de una sal disociable es n Osmolar, donde 
n es el número de iones producidos por molécula. De este 
modo, por ejemplo, una solución 0.03M de NaCl es 0.06 
Osmolar.  
 

La osmolaridad se considera a menudo en estudios 
fisiológicos donde los tejidos o células deben estar bañados por 
una disolución de la misma osmolaridad que él citoplasma, con 
el fin de evitar la absorción o perdida de agua.   
 

2. Cálculos de concentraciones basadas en masa 

A) Porcentaje masa/masa (%m/m): 
 

% m/m = masa de soluto en g / 100 g de disolución 
 

Muchos reactivos, como el HCl fumante, traen su 
concentración expresada en % m/m. Así que, para calcular el 
volumen de la disolución original requerida para una 
determinada preparación, debemos conocer la densidad de la 
disolución del reactivo. 
 

B) Molalidad (m):  
 

m = número de moles de soluto / 1000 g de disolvente 
 
OBJETIVOS  

Promover el desarrollo de destrezas en los estudiantes para 
la realización de cálculos matemáticos de uso frecuente en 
procedimientos de laboratorio de bioquímica. 

 
MATERIALES REACTIVOS Y EQUIPOS  

• Balones aforados 
• Vasos de precipitados 
• Balanza analítica 
• Espátulas metálicas 
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• Agitadores magnéticos 
• Agua desionizada 
• Pesa sustancias 
• Frasco lavador 
• Reactivos varios de acuerdo a las necesidades de 

soluciones de trabajo 
 

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 
Realiza los cálculos necesarios para preparar los volúmenes 

indicados de la lista de disoluciones que se listan abajo. 
Complementa los cálculos proponiendo un protocolo de 
procedimiento para cada una. Se riguroso en la preparación, 
porque las disoluciones preparadas serán utilizadas por su 
grupo en las siguientes sesiones de prácticas. 
 
1)  500 mL de solución salina de baja fuerza iónica. 
 

K3PO4 0,05 M 
NaN3 1 mM 
EDTA 2 Mm 

 
2)  500 mL de solución salina de alta fuerza iónica:  
 

KCl 0,55 M 
K3PO4 0,05 M 
NaN3 1 mM 
EDTA 2 mM 

 
3)  50 mL de ácido tricloroacético al 20% 
 
4) 250 mL de NaOH 2M 
 
5) 10 mL de urea 7 M, tiourea 2 M, CHAPS 4% 
 
6)  100 mL de SDS 10% m/v 
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BIBLIOGRAFÍA 

• Irwin H. Segel. Cálculos en bioquímica: resolución de 
problemas matemáticos en bioquímica. Acribia, 1972  

• Alan H. Mehler. Problemas y cálculos de bioquímica. Acribia, 
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• Química, 11va Edición – Raymond Chang 
 

ACTIVIDADES 

• Elabora un reporte donde presentes los cálculos realizados 
con detalle. 

• Ilustra el procedimiento de preparación de cada disolución 
con ilustraciones 
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3 

GUÍA  
 

USO DE MICROPIPETAS 
 

 
Maricela Viola Rhenals 

Adaptado de Ensayos de bioquímica aplicado a ciencias de la salud  
 
 
INTRODUCCIÓN 
 

Un estudiante en el laboratorio de bioquímica debe ser 
capaz de manipular cantidades muy pequeñas de sustancias 
y/o muestras. Los equipos que pueden ayudar en este proceso 
se denomina micropipetas y deben ser empleadas con 
precisión, ya sea que usen las de volumen variable o las de 
volumen fijo para adicionar y transferir pequeñas cantidades de 
reactivos y muestras con precisión y exactitud.  
 

En esta guía se explica el buen manejo de estos equipos al 
tiempo que se pone a prueba o se evalúa la exactitud de estas 
herramientas y su comprensión de cómo configurarlas para 
obtener con precisión la cantidad de líquido requerido.  
 

Las pipetas de vidrio no son muy precisas para volúmenes 
de menos de 1 mililitro (1 mL), pero las micropipetas son tanto 
exactas (menos de 1% de error), como precisas (menos de 
0.5%). 
 

Cada micropipeta se puede configurar para transferir 
cualquier volumen dentro de su propio rango de volumen, 
utilizando puntas especialmente diseñadas para los diferentes 
volúmenes de pipeteo. Cabe destacar que el uso de 
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micropipetas permite emplear distintos líquidos sin tener que 
lavarlas, para ello, se utilizan las puntas desechables.  
 

La utilidad y confiabilidad de un análisis depende del control 
de las fuentes de variación, entre ellas, la verificación y/o 
calibración de las micropipetas debido a que estas son 
utilizadas en los ensayos de bioquímica y es necesario su 
revisión para garantizar resultados confiables. Además, las 
cantidades que se requieren en muchos casos para las 
reacciones son pequeñas, por lo que si la micropipeta está 
descalibrada estarían tomando volúmenes equivocados. 
 

 

 
 

Figura 1.3.1 Esquema de una micropipeta y sus partes  
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Figura 1.3.2 Esquema indicador de volumen en la micropipeta 
 
 

Tabla 1.3.1 Puntas que deben ser utilizadas teniendo en 
cuenta el volumen de la solución a pipetear. 

 
MICROPIPETA VOLUMEN (µL) MICROPUNTA 

P2 0.5 – 2 Blancas 

P10 0.5 - 10 Amarillas - Blancas 

P20 2-20 Amarillas - Blancas 

P50 5-50 Amarillas - Blancas 

P100 10-100 Amarillas 

P200 20-200 Amarillas 

P1000 100-1000 Azules - Blancas 
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OBJETIVOS 

• Conocer las partes y el funcionamiento de las micropipetas. 
• Adquirir destreza en la utilización de micropipetas para la 

medición de volúmenes en el rango de los µL. 
• Evaluar la calibración de las micropipetas, su exactitud y 

precisión. 
 

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS 

• Puntas para las micropipetas 
• Microplacas de 96 pozos o tubos para microcentrífuga 

(Eppendorf) 
• Agua destilada 
• Micropipetas de varios volúmenes variables (P1000, P200 y 

P10) 
• Balanza analítica 
 
PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

Manejo de micropipetas  

• Tomar la punta dependiendo del volumen de la micropipeta. 
• Colocar el dedo pulgar sobre el botón pulsador de la 

micropipeta 
• Pulsar el botón pulsador, hasta que se sienta un punto de 

resistencia que es el primer tope, ya que si continúa 
pulsando se tendrá el segundo tope que generalmente es 
empleado para expulsar la totalidad de los líquidos de la 
micropipeta. 

• Al oprimir el botón pulsador hasta el primer tope se puede 
introducir la punta de la micropipeta unos pocos mm y luego 
soltar suavemente para succionar el líquido y llenar la punta. 

• Luego desplace la micropipeta al recipiente al que va a 
adicionar el líquido y expúlselo oprimiendo el botón pulsador 
hasta el segundo tope suavemente. 
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Figura 1.3.3 Colocación de la punta desechable y transferencia 
de líquido 

 
Práctica de pipeteo 

En este experimento, se pipetea agua destilada en un tubo 
de centrífuga Eppendorf. Pesando el agua y luego la 
conversión de su peso a volumen (usando la densidad del 
agua) usted determinará la cantidad de agua dispensada. 
Puede colocar el tubo Eppendorf vacío y se tara, presione para 
poner a cero la escala, y luego, con cuidado añadir el agua. A 
25 °C, 1.000 mL de agua pura pesa 0,9970 g.  
 

Verificación de la calibración de la pipeta 
Para comprobar la calibración de la pipeta se emplea agua 

como estándar y se mide un volumen determinado que luego 
es pesado y dado que la densidad del agua es 1 mg/mL, lo cual 
da como resultado que el número obtenido en el volumen 
medido es el mismo del peso en la balanza. 
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• Pipetear 10 μL de agua destilada en un tubo Eppendorf de 
1.5 mL. Observe el volumen y anote en su libreta de 
laboratorio, tal vez incluso, debe hacer un dibujo a escala. 
Luego, adicionar 18 μL de agua destilada y hacer otra 
observación. Ahora agregue 80 μL de agua y observe. Por 
último, añadir 900 μL de agua y observar. Asegúrese de que 
está utilizando la pipeta correctamente, revise las 
instrucciones o consulte a su docente. 

• Cada integrante del grupo de laboratorio debe probar una o 
dos micropipetas pesando la cantidad de agua destilada 
suministrada. Será verificado el volumen en la micropipeta 
tanto el máximo como el 10% de este. Por ejemplo, para la 
micropipeta P100 debe ser revisado el volumen de 100 μL y 
el de 10 μL, así mismo debe revisar la micropipeta P1000 
(1000 μL y 100 μL). Esta es la misma gama de volúmenes 
para los que usted debe utilizar la pipeta. Cada persona 
debe medir al menos tres (3) veces cada volumen. A 
continuación, se explica cómo deben utilizar los datos 
obtenidos para realizar los siguientes cálculos: 

• Encontrar el promedio (media aritmética) de las réplicas. 
• Para medir la exactitud de las micropipetas, calcule el 

porcentaje del error relativo (E%): la diferencia entre el 
volumen promedio medido (Vobservado) y el volumen de la 
micropipeta (Vmicropipeta), dividido entre el valor del volumen 
de la micropipeta (Vmicropipeta). 

• La precisión o repetibilidad de la micropipeta puede ser 
medida usando la desviación estándar. Cuanto menor sea la 
desviación estándar, las mediciones son más precisas. 

 
 

BIBLIOGRAFÍA 

• Bonham, A.J., Ragan, E., Drotar, A., Elkins, K.M. (2014). 
Biochemistry laboratory manual CHE 4350. Spring 2014. 

• Martin Biosca, Y. (2011). Uso de la micropipeta. 
• Ortega, C., Marcela, D. (2014). Manual de procedimientos 

para la verificación/calibración de instrumentos y equipos del 
laboratorio clínico. 
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• Salas, R., Loría, A., Rocha, C. (1995). Evaluación de 
sistemas de pipeteo. III. La precisión de una micropipeta en 
el trabajo rutinario. Revista de Investigación Clínica. 47, 461-
465. 

 

ACTIVIDADES 
1. Anota lo siguiente para cada micropipeta: La temperatura del 
agua que utilizó y la densidad del agua a esa temperatura. 
Tablas de datos para el peso del agua suministrada para cada 
pipeta y cada volumen examinado, Para cada volumen medido 
por cada persona, el cálculo de: 
a) Promedio (media) 
b) Error relativo % 
c) Desviación estándar 
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4 

GUÍA  
 
OBTENCIÓN DE ALGUNAS MUESTRAS PARA 

ENSAYOS BIOQUÍMICOS  
 

 
Maricela Viola Rhenals  

 
INTRODUCCIÓN 

La obtención y/o procesamiento de las muestras biológicas 
(sangre, saliva y tejido) es una parte importante en el desarrollo 
de las prácticas de laboratorio de bioquímica, debido a que 
ellas constituyen el punto de partida para la realización de los 
ensayos bioquímicos como cuantificación proteica, 
electroforesis, glicemia, perfil lipídico mínimo, entre otros. 
Debido a la naturaleza de este tipo de muestras el 
procesamiento anterior a su almacenamiento es importante a 
fin de evitar deterioro de las mismas.  
 

Con el desarrollo de esta práctica el estudiante podrá 
observar los diferentes procedimientos a realizar para obtener 
plasma, eritrocitos y suero a partir de las muestras de sangre, 
obtener proteínas de muestras de saliva, y entender el proceso 
de extracción de macromoléculas a partir de muestras de 
tejido.  
 
OBJETIVOS 

Obtener y/o procesar de forma adecuada muestras 
biológicas (sangre, saliva, tejido vegetal, tejido animal, etc) para 
ser empleadas en diferentes ensayos bioquímicos. 
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MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS 
 

MATERIALES Y 
EQUIPOS REACTIVOS EQUIPOS 

Tubos Eppendorf de 0,5 
y/o 1,5 mL 

Ácido 
tricloroacético al 

10% (TCA) 

Pipetas de 20, 200 
y 1000 µL 

Tubos para recolección de 
muestras de sangre con 

anticoagulante y sin 
anticoagulante 

Buffer RIPA 
Centrífuga para 

tubos Eppendorf de 
0,5 mL y/ó 1,5 mL 

Gradillas para tubos de 
ensayos y Eppendorf 

Tris EDTA pH 
8.8 

Centrífuga para 
tubos de ensayo 

Frasco para toma de orina 
Solución 

inhibidora de 
proteasas 

Pipeteadores 

 

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 
 
Recolección de las muestras 

Previo a la práctica, deberán acercarse al laboratorio por lo 
menos un estudiante por grupo, para la toma de muestra de 
sangre, en algunos casos es necesario estar en ayunas. 
 

Obtención de plasma y eritrocitos a partir de sangre total 
Para obtener el plasma y eritrocitos de las muestras de 

sangre, esta deberá ser recolectada en tubos que contengan 
anticoagulantes (EDTA o heparina). Posteriormente, se 
centrifugan a 5000 rpm por 10 minutos. Luego de la 
centrifugación, se obtiene una fracción plasmática en la parte 
superior del tubo y la fracción eritrocitaria en la parte inferior. 
Tanto el plasma como los eritrocitos son almacenados a -20°C 
en alícuotas de 500 µL, asegurando que estén bien rotulados. 
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Obtención de suero sanguíneo a partir de sangre total 
Para la obtención de suero sanguíneo, esta deberá ser 

recolectada en un tubo que no contenga anticoagulante, se 
deja en reposo hasta que se dé de manera espontánea el 
proceso de coagulación (aproximadamente 40 min), 
posteriormente se centrifuga a 1500 rpm por 15 min. La 
fracción superior corresponde al suero sanguíneo, que es 
almacenado a -20°C en alícuotas de 500 µL, asegurando que 
esté bien rotulados. 
 

Recolección de muestras de saliva 
Para la recolección de esta muestra los estudiantes 

donantes de cada grupo deberán tener en cuenta las siguientes 
recomendaciones: cepillarse antes de la toma de muestra y no 
ingerir alimentos ni bebidas durante el procedimiento de toma 
de muestra. A cada estudiante se les dará un frasco de boca 
ancha estéril (frascos para toma de orina), donde recolectará la 
muestra. La muestra será tomada después de estimulación de 
la producción de la misma mediante la realización de 
movimientos masticatorios, hasta obtener un volumen 
aproximado de 5 mL. Debido a la naturaleza de la misma debe 
ser mantenida en refrigeración hasta su procesamiento. Debe 
asegurarse de rotular muy bien. 
 

13.1. Obtención de proteínas totales de saliva 
La precipitación de las proteínas a partir de muestras de 

saliva es realizada mediante la precipitación con ácidos. Para 
esto, alícuotas de 500 µL de saliva reaccionan en relación 1:1 
con ácido tricloroacético al 10% (TCA), para precipitarlas.  
 

El precipitado blanco proteico es obtenido por centrifugación 
a 15000 rpm por 10 minutos, después de descartar el 
sobrenadante. El precipitado comúnmente denominado pellet, 
que contiene las proteínas totales se disuelve  en 200µL de 
buffer Tris-EDTA pH 8.8. Las proteínas obtenidas son 
almacenadas a -20°C, hasta los posteriores ensayos, 
asegurándose de que estén bien rotuladas. 
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Obtención de proteínas totales de tejido 
Para la obtención de estas proteínas, la muestra de tejido es 
homogeneizada con ayuda de un homogeneizador de tejidos 
manual empleando buffer RIPA (200µL). El homogeneizado 
obtenido después de centrifugar a 8500 rpm por 20 minutos a 
4ºC. El sobrenadante obtenido corresponde a la fracción 
proteica, que es almacenada a -20°C hasta los posteriores 
ensayos bioquímicos previa correcta rotulación. 
 
 
BIBLIOGRAFÍA 

• Protocols for the preparation of blood plasma and serum. 
http://www.proimmune.com/ecommerce/pdf_files/PR31.pdf 

• Fong J, Lin M. Elevated lipid peroxidation and disturbed 
antioxidant enzyme activities in plasma and erythrocytes of 
patients with uterine cervicitis and myoma. Clin 
Biochem.1999; 32: 189-192 

• Pejic S, Todorovic A, Stojiljkovic V, Cvetkovic D, Lucic N, 
Radojicic R, Saicic Z, Pajovic S. Superoxide dismutase and 
lipid hydroperoxides in blood and endometrial tissue of 
patients with benign, hyperplastic and malignant 
endometrium. Anais Acad Bras Cienc. 2008;80(3):515-522.  

 

ACTIVIDADES 
Extraer algunas muestras para los posteriores análisis 
bioquímico 
 
 
 
 
 
 

http://www.proimmune.com/ecommerce/pdf_files/PR31.pdf
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Sección 2 

 
PROTEÍNAS 

 
 
 

 
1. Extracción de proteínas. 
2. Cuantificación de proteínas: Método Bradford. 
3. Cuantificación de proteínas: Método Biuret. 
4. Cuantificación de proteínas: Método Ácido Bicinconínico. 
5. Electroforesis desnaturalizante de proteínas en geles de 

poliacrilamida. 
6. Actividad enzimática en electroforesis de acrilamida en 

condiciones nativas. 
7. Determinación del punto isoeléctrico: Caseína. 
8. Separación de proteínas según su solubilidad. 
9. Actividad enzimática de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. 

Tamizaje Spot test. 
10. Introducción a la bioinformática: Conceptos básicos sobre la 

estructura de las proteínas. 
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Los aminoácidos son moléculas que contienen en su 
estructura un grupo amino (-NH2) y un grupo carbóxilo 
(COOH). En el caso específico de aquellos que hacen parte de 
las proteínas, son ácidos carboxílicos con un grupo amino en el 
carbono, conllevando a que exista un carbono quiral y cuatros 
sustituyentes diferentes, tal como se muestra en la Figura 
2.0.1. 
 

 
 

Figura 2.0.1 Estructura de los alfa aminoácidos 
 

 
Aun cuando existen más de cien (100) aminoácidos 

conocidos en la naturaleza, la existencia de un carbono quiral 
da lugar a isómeros de los cuales los L-α- aa, son los que son 
capaces de estar en las proteínas.  
 

En la siguiente tabla se listan los veinte (20) aminoácidos 
proteicos, con la nomenclatura más usada en bioquímica, la de 
tres letras y la de una letra. 
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Tabla 2.0.1. Los alfa aminoácidos 
 

 
Nombre Tres letras Una letra 
Alanina Ala A 
Arginina Arg R 

Asparagina Asn N 
Acido aspártico Asp D 

Cisteina Cys C 
Glutamina Gln Q 

Acido glutámico Glu E 
Glicina Gly G 

Histidina His H 
Isoleucina Ile I 
Leucina Leu L 
Lisina Lys K 

Metionina Met M 
Fenilalanina Phe F 

Prolina Pro P 
Serina Ser S 

Treonina Thr T 
Triptofano Trp W 
Tirosina Tyr Y 
Valina Val V 

 
Los aminoácidos que hacen parte de las proteínas son 

veinte (20), los cuales pueden ser obtenidos de la dieta o 
pueden ser sintetizados por los organismos vivos, por lo que 
pueden clasificarse en esenciales los primeros y no esenciales 
los segundos. 
 

A partir de su cadena lateral, químicamente pueden 
clasificarse como sigue, siendo esta característica importante 
para las diferentes metodologías empleadas en bioquímica 
para su identificación, cuantificación y/o análisis. 
 
1. Neutros o alifáticos: aquellos cuya cadena lateral es un 
hidrocarburo alifático, son poco reactivos, fuertemente 
hidrofóbicos (Gly), tienden a ocupar la parte central de las 
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proteínas globulares, minimizan su interacción con el 
disolvente. 
 
 

 
 

Figura 2.0.2. Aminoácidos alifáticos 
 
 
2. Aromáticos: con cadena lateral es un grupo aromático, son 
precursores de otras moléculas como hormonas tiroideas, 
pigmentos o neurotransmisores, responsables de las 
interacciones con algunos compuestos para su identificación y 
cuantificación. 

 
 

Figura 2.0.3. Aminoácidos aromáticos 
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3. Hidroxiaminoácidos: Su cadena lateral con un grupo 
hidroxilo, permite la hidroxilación, glicosilación, fosforilación de 
las proteínas. 
 

 
Figura 2.0.4. Hidroxiaminoácidos 

 
4. Tioaminoácidos: aquellos cuya cadena lateral con azufre, 
les permite que se formen puentes disulfuros que estabilizan 
las estructuras terciarias proteicas. 

 
Figura 2.0.5. Tiominácidos 
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5. Iminoaminoácidos: solo un aminoácido está en este grupo 
con un α-amino sustituido por la propia cadena lateral, 
formándose un anillo pirrolidinico 

 
 

Figura 2.0.6. El iminoácido prolina 
 
 

6. Dicarboxílicos y sus amidas: cadena lateral cargada con 
un grupo carboxílico o su derivado amínico, lo que permite que 
se formen interacciones electrostáticas que estabilizan las 
estructuras terciarias proteicas. 
 

 
 

Figura 2.0.7. Aminoácidos dicarboxilicos y sus amidas 
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7. Dibásicos: con cadena lateral con grupos básicos, 
semejante a los dicarboxílicos que permite las interacciones 
electrostáticas. 
 

 
 

Figura 2.0.8. Aminoácidos dibásicos 
 

 
Las proteínas se forman cuando dos o más aminoácidos se 

unen mediante un enlace denominado peptídico, 
constituyéndose entonces en un polímero de aminoácido. La 
unión de pocos aminoácidos generalmente menos de 50 se 
denomina péptido y si son más de 50 se llama proteína.  

 
Estas tienen múltiples funciones siendo la más importante la 

enzimática o el ser catalizadores de las reacciones que se dan 
en los seres vivos, haciendo que el metabolismo se dé más 
rápidamente. 
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Figura 2.0.9. Formación del enlace peptídico 
 

Además de los enlaces peptídicos, las proteínas son 
estabilizadas por otras interacciones como los puentes de 
hidrógeno, las fuerzas de van der Waals.      
 

En la naturaleza son moléculas abundantes con múltiples 
funciones dentro de las que se destacan: función enzimática, 
función hormonal, reconocimiento de señales, transporte, 
estructural, defensa, movimiento, reserva y de regulación.   
 

La naturaleza y función de una proteína está determinada 
por la secuencia de aminoácidos que está en el ADN.  Existen 
en la naturaleza veinte (20) aminoácidos que hacen parte de 
las proteínas, los cuales difieren en la cadena lateral.   
 

Esta cadena lateral, es también importante para la 
cuantificación de proteínas por algunas metodologías, de las 
cuales la espectrofotométrica es la más usada. Esta se basa en 
la absorción a 280 nm, que hacen los aminoácidos aromáticos 
presentes en las cadenas laterales de las proteínas.  
 

Otras características importantes de una proteína como su 
solubilidad, especificidad en su función y efecto amortiguador 
de pH (tampón) también depende de la presencia de grupos 
funcionales presentes de los aminácidos que la conforman.  
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Debido a su gran importancia para los seres vivos, la 
determinación proteica es uno los ensayos más comunoes no 
solo en investigación bioquímica sino en muchas otras áreas 
relacionadas, como alimentos, biotecnología, farmacia.  
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1 
GUÍA  

 
EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS 

 
Darío Méndez Cuadro 

 
 
 
INTRODUCCIÓN 

Los métodos de estudios de las proteínas abarcan hoy un 
amplio espectro de métodos y técnicas que se ajustan a los 
diferentes tipos de muestras biológicas. Así, por ejemplo, 
existen protocolos dirigidos para la obtención de tejidos y 
fluidos de organismos animales, vegetales, acuáticos y 
terrestres. De igual forma, existen diferentes tipos de 
procedimientos para la obtención de proteínas de cultivos 
celulares y muestras clínicas dirigidas a la determinación de su 
papel como marcador de enfermedades, blanco de la acción de 
xenobióticos o la regulación de procesos metabólicos 
esenciales para el funcionamiento celular.  
 

La escogencia del método apropiado para una muestra en 
particular dependerá de los objetivos del estudio, la 
disponibilidad de material biológico, la cantidad mínima de 
material requerido y la infraestructura de laboratorio disponible, 
entre otros múltiples factores.  En cualquier caso, el método 
escogido debe ser optimizado y validado al menos en términos 
de rendimiento, selectividad, repetibilidad y reproducibilidad.  
 

Finalmente, la etapa de obtención de las proteínas objeto de 
estudio hacen parte de la etapa de preparación de muestras de 
los estudios proteómicos y debe ser también compatible con las 
etapas subsiguientes del procesamiento analítico de la 
muestra. En la figura 2.1.1, se ilustran las diferentes etapas a 
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las que debe someterse una muestra biológica para su análisis 
proteómico. 

 

 
 
 

Figura 2.1.1. Diferentes etapas de los estudios proteómicos. 
Adaptación de la imagen descrita por Westermeier, R.  en Proteomics in 

Practice 
 

 
La preparación de muestras inicia con la definición del tipo 

de material biológico, su remoción y tratamiento con el fin 
obtener un extracto de proteínas útil para el logro de los 
objetivos de sus experimentos. Por norma general, la obtención 
se realiza con solventes acuosos tamponados y suplementados 
con detergentes e inhibidores de proteasas. Es importante 
determinar el rendimiento del proceso de extracción, 
empleando para ello los resultados del ensayo de 
cuantificación de proteínas basados en métodos colorimétricos.  
 

Luego de la obtención del extracto crudo de proteínas, sigue 
la etapa de separación. Con esto se pretende disminuir la 
complejidad en la muestra de proteínas obtenidas y también 
evaluar su integridad. Para esto se cuenta con dos grupos de 
métodos de separación: aquellos basados en el uso de geles y 
los libres de geles. 
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Dentro del primer tipo, las electroforesis de proteínas en 
geles de acrilamida en una dimensión y bajo condiciones 
desnaturalizantes (SDS-PAGE) es de lejos el método de 
separación basado en geles más utilizado. Sin embargo, 
cuando se requiere de una alta resolución suele combinarse en 
técnicas ortogonales como la electroforesis bidimensional 
(2DGE). 
 

Por su parte los métodos libres de geles más utilizados son 
los métodos basados en cromatografía líquida de alta presión 
(HPLC) de fase reversa e intercambio iónico. Finalmente, la 
identificación o caracterización de las proteínas individuales se 
puede realizar por espectrometría de masas con ayuda de 
herramientas informáticas para el manejo de elevado número 
de datos que genera este tipo de experimentos. 
 

Bajo este contexto, en esta guía se presentan diferentes 
métodos de obtención de proteínas a partir de distintos tipos de 
materiales biológicos. Los extractos de proteínas serán 
cuantificados y utilizados en las siguientes prácticas de esta 
sección.  Por tanto, los diferentes grupos de trabajo deberán 
esforzarse por obtener un extracto de crudo de proteínas de 
alta calidad. 
 

OBJETIVOS  
Obtener extractos de proteínas de diferentes muestras 

biológicas mediante métodos de uso frecuente en proteómica 
 
MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS  

• Agua desionizada 
• Agua destilada 
• Muestras:  

Material vegetal (hojas, tallo o raíces frescas)  
Músculo animal (carne de res, cerdo, pollo o pescado magro) 
Saliva humana 

• Morteros con pistilo 
• Cápsulas de porcelana 
• Tubos de reacción de 1.5 mL y 2 mL 
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• Tubos Falcon de 50 mL 
• Tubos Falcon de 15 mL 
• Gradillas para tubos 
• Vasos de precipitado de 600 mL 
• Papel absorbente 
• Espátulas metálicas 
• Micropipetas de volumen variable 
• Puntas para micropipetas 
• Hielo escarchado 
• Neveras de icopor 
• Nitrógeno líquido 
• Centrífuga refrigerada 
• Tanque de nitrógeno 
• Vortex 
• Agitador termostatado 
 

Soluciones de procesamiento de muestras vegetales: 

• Solución de extracción vegetal: Ácido tricloroacético (TCA) 
al 10% en acetona, 0.07% de 2-mercaptoetanol preenfriado 
a -20°C. 

• Solución de enjuague vegetal: Acetona + 0.07% de 2-
mercaptoetanol, pre-enfriado a -20°C. 

• Tampón de extracción vegetal:   Urea 5M, Tiourea 2M, 
Tritón-X-100 al 1%, Tris-HCl 50 mM, pH 8.8 

• Soluciones de procesamiento de muestras musculares: 
• Tampón de baja fuerza iónica: K3PO4 0,05 M, NaN3 1 mM, 

EDTA 2 mM, pH 7,3. 
• Tampón de alta fuerza iónica: KCl 0,55 M, K3PO4 0,05 M, 

NaN3 1 mM, EDTA 2 mM, pH 7,3. 
 

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 
Cada grupo de laboratorio trabajará con un solo tipo de 

muestra. Manifieste al docente si tiene interés particular por 
trabajar con un tipo de material biológico para que le sea 
asignado. 
 

Los grupos serán los responsables de conseguir su muestra. 
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Extracción de proteínas vegetales de tallo, hojas y/o raíces: 
 
• Lave el material vegetal (hojas, tallo o raíz) con abundante 

agua destilada y deje secar sobre papel absorbente. 
• Corte el material seco en trozos finos. 
• Pese entre 3 y 5 gramos del material seco y finamente 

picado en un mortero de paredes gruesas. Registre el peso 
exacto de material en su cuaderno de laboratorio. 

• Adicione nitrógeno líquido sobre el material y pulverícelo con 
ayuda de un pistilo. Realice este procedimiento con 
precaución atendiendo a las instrucciones del docente. 
Repita este paso hasta obtener un polvo fino. 

• Rotule dos cápsulas de porcelana pequeñas o morteros 
pequeños y pese entre 0.5 y 1 g material vegetal 
pulverizado. Registre el peso exacto de material en cada 
cápsula en su cuaderno de laboratorio. 

• Macere el contenido de cada cápsula con 2 mL de solución 
de extracción (TCA al 10% en acetona + 0.07% de 2-
mercaptoetanol, preenfriado a -20°C) sobre una cama de 
hielo.  

• Vierta todo el contenido de cada cápsula en tubos de 
reacción de 1.5 mL o 2 mL rotulados apropiadamente y 
centrífuga a 9000xg a 4°C durante 10 minutos.  

• Para convertir la fuerza centrífuga relativa (RCF) o la fuerza 
G a revoluciones por minuto (rpm), puede usar la ecuación 
1: 

 
Eq. 1        RCF = 1,12 x Radio del rotor (mm) x (rpm / 1000)2 

 

• Descarte los sobrenadantes y lave cada pellet con 1mL de 
solución de enjuague (Acetona + 0.07% de 2-
mercaptoetanol, pre-enfriado a -20°C). Centrifuge 
nuevamente a 9000xg y 4°C por 10 minutos.  

• Descarte los sobrenadantes y repita el paso de lavado. 
• Deje secar los pellets de cada tubo colocándolos cerca de 

una fuente de corriente de aíre (por ejemplo: secador de 
cabello) o colocar en un bloque seco a 40°C durante 10 
minutos. 
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• Trate el pellet seco con 300 a 500 µL del tampón de 
extracción de muestra (Urea 5 M / tiourea 2 M / tritón-X-100 
al 1% en 50 mM Tris-HCl, pH 8.8) en un agitador termostado 
(thermomixer) a 4°C por 1 hora. 

• Centrifuge los tubos a 10000xg, a 4°C y 10 minutos.  
• Recoja cada sobrenadante en tres tubos de reacción limpios 

y seco.  
• Rotule cada réplica y almacene a -20°C sus extractos de 

proteínas vegetal para futuros experimentos. 
 

Extracción de proteínas musculares: 

• Para este procedimiento se requiere como material biológico 
carne molida magra de res, pescado, cerdo o pollo. 

• Prepare las siguientes soluciones de trabajo: 
 Tampón de baja fuerza iónica: K3PO4 0,05 M, NaN3 1 mM, 

EDTA 2 mM, pH 7,3. 
 Tampón de alta fuerza iónica: KCl 0,55 M, K3PO4 0,05 M, 

NaN3 1 mM, EDTA 2 mM, pH 7,3. 
• Rotule 2 tubos Falcon de 50 mL y pese en cada uno 

aproximadamente 1 g de material biológico. 
• Adicione 10 mL de tampón de baja fuerza iónica a cada tubo 

falcon y agite en un vortex a 3000 rpm durante 3,5 minutos. 
Si solo puede utilizar tubos de microcentrífuga de 2 ml, 
reduzca proporcionalmente las cantidades de extracción de 
muestra y tampón. 

• Centrifugue cada tubo a 11.150xg, 10 minutos y 1°C.  
• Para convertir la fuerza centrífuga relativa (RCF) o la fuerza 

G a revoluciones por minuto (rpm), puede usar la ecuación 
1: 

 
Eq. 1 RCF = 1,12 x Radio del rotor (mm) x (rpm / 1000)2 

 

• Recoja el sobrenadante en dos tubos Falcon limpios 
rotulados como 1SP y 2SP. El sobrenadante debe contener 
las proteínas sarcoplásmicas (SP), se recoge y se mantiene 
refrigerado sobre cama de hielo. 

• El sedimento restante se resuspende con 5 mL de tampón 
de baja fuerza iónica, se centrifuga en las mismas 
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condiciones anteriores y el sobrenadante obtenido se 
combina con las correspondientes fracciones SP obtenidas 
anteriormente. 

• Prepare tres alícuotas de 1 mL de cada fracción 
sarcoplasmica en tubos de reacción limpios y 
apropiadamente rotulados.  

• Almacene las muestras de proteínas sarcoplásmicas a -
20°C. 

• El sedimento resultante se resuspende con 1,5 ml de 
tampón de alta fuerza iónica aplicando un vórtice a 3000 
rpm durante 3,5 minutos y centrifugando según las 
condiciones descritas anteriormente. 

• Recoja el sobrenadante rico en proteínas miofibrilares (MP) 
en sendos tubos Falcon apropiadamente rotulados (1MP y 
2MP). 

• Prepare tres alícuotas de 1 mL de cada fracción miofibrilar 
en tubos de reacción limpios y apropiadamente rotulados 

• Almacene las muestras de proteínas sarcoplásmicas a -
20°C para futuros experimentos. 

 

Extracción de proteínas salivales: 

• Recoja muestras de saliva de dos donantes voluntarios en 
frasco de recolección de muestras estériles. Asegúrese de 
recolectar al menos 5 mL de saliva en cada recipiente.  

• Durante la recolección tenga la precaución de mantener los 
frascos de recolección en hielo.  

• Diluya las muestras de saliva con 5 mL de agua Milli Q y 
páselos a tubos de centrífuga cónicos de 15 mL. 

• Centrifugue las muestras por 25 minutos a 3500 rpm y 4 ° C. 
Luego de este tiempo los restos de tejido bucal deben 
sedimentar. Por lo tanto, tenga la precaución de no agitar los 
tubos. 

• Recupere los sobrenadantes en tubos falcon limpios, de 
tamaño apropiado y correctamente rotulados.  

• A partir de cada tubo con proteínas salivales prepare 2 
alícuotas de 850 µL en tubos de reacción de 2 mL. 

• Adicione 850 µL de TCA al 20% y almacene los tubos 
durante a -20°C por 30 minutos.  



62 
 

• Centrifugue durante 30 minutos a 5000 rpm a 4° C. 
• Descarte los sobrenadantes y añada 200 µL de acetona fría 

al 90%.  
• Refrigere a -20°C durante 20 minutos y centrifugue durante 

5 minutos a 8000 rpm a 4° C. 
• Lave nuevamente los sedimentos, pero con acetona fría al 

80%, empleando las mismas condiciones anteriores. 
• Los sedimentos resultantes del segundo lavado se 

resuspenden con 10 µL de una solución de NaOH 2M y 50 
µL de tampón de muestra (Urea 7 M, Tiourea 2 M, CHAPS 
4%). 

• Almacene a -20°C para futuros experimentos. 
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ACTIVIDAD 

• Realice un esquema ilustrado de todo el proceso de 
preparación de muestras utilizado por su grupo. 
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2 
GUÍA  

 
 

CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS: MÉTODO 
BRADFORD 

 
Darío Méndez Cuadro. 

 Adaptado de Nicholas J Buger. From Methods in Molecular Biology, 
Vol 32. 

 Basic Protein and Peptide Protocols 
Edited by J M Walker. Copyright 1994 Humana Press Inc., Totowa, NJ 
 
 
INTRODUCCION 
Un método rápido y preciso para la estimación de la 
concentración de proteínas es esencial en muchos campos del 
estudio de proteínas. Un ensayo descrito originalmente por 
Bradford se ha convertido en el método preferido para 
cuantificar proteínas en muchos laboratorios. Esta técnica es 
más simple, más rápida y más sensible que el método Lowry. 
Además, en comparación con el método de Lowry, está sujeto 
a una menor interferencia de reactivos comunes y 
componentes no proteicos de muestras biológicas. 
 
El ensayo de Bradford se basa en la unión del tinte azul de 
Coomassie G250 a la proteína. La forma catiónica del 
colorante, que predomina en la solución ácida del reactivo de 
ensayo, tiene una  λ máx. de 470 nm. Por el contrario, la forma 
aniónica del tinte, que se une a la proteína, tiene una λ máx. de 
595 nm. Por tanto, la cantidad de colorante unido a la proteína 
se puede cuantificar midiendo la absorbancia de la solución a 
595 nm.  
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El colorante parece unirse más fácilmente a los residuos de 
arginilo de las proteínas (pero no se une al aminoácido libre). 
Esta especificidad puede conducir a una variación en la 
respuesta del ensayo a diferentes proteínas, que es el principal 
inconveniente del método. El ensayo de Bradford original 
muestra una gran variación en la respuesta entre diferentes 
proteínas. Hasta la fecha, se han desarrollado varias 
modificaciones al método para superar este problema. Sin 
embargo, estos cambios generalmente dan como resultado un 
ensayo menos robusto que a menudo es más susceptible a la 
interferencia de otros productos químicos. En consecuencia, el 
método original ideado por Bradford sigue siendo la 
formulación más conveniente y ampliamente utilizada. Aquí se 
describen dos tipos de ensayo: el ensayo estándar, que es 
adecuado para medir entre 10-100 µg de proteína, y el 
microensayo para detectar entre 1-10 µg de proteína. 
 

OBJETIVOS  

Determinar los rendimientos de los procedimientos de 
extracción de las proteínas de la guía anterior mediante 
su cuantificación por el método de Bradford.  
 
MATERIALES REACTIVOS Y EQUIPOS  

• Micropipetas de volumen variable 
• Puntas para micropipetas 
• Micropipetas multicanales  
• Vasos de precipitado 
• Tubos de reacción 
• Gradillas para tubos de reacción 
• Muestras de proteínas obtenidas en la sección anterior 
• Vortex 
• Lector de placas 
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

• Preparación del reactivo de Bradford. El reactivo del ensayo 
se prepara disolviendo 100 mg de azul de Coomassie G250 
en 50 ml de etanol al 95%. Luego, la solución se mezcla con 
100 mL de ácido fosfórico al 85% y se completa hasta 1 L 
con agua destilada. El reactivo debe filtrarse a través de 
papel de filtro Whatman No. 1 y luego almacenarse en una 
botella ámbar a temperatura ambiente. Es estable durante 
varias semanas. Sin embargo, durante este tiempo, el tinte 
puede precipitar de la solución, por lo que el reactivo 
almacenado debe filtrarse antes de su uso. 

• Preparación de una curva de calibrado con soluciones 
estándar de proteína BSA.  A partir de una solución madre 
de BSA de 2 mg/ mL establezca una curva de calibración 
adecuada para su tipo de muestra biológica y tipo de ensayo 
de cuantificación. Mire abajo la Tabla 2.2.1 para mayores 
detalles. 

 

Protocolo 1: Método de ensayo estándar 

• Pipetee entre 10 y 100 µg de proteína en un volumen total 
de 100 µL en un tubo de ensayo. Si se desconoce la 
concentración aproximada de las muestras, analice un rango 
de diluciones (1, 1/10, 1/100, 1/1000). Prepare duplicados 
de cada muestra. 

• Para la curva de calibración, pipetee volúmenes por 
duplicado de 10, 20, 40, 60, 80 y 100 µL de solución 
estándar de γ-globulina de 1 mg / mL en tubos de ensayo y 
complete cada uno hasta 100 µL con agua destilada . 
Pipetee 100 µL de agua destilada en otro tubo para 
proporcionar el blanco de reactivo. 

• Agregue 5 mL de reactivo de proteína a cada tubo y mezcle 
bien invirtiendo o agitando suavemente con vortex. Evite la 
formación de espuma, lo que provocará una mala 
reproducibilidad. 

• Mida la absorbancia a 595 (A595) de las muestras y los 
estándares contra el blanco de reactivo entre 2 min y 1 h 
después de la mezcla. El estándar de 100 µg debería dar un 
valor de A595 de aproximadamente 0,4. La curva estándar 
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no es lineal y la absorbancia precisa, varía según la edad 
del reactivo de ensayo. En consecuencia, es recomendable 
construir una curva de calibración para cada conjunto de 
ensayos. 

 

Protocolo 2: Método de microensayo 

• Esta forma de ensayo es más sensible. En consecuencia, es 
útil cuando la cantidad de proteína desconocida es limitada. 

• Pipetee muestras por duplicado que contengan entre 1 y 10 
µg en un volumen total de 100 µl en tubos de 
microcentrífuga de polietileno de 1,5 ml. Si se desconoce la 
concentración aproximada de la muestra, analice un rango 
de diluciones (1, 1/10, 1/100, 1/1000). 

• Para la curva de calibración, pipetee volúmenes por 
triplicado de 10, 20, 40, 60, 80 y 100 µL de solución 
estándar de γ-globulina de 100 µg / mL en tubos de 
microcentrífuga y ajuste el volumen a 100 µL con agua. 
Pipetee 100 µL de agua destilada en un tubo para el blanco 
de reactivo. En la Tabla 2.2.1 se muestra un ejemplo 
representativo para la construcción de las soluciones patrón 
de una curva de calibrado de BSA. 

 
Tabla 2.2.1. Patrones de proteína BSA para la curva de 

calibración 
 

µL of BSA stock  
(mg/mL or µg/mL) µL de agua 

0 100 
5 95 

10 90 
20 80 
40 60 
60 40 
80 20 
100 0 

 
• Agregue 1 mL de reactivo proteico a cada tubo y mezcle 

suavemente, pero completamente. Mida la absorbancia de 
cada muestra entre 2 y 60 minutos después de la adición del 
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reactivo proteico. El valor de A595 de una muestra que 
contiene 10 µg de γ-globulina es 0,45. La Figura 2.2.1. 
muestra la respuesta de tres estándares de proteínas 
comunes utilizando el método de microensayo. 
 

 
 
Fig. 2.2.1. Variación en la respuesta de proteínas en el ensayo de 

Bradford. 
 

El grado de formación del complejo proteína-colorante se 
determinó para la albúmina de suero bovino ( ), γ-globulina ( ) 
y ovoalbúmina ( ) utilizando el procedimiento de microensayo. 
Cada valor es la media de cuatro determinaciones. Estos datos 
permiten realizar comparaciones entre estimaciones del 
contenido de proteínas obtenidas utilizando estos estándares 
de proteínas. 
 
Notas 
1. El ensayo de Bradford está relativamente libre de 
interferencias por los reactivos bioquímicos más utilizados. Sin 
embargo, algunas sustancias químicas pueden alterar 
significativamente la absorbancia del blanco de reactivo o 
modificar la respuesta de las proteínas al colorante (Tabla 
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2.2.2). Los materiales que tienen más probabilidades de causar 
problemas en los extractos biológicos son los detergentes y 
anfolitos. Estos deben eliminarse de la solución de muestra, por 
ejemplo, mediante filtración en gel o diálisis. Alternativamente, 
deben incluirse en el blanco de reactivo y los estándares de 
calibración a la misma concentración que en la muestra. La 
presencia de base en el ensayo aumenta la absorbancia 
desplazando el equilibrio del colorante libre hacia la forma 
aniónica. Esto puede presentar problemas al medir el contenido 
de proteínas en tampones básicos concentrados. El clorhidrato 
de guanidina y el ascorbato de sodio compiten con el colorante 
por las proteínas, lo que conduce a una subestimación del 
contenido de proteínas. 
 
 
Tabla 2.2.2. Efectos de los reactivos comunes en el ensayo 
de Bradford 
 
 

COMPUESTO ABSORBANCIA A 600 nm 
Blanco 5 µg Inmunoglobulina 

Control 0.005 0.264 
0.02% SDS 0.003 0.250 
0.1% SDS 0.042* 0.059 
0.1% Triton 0.000 0.278 
0.5% Triton 0.051* 0.311* 

1M β-mercaptoetanol 0.006 0.273 
1M sacarosa 0.008 0.261 

4M Urea 0.008 0.261 
4M NaCl -0.015 0.207* 
Glicerol 0.014 0.238* 

0.1M HEPES (pH 7.0) 0.03 0.268 
0.1M Tris (pH 7.5) -0.008 0.261 

0.1M citrato (pH 5.0) 0.015 0.249 
10 mM EDTA 0.007 0.235* 
1M (NH4)2SO4 0.002 0.269 
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Los datos se obtuvieron mezclando 5 µL de muestra con 5 
µL del compuesto especificado antes de agregar 200 µL de 
tinte-reactivo. Datos tomados de la ref. 5. * Los asteriscos 
indican mediciones que difieren del control en más de 0.02 
unidades de absorbancia para valores en blanco o más de 10% 
para las muestras que contienen proteína. 
 
2. La técnica de ensayo descrita aquí está sujeta a variaciones 
en la sensibilidad entre proteínas individuales. Se han sugerido 
varias modificaciones que reducen esta variabilidad. 
Generalmente, estos se basan en aumentar el contenido de 
colorante o el pH de la solución. En una variación, el ajuste del 
pH agregando NaOH al reactivo mejora la sensibilidad del 
ensayo y reduce en gran medida la variación observada con 
diferentes proteínas. Sin embargo, el pH óptimo depende 
críticamente de la fuente y la concentración del tinte. Además, 
el ensayo modificado es mucho más sensible a la interferencia 
de los detergentes en la muestra. 
 
a. Siempre que sea posible, la proteína utilizada para construir 

la curva de calibración debe ser la misma que se determina. 
A menudo, esto no es práctico y la respuesta al colorante de 
una muestra se cuantifica en relación con la de una proteína 
"genérica". La albúmina de suero bovino se usa 
comúnmente como patrón de proteína porque es económica 
y está fácilmente disponible en forma pura. El principal 
argumento para usar esta proteína es que permite comparar 
los resultados directamente con los de muchos estudios 
anteriores que han utilizado albúmina de suero bovino como 
estándar. Sin embargo, tiene la desventaja de exhibir una 
respuesta de colorante inusualmente grande en el ensayo 
de Bradford y, por lo tanto, puede subestimar el contenido 
de proteína de una muestra. Cada vez más, la y-globulina 
bovina se está promoviendo como un estándar general más 
adecuado, ya que la capacidad de unión al tinte de esta 
proteína está más cerca de la media de las proteínas que se 
han comparado. Debido a esta variación, es esencial 
especificar el estándar de proteína usado cuando se 
reportan las mediciones de cantidades de proteína usando 
el ensayo de Bradford. 
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b. Generalmente, es preferible utilizar una única y nueva semi-
micro-cubeta de poliestireno desechable que se desecha 
después de una serie de mediciones de absorbancia. 
Enjuague la cubeta con reactivo antes de usarla, ponga a 
cero el espectrofotómetro en el blanco de reactivo y luego 
no retire la cubeta de la máquina. Vuelva a colocar la 
muestra en la cubeta suavemente con una pipeta de 
polietileno desechable. 

c. La curva estándar no es lineal a niveles altos de proteína 
porque la cantidad de colorante libre se agota. Si esto 
presenta problemas, la linealidad del ensayo se puede 
mejorar trazando la proporción de absorbancias a 595 y 465 
nm, que corrige el agotamiento del colorante libre. 

d. Para la medición rutinaria del contenido de proteínas de 
muchas muestras, el microensayo puede adaptarse para su 
uso con un lector de microplacas. El volumen total del 
ensayo modificado se limita a 210 µl reduciendo el volumen 
de cada componente. Asegure una mezcla eficaz de los 
componentes del ensayo pipeteando hasta 10 w de la 
muestra de proteína en cada pocillo antes de agregar 200 
µL del tinte-reactivo. 
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ACTIVIDAD 
Reporta tus resultados en detalle. Incluye los cálculos de la 

curva de calibrado, su análisis de regresión lineal y los 
rendimientos de los procedimientos de extracción de proteínas. 
Calcula los promedios y la desviación o el error estándar 
siempre que sea posible. 
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3 
GUÍA  

 
CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS: MÉTODO 

BIURET 
 

 
Maricela Viola Rhenals 

 
INTRODUCCIÓN 

La reacción de Biuret es el análisis utilizado para determinar 
proteínas séricas totales; se basa en que todas las proteínas 
contienen un gran número de enlaces peptídicos; estos enlaces 
reaccionan con los iones cobre en un medio moderadamente 
alcalino formando un complejo coloreado. El enlace coordinado 
de esta reacción se da entre el ión cobre y los pares libres del 
nitrógeno del enlace peptídico. El reactivo de Biuret (color azul) 
se obtiene por reacción entre hidróxido de sodio (NaOH) o 
potasio (KOH) con sulfato de cobre (CuSO4) junto con tartrato 
de sodio y potasio (KNaC4H4O6·4H2O). En presencia de 
proteínas este reactivo pasa del color azul a violeta o azul 
violáceo. La intensidad del color dependerá de la cantidad de 
proteína presente. 

 
Figura 2.3.1 Reacción entre reactivo y los enlaces peptídicos de 

las proteínas 
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OBJETIVOS  
Determinar los rendimientos de los procedimientos de 

extracción de las proteínas de la guía anterior mediante su 
cuantificación por el método de Biuret.  
 
 
MATERIALES, REACTIVOS, EQUIPOS Y MUESTRA 
 

MATERIALES REACTIVOS MUESTRA 
Micropipetas Reactivo de Bradford Plasma 

Tubos de ensayo Kit de proteínas 
totales Suero 

Tubos Eppendorf Albúmina de suero 
bovino (BSA) 

Proteínas totales 
de saliva 

Gradillas Agua destilada Proteínas totales 
de tejido 

Placas de 96 pozos Hielo  

Beaker de 50 mL   

Frasco lavador   

Guantes   
 

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 
Para el desarrollo de este ensayo se seguirán los siguientes 
pasos: 
 
• Descongelar las muestras y mantenerlas en refrigeración. 
• Tomar una placa de 96 pozos y sembrar por duplicado el 

blanco, patrón y las muestra (suero, plasma, saliva y tejido). 
La siembra de estos se hará según las indicaciones 
estipuladas en la siguiente Tabla 2.3.1: 
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Tabla 2.3.1. Volúmenes de siembra de reactivos para 
prueba de Biuret 

 
 BLANCO PATRÓN MUESTRA 

Agua destilada 5µL   
Patrón proteína (S)  5µL  

Muestra   5µL 
Reactivo (A) 250µL 250µL 250µL 

 
• Una vez terminada la siembra, dejar en reposo por 10 

minutos a temperatura ambiente. El color es estable durante 
al menos 2 horas. 

• Leer la placa a 545 nm. 
• Para la realización de los cálculos se utilizará la siguiente 

ecuación: 
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ACTIVIDAD 
Reporta tus resultados en detalle. Incluye los cálculos de la 

curva de calibrado, su análisis de regresión lineal y los 
rendimientos de los procedimientos de extracción de proteínas. 
Calcula los promedios y la desviación o el error estándar 
siempre que sea posible. 
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4 
GUÍA  

 
CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS: MÉTODO 

ACIDO BICHINCONÍNICO 
 

 
Maricela Viola Rhenals. 

 
 
INTRODUCCIÓN 

El ensayo empleando el ácido Bicinconínico se basa al igual 
que el de Biuret en la formación de un complejo morado oscuro 
cuando este reacciona con las proteínas en las muestras. Esta 
metodología es generalmente denominada como una 
modificación del método de Biuret. Permite cuantificar proteínas 
en el rango de 0,0005 a 2 mg/mL. La formación del complejo 
Cu+2-proteína, se da bajo condiciones alcalinas, seguida por la 
reducción del Cu+2 a Cu+1.  La cantidad iones reducidos es 
proporcional a la cantidad de proteína presente, generalmente 
dependiente de los aminoácidos cisteína, triptófano y tirosina.   
 

El ion cúprico coordina a 4 enlaces peptídicos, reduciéndolo 
a un ion cuproso el cual forma un complejo con BCA que 
absorbe alrededor de 540 nm, produciendo el color violeta 
firme. Este ensayo es alrededor de 100 veces más sensible 
que el de Biuret, permitiendo ser utilizado bajo concentraciones 
de hasta 5% de tensioactivos.  
 

Las ventajas de este método incluyen: estabilidad del 
complejo coloreado, menos sensibilidad a detergentes, 
aplicable a un amplio rango de concentraciones de proteínas.  
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Figura 2.4.1. Estructura química del ácido Bicinconínico (2-

(4-carboxyquinolin-2-yl) quinoline-4-carboxylic acid). 
 
 

Este es el método más sensible, que no presenta 
interferencias debidas a detergentes; el complejo coloreado 
formado no es muy estable.  
 

OBJETIVOS 
Determinar los rendimientos de los procedimientos de 

extracción de las proteínas de la guía anterior mediante su 
cuantificación por el método del ácido Bicinconínico 
 
MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS  

• Micropipetas de 1000, 200, 20 y 2µL 
• Tubos de ensayo  
• Tubos Eppendorf de 0.5 y 1.5 mL 
• Gradillas para tubos de ensayo 
• Gradillas para tubos Eppendorf 
• Placas de 96 pozos fondo plano transparente 
• Beaker de 50 mL 
• Frasco lavador 
• Guantes plásticos 
• Reactivo de ácido Bicinconínico 
• Albúmina de suero bovino (BSA) 
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• Agua destilada 
• Muestras biológicas: Plasma, Suero, Saliva, Tejido entre 

otros. 
• Espectrofotómetro UV-VIs 
 

 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 
Para el desarrollo de este ensayo se seguirán los siguientes 
pasos: 
 

• Tomar tubos de ensayos y rotularlos, adicionar los 
reactivos según se indica en el cuadro siguiente. El 
estándar de BSA se prepara a partir de una solución 
patrón de 0.1 mg/mL de BSA. 

• A cada tubo de ensayo se le adicionara según lo 
estipulado en la siguiente Tabla 2.4.1: 

 
Tabla 2.4.1. Curva estándar de BSA con reactivo ácido 

bicinconínico. 
 

 
Tubos 

Reactivos 
Estándar 

BSA 
Agua 

destilada 
Reactivo ácido 
bicinconínico 

Blanco 0 µL 100 µL 1 mL 
1 25 µL 75 µL 1 mL 
2 50 µL 50 µL 1 mL 
3 75 µL 25 µL 1 mL 
4 100 µL 0 µL 1 mL 

Muestras 100 µL 0 µL 1 mL 
 

• Sembrar por duplicado en una placa de 96 pozos el 
blanco, los estándares y las muestras. 

• Incubar 10 min a 60 °C. 
• Leer absorbancia a 562 nm  
• Los cálculos se realizarán con la ecuación obtenida de la 

curva de los estándares de BSA.  
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ACTIVIDAD 
A partir de los datos de absorbancia o densidad óptica 
arrojados después de la lectura para cada metodología realizar 
el cálculo de la cantidad de proteínas presente en la muestra. 
 

Responda las siguientes preguntas 

• ¿Cuáles son las principales proteínas que se encuentran 
en la sangre? 

• ¿Qué proteínas pueden encontrarse en saliva y explique 
su importancia?  

• ¿Cuáles son los valores de referencia para la 
concentración de proteínas en suero sanguíneo? 

• ¿Qué es la hipoproteinemia y cuales enfermedades están 
asociadas con esta? 

• ¿Qué es la hiperproteinemia y cuales enfermedades 
están asociadas con esta? 

• ¿Indica en qué casos se puede evidenciar proteínas 
alteradas en orina?  

• ¿Por qué es importante cuantificar proteínas en un tejido? 
• ¿Qué métodos se pueden emplear para el trabajo en el 

laboratorio de bioquímica que necesiten previamente la 
cuantificación de proteína en la muestra?  
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5 
GUÍA  

 
ELECTROFORESIS DESNATURALIZANTE DE 
PROTEÍNAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA 

 
Darío Méndez Cuadro.  

Adaptado de  
Molecular Cloning. A Laboratory Manual. 

Third Edition. Vol. 3.  
By Nina Irwin and Kaaren A. Janssen  

 
 
INTRODUCCIÓN 

Casi todas las electroforesis analíticas de proteínas se 
llevan a cabo en geles de poliacrilamida en condiciones que 
aseguran la disociación de las proteínas en sus subunidades 
polipeptídicas individuales y que minimizan la agregación. Más 
comúnmente, el detergente fuertemente aniónico SDS se usa 
en combinación con un agente reductor y calor para disociar las 
proteínas antes de que se carguen en el gel. Los polipéptidos 
desnaturalizados se unen a SDS y se cargan negativamente. 
Debido a que la cantidad de SDS unida es casi siempre 
proporcional al peso molecular del polipéptido y es 
independiente de su secuencia, los complejos SDS-polipéptido 
migran a través de geles de poliacrilamida de acuerdo con el 
tamaño del polipéptido. En saturación, se unen aproxima-
damente 1,4 g de detergente por gramo de polipéptido. 
Utilizando marcadores de peso molecular conocido, es posible 
estimar el peso molecular de la cadena o cadenas 
polipeptídicas. Sin embargo, las modificaciones de la estructura 
polipeptídica, como la glicosilación ligada en N u O, tienen un 
impacto significativo sobre el peso molecular aparente. Por 
tanto, el peso molecular aparente de las proteínas glicosiladas 
no es un reflejo fiel de la masa de la cadena polipeptídica. 
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En la mayoría de los casos, la electroforesis en gel de 

poliacrilamida-SDS se lleva a cabo con un sistema de tampón 
discontinuo en el que el tampón de los depósitos tiene un pH y 
una fuerza iónica diferente a la del tampón utilizado para 
moldear el gel. Los complejos de SDS-polipéptido en la 
muestra que se aplica al gel son arrastrados por un efecto 
móvil creado cuando pasa una corriente eléctrica entre los 
electrodos. Después de migrar a través de un gel de 
apilamiento de alta porosidad, los complejos se depositan en 
una zona muy fina (stacking) sobre la superficie del gel de 
resolución. La capacidad de los sistemas tampón discontinuos 
para concentrar todos los complejos de la muestra en un 
volumen muy pequeño aumenta en gran medida la resolución 
de los geles de poliacrilamida-SDS (Ver Figura 2.5.1.). 
 

 
Figura 2.5.1. Efecto concentrador de los geles discontinuos 

 
En la SDS-PAGE discontinúa la muestra se coloca en la 

parte superior en contacto con el gel apilador (stacking de color 
grís claro). Una vez abierto el circuito eléctrico la muestra 
comienza a migrar desde su sitio de siembra en el cátodo en 
busca del ánodo (panel izquierdo). El gel apilador posee un 
tamaño de poro grande y permite que la mezcla de proteínas 
migre rápidamente a pH 6.8. Cuando las muestras encuentran 
el gel separador (resolving, de color grís oscuro), las proteínas 
sufren un “atascamiento” debido al tamaño de poro de este gel. 
Este atasco permite que las proteínas que vienen rezagadas 
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alcancen a las atascadas creando un efecto de apilamiento en 
la zona límite entre los dos tipos de geles (panel centro). Este 
efecto también se favorece por el pH de 8.8 que posee el gel 
de resolución. Luego, las proteínas comienzan a migrar a 
través del gel de resolución (de poros estrechos) donde 
experimentarán un efecto de cizalla de acuerdo al tamaño de 
las proteínas. Esto hace que las más pequeñas migren más 
rápido que las pesadas logrando la separación en delgadas 
bandas de mezclas de proteínas con tamaño similar (panel 
derecho).  Imagen adaptada de Westermeier 2008.  
 

Ornstein (1964) y Davis (1964) diseñaron originalmente el 
sistema de amortiguación discontinuo más utilizado. La 
muestra y el gel de apilamiento contienen Tris-Cl (pH 6,8), los 
depósitos de tampón superior e inferior contienen Tris-glicina 
(pH 8,3) y el gel de resolución contiene Tris-Cl (pH 8,8). Todos 
los componentes del sistema contienen SDS al 0,1% (Laemmli 
1970). Los iones de cloruro en la muestra y el gel de 
apilamiento forman el borde anterior del límite móvil y el borde 
posterior está compuesto por moléculas de glicina. Entre los 
bordes delantero y trasero del límite móvil hay una zona de 
menor conductividad y gradiente de voltaje más pronunciado, 
que barre los polipéptidos de la muestra y los deposita en la 
superficie del gel de resolución. Allí, el pH más alto del gel de 
resolución favorece la ionización de la glicina, y los iones de 
glicina resultantes migran a través de los polipéptidos apilados 
y viajan a través del gel de resolución inmediatamente detrás 
de los iones de cloruro. Liberados del límite móvil, los 
complejos SDS-polipéptido se mueven a través del gel de 
resolución en una zona de voltaje y pH uniformes y se separan 
según el tamaño mediante tamizado. 
 

Los geles de poliacrilamida se componen de cadenas de 
acrilamida polimerizada que están reticuladas por un agente 
bifuncional como N, N'-metilen-bis-acrilamida (Figura 2.5.2.). El 
rango efectivo de separación de geles de poliacrilamida-SDS 
depende de la concentración de poliacrilamida usada para 
moldear el gel y de la cantidad de reticulación. La 
polimerización de acrilamida en ausencia de agentes de 
reticulación genera soluciones viscosas que no tienen uso 
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práctico. Los enlaces cruzados formados a partir de 
bisacrilamida añaden rigidez y resistencia a la tracción al gel y 
forman poros a través de los cuales deben pasar los complejos 
SDS-polipéptido. El tamaño de estos poros disminuye a medida 
que aumenta la relación bisacrilamida:acrilamida, alcanzando 
un mínimo cuando la relación es cercana a 1: 20.  
 

 
Figura 2.5.2. Estructura química de la poliacrilamida. Adaptación 
de la imagen descrita por Westermeier, R. en Proteomics in Practice. 
 

Los monómeros de acrilamida se polimerizan en cadenas 
largas en una reacción iniciada por radicales libres. En 
presencia de N, N'-metilenbisacrilamida, estas cadenas se 
entrecruzan para formar un gel. La porosidad del gel resultante 
está determinada por la longitud de las cadenas y el grado de 
reticulación que se produce durante la reacción de 
polimerización. Imagen adaptada de Westermeier 2008. 
 

La mayoría de los geles de poliacrilamida-SDS se moldean 
con una relación molar de bisacrilamida: acrilamida de 1:29, 
que se ha demostrado empíricamente que es capaz de resolver 
polipéptidos que difieren en tamaño en tan solo un 3%. Las 
propiedades de tamizado del gel están determinadas por el 
tamaño de los poros, que es una función de las 
concentraciones absolutas de acrilamida y bisacrilamida 
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utilizadas para moldear el gel. La Tabla 2.5.1. muestra el 
intérvalo lineal de separación de proteínas obtenidas con geles 
moldeados con concentraciones de acrilamida que van del 5% 
al 15%. 

 
Tabla 2.5.2. Intervalo efectivo de separación de geles de 

poliacrilamida-SDS 
 

Concentración de 
acrilamida (%) 

Intervalo lineal de separación 
(KDa) 

15 10 - 43 
12 12 - 60 
10 20 - 80 
75 36 - 94 
5.0 57 - 212 

    
Datos estimados para geles de bisacrilamida/acrilamida en 
proporción 1:29 
 

Para obtener buenos resultados en una SDS-PAGE la 
calidad de los reactivos debe ser grado electroforético. Así, por 
ejemplo, las siguientes sustancias son de particular cuidado: 
 

Acrilamida y N, N-metilen-bis-acrilamida: varios fabrican-
tes venden acrilamida de grado electroforesis que no contiene 
iones metálicos contaminantes. Se debe preparar una solución 
madre que contenga 29% (p/ v) de acrilamida y 1% (p / v) de N, 
N'-metilen-bis-acrilamida en H2O caliente desionizada (para 
ayudar a la disolución de la bisacrilamida). La acrilamida y la 
bisacrilamida se convierten lentamente durante el alma-
cenamiento en ácido acrílico y ácido bisacrílico. Esta reacción 
de desaminación es catalizada por luz y álcali. Verifique que el 
pH de la solución sea 7.0 o menos y almacene la solución en 
botellas oscuras a temperatura ambiente. Deben prepararse 
soluciones nuevas cada seis meses. Tenga en cuenta que las 
soluciones madre preempaquetadas y premezcladas están 
disponibles comercialmente. Estos sistemas de gel propor-
cionan todos los componentes excepto el persulfato de amonio 
y son ciertamente convenientes, pero quizás un poco costosos. 
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Dodecil sulfato de sodio (SDS): varios fabricantes venden 

grados especiales de SDS que son lo suficientemente puros 
para la electroforesis. Aunque cualquiera de estos dará 
resultados reproducibles, no son intercambiables. El patrón de 
migración de polipéptidos puede cambiar drásticamente 
cuando la SDS de un fabricante se sustituye por la de otro. 
Recomendamos el uso exclusivo de una marca de SDS. Debe 
prepararse una solución madre al 10% (p/v) en H2O 
desionizada y almacenarse a temperatura ambiente.  
 
Tampones Tris para la preparación de geles de resolución 
y apilamiento: Es fundamental que estos tampones estén 
preparados con Tris-base. Después de que la base Tris se 
haya disuelto en H2O desionizada, ajuste el pH de la solución 
con HCl. Si se usa Tris-Cl o Trizma para preparar tampones, la 
concentración de sal será demasiado alta y los polipéptidos 
migrarán de forma anómala a través del gel, produciendo 
bandas extremadamente difusas. 
 
TEMED (N, N, N ', N'-tetrametiletilendiamina): TEMED 
acelera la polimerización de acrilamida y bisacrilamida 
catalizando la formación de radicales libres a partir de 
persulfato de amonio. Utilice el grado de electroforesis vendido 
por varios fabricantes. Debido a que TEMED funciona solo 
como base libre, la polimerización se inhibe a pH bajo. 
 
Persulfato de amonio: este reactivo proporciona los radicales 
libres que impulsan la polimerización de acrilamida y 
bisacrilamida. Debe prepararse una pequeña cantidad de una 
solución madre al 10% (p/v) en H2O desionizada y almacenarse 
a 4°C. El persulfato de amonio se descompone lentamente y se 
deben preparar soluciones nuevas cada semana. 
 
Tampón de electroforesis de Tris-glicina: este tampón 
contiene Tris-base 25 mM, glicina 250 mM (grado de 
electroforesis) (pH 8,3), SDS al 0,1%. 
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OBJETIVOS  

Obtener perfiles de proteínas de muestras de distintos 
orígenes biológicos mediante electroforesis desnatura-
lizante en geles de acrilamida. 
 

MATERIALES REACTIVOS Y EQUIPOS  

• Soluciones de acrilamida: consulte la Tabla 5.2.2. para 
resolver recetas de gel y la Tabla 2.5.3. para apilar recetas 
de gel. 

• Marcadores de peso molecular proteínas: los marcadores 
de peso molecular estándar están disponibles 
comercialmente.  

• Muestras de proteínas: las muestras a resolver, 
corresponden a los extractos de proteínas obtenidos en las 
prácticas anteriores. 

• Tampón de carga de gel 1xSDS: 
- Tris-Cl 50 mM (pH 6,8) 
- Ditiotreitol 100 mM 
- SDS al 2% (p / v) (grado de electroforesis) 
- 0,1% de azul de bromofenol 
- 10% (v / v) de glicerol 
 
Almacene el tampón de carga de gel 1xSDS que carece de 
ditiotreitol a temperatura ambiente. Agregue ditiotreitol de 
una reserva de 1 M justo antes de usar el tampón. 

• 1X tampón de electroforesis de Tris-glicina 
- 25 mM Tris  
- Glicina 250 mM (grado de electroforesis) (pH 8,3) 
- SDS al 0,1% (p/v) 
 
Preparar una solución de tampón de electroforesis 5x 
disolviendo 15,1 g de base Tris y 94 g de glicina en 900 ml 
de H2O desionizada. A continuación, agregue 50 ml de una 
solución madre al 10% (p/v) de SDS de grado de 
electroforesis y ajuste el volumen a 1000 ml con H2O. 
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Tabla 2.5.2. Soluciones para preparar geles de resolución 
para electroforesis en gel de Tris-glicina SDS-poliacrilamida 

Componentes / 
Volumen del 

gel 

Volumen (mL) de componentes requeridos para los geles de 
volúmenes y concentraciones indicados 

5 mL 10 
mL 

15 
mL 

20 
mL 

25 
mL 

30 
mL 

40 
mL 

50 
mL 

6% gel 
H2O 2.6 5.3 7.9 10.6 13.2 15.9 21.2 26.5 

30% acrilamida 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 8.0 10.0 
1.5 M Tris (pH 

8.8) 
1.3 2.5 3.8 5.0 6.3 7.5 10.0 12.5 

10% SDS 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 
10% persulfato 

de amonio 
0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 

TEMED 0.004 0.008 0.012 0.016 0.02 0.024 0.032 0.04 
8% gel 

H2O 2.3 4.6 6.9 9.3 11.5 13.9 18.5 23.2 
30% acrilamida 1.3 2.7 4.0 5.3 6.7 8.0 10.7 13.3 
1.5 M Tris (pH 

8.8) 
1.6 2.5 3.8 5.0 6.3 7.5 10.0 12.5 

10% SDS 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 
10% persulfato 

de amonio 
0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 

TEMED 0.003 0.006 0.009 0.012 0.015 0.018 0.024 0.03 
10% gel  

H2O 1.9 4.0 5.9 7.9 9.9 11.9 15.9 19.8 
30% acrilamida 1.7 3.3 5.0 6.7 8.3 10.0 13.3 16.7 
1.5 M Tris (pH 

8.8) 
1.3 2.5 3.8 5.0 6.3 7.5 10.0 12.5 

10% SDS 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 
10% persulfato 

de amonio 
0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 

TEMED 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.016 0.02 
12% gel  

H2O 1.6 3.3 4.9 6.6 8.2 9.9 13.2 16.5 
30% acrilamida 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 16.0 20.0 
1.5 M Tris (pH 

8.8) 
1.3 2.5 3.8 5.0 6.3 7.5 10.0 12.5 

10% SDS 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 
10% persulfato 

de amonio 
0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 

TEMED 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.016 0.02 
15% gel  

H2O 1.1 2.3 3.4 4.6 5.7 6.9 9.2 11.5 
30% acrilamida 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 20.0 25.0 
1.5 M Tris (pH 

8.8) 
1.3 2.5 3.8 5.0 6.3 7.5 10.0 12.5 

10% SDS 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 
10% persulfato 

de amonio 
0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 

TEMED 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.016 0.02 
*Modificado de Harlow y Lane (1998). 
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Tabla 2.5.3. Soluciones para preparar geles de apilamiento 
al 5% para electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS de 

Tris-glicina 
Componentes / 

Volumen del 
gel 

Volumen (mL) de componentes requeridos para los geles de 
volúmenes y concentraciones indicados 

1 mL 2 mL 3 mL 4 mL 5 mL  mL 8 mL 10 
mL 

H2O 0.68 1.4 2.1 2.7 3.4 4.1 5.5 6.8 
30% acrilamida 0.17 0.33 0.5 0.67 0.83 1.0 1.3 1.7 
1.5 M Tris (pH 

6.8) 
0.13 0.25 0.38 0.5 0.63 0.75 1.0 1.25 

10% SDS 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.08 0.1 
10% persulfato 

de amonio 
0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.08 0.1 

TEMED 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.008 0.01 
*Modificado de Harlow y Lane (1998). 

 
 

• Fuente de alimentación: Se necesita un dispositivo capaz de 
suministrar hasta 500 V y 200 mA. 

• Aparato de electroforesis vertical: Miniprotean tetracell 
(BioRad) con accesorios 

• Calentador Boekel o bloque seco. 
• Agitador orbital. 

 

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

I. Preparación de los geles de poliacrilamida-SDS 
Ensamble las placas de vidrio de acuerdo con las instrucciones 
del profesor. La Figura 2.5.3. muestra una composición de 
imágenes de todo el procedimiento. 
 
• Determine el volumen del molde de gel (esta información 

generalmente la proporciona el fabricante). En un matraz 
Erlenmeyer o tubo de plástico desechable, prepare el 
volumen apropiado de solución que contenga la 
concentración deseada de acrilamida para el gel de 
resolución, usando los valores dados en la Tabla 2.5.2. 
Mezcle los componentes en el orden mostrado. La 
polimerización comenzará tan pronto como se haya 
agregado el TEMED. Sin demora, agite la mezcla 
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rápidamente y continúe con el siguiente paso. La 
concentración de persulfato de amonio que recomendamos 
es superior a la que utilizan algunos investigadores. Esto 
elimina la necesidad de eliminar el oxígeno disuelto de la 
solución de acrilamida (que retarda la polimerización) por 
desgasificación. 

• Vierta la solución de acrilamida en el espacio entre las 
placas de vidrio. Deje suficiente espacio para el gel de 
apilamiento (la longitud de los dientes del peine más 1 cm). 
Utilice una pipeta Pasteur para cubrir cuidadosamente la 
solución de acrilamida con SDS al 0,1% (para geles que 
contengan  ∼ 8% de acrilamida) o isobutanol (para geles que 
contengan ∼ 10% de acrilamida). Coloque el gel en posición 
vertical a temperatura ambiente. 

• La superposición evita que el oxígeno se difunda en el gel e 
inhiba la polimerización. El isobutanol disuelve el plástico de 
algunos aparatos minigel.  

• Una vez completada la polimerización, descarte el 
recubrimiento y lave la parte superior del gel varias veces 
con H2O desionizada para eliminar la acrilamida no 
polimerizada. Drene la mayor cantidad de líquido posible de 
la parte superior del gel y luego elimine el H2O restante con 
el borde de una toalla de papel. 

• Prepare el gel de apilamiento de la siguiente manera: En un 
tubo de plástico desechable, prepare el volumen apropiado 
de solución que contenga la concentración deseada de 
acrilamida, usando los valores dados en la Tabla 2.5.3. 
Mezcle los componentes en el orden mostrado. La 
polimerización comenzará tan pronto como se haya 
agregado el TEMED. Sin demora, agite la mezcla 
rápidamente y continúe con el siguiente paso 
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Figura 2.5.3. Etapas de la preparación de los geles de 
poliacrilamida. a) Montaje del sistema de cristales; b-c) 
preparación del gel separador; d-e) preparación del gel 

concentrador; f-g) colocación del peine; h-i) ensamblaje y 
montaje de la cámara de electroforesis 

 
Vierta la solución de gel de apilamiento directamente sobre 

la superficie del gel de resolución polimerizado. Inserte 
inmediatamente un peine de teflón limpio en la solución de gel 
apilable, teniendo cuidado de no atrapar burbujas de aire. 
Agregue más solución de gel de apilamiento para llenar 
completamente los espacios del peine. Coloque el gel en 
posición vertical a temperatura ambiente. Los peines de teflón 
deben limpiarse con H2O y secarse con etanol justo antes de 
su uso. 
 

II. Preparación de muestras y tampón de electroforesis 
(running buffer) 

Mientras se polimeriza el gel de apilamiento, prepare las 
muestras en el volumen apropiado de tampón de carga de gel 
1x SDS y caliéntelas a 100°C durante tres minutos para 
desnaturalizar las proteínas. Asegúrese de desnaturalizar una 
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muestra que contenga proteínas marcadoras de pesos 
moleculares conocidos. Las mezclas de polipéptidos de tamaño 
apropiado están disponibles en fuentes comerciales. Las 
proteínas extremadamente hidrófobas, como las que contienen 
múltiples dominios transmembrana, pueden precipitar o 
multimerizar cuando se hierven durante tres minutos a 100°C. 
Para evitar estos errores, caliente las muestras durante una 
hora a una temperatura más baja (45-55°C) para efectuar la 
desnaturalización. 
 

Una vez completada la polimerización, retire el peine de 
teflón con cuidado. Use una botella rociadora para lavar los 
pocillos inmediatamente con H2O desionizada para eliminar 
cualquier resto de acrilamida no polimerizada. Si es necesario, 
enderece los dientes del gel de apilamiento con una aguja 
hipodérmica roma unida a una jeringa. Monte el gel en el 
aparato de electroforesis. Agregue tampón de electroforesis de 
Tris-glicina a los depósitos superior e inferior. Retire las 
burbujas que queden atrapadas en la parte inferior del gel entre 
las placas de vidrio. Esto se hace mejor con una aguja 
hipodérmica doblada unida a una jeringa. 

 
¡IMPORTANTE! No ejecute previamente el gel antes de cargar 
las muestras, ya que este procedimiento destruirá la 
discontinuidad de los sistemas de amortiguación. 
 

Cargue hasta 15 µL de cada una de las muestras en un 
orden predeterminado en el fondo de los pocillos. Esto se hace 
mejor con una micropipeta equipada con puntas de carga de 
gel que se lavan con tampón del depósito inferior después de 
cargar cada muestra. Cargue un volumen igual de tampón de 
carga de gel SDS 1x en los pocillos que no se utilicen. 
 

Conecte el aparato de electroforesis a una fuente de 
alimentación eléctrica (el electrodo positivo debe estar 
conectado al depósito de amortiguación inferior). Aplique un 
voltaje de 8V/cm al gel. Después de que el frente del tinte se 
haya movido al gel de resolución, aumente el voltaje a 15V/cm 
y ejecute el gel hasta que el azul de bromofenol llegue al fondo 
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del gel de resolución (∼2.5 horas). Luego apague la fuente de 
alimentación. 
 

Retire las placas de vidrio del aparato de electroforesis y 
colóquelas sobre una toalla de papel. Use un espaciador de gel 
adicional para separar las placas con cuidado. Marque la 
orientación del gel cortando una esquina de la parte inferior del 
gel que esté más cerca del pozo más a la izquierda (Ranura 1).  
 
¡IMPORTANTE!  Corte la esquina de los geles que se van a 
utilizar. 
 

En esta etapa, el gel se puede fijar, teñir con Coomassie 
Brilliant Blue o sales de plata, fluorografiar o autorradiografiar, o 
usar para realizar una inmunotransferencia. 

 
 
III. Tinción de geles de poliacrilamida-SDS con azul brillante de 
Coomassie 
 

Coomassie Brilliant Blue es un tinte de aminotriarilmetano 
que forma complejos fuertes, pero no covalentes con las 
proteínas, muy probablemente por una combinación de fuerzas 
de van der Waals e interacciones electrostáticas con grupos 
NH3

+. Coomassie Brilliant Blue se utiliza para teñir proteínas 
después de la electroforesis a través de geles de 
poliacrilamida. La absorción de colorante es aproximadamente 
proporcional a la cantidad de proteína, siguiendo la ley de 
Beer-Lambert. 

 
Prepare la solución de tinción disolviendo 0,25 g de 

Coomassie Brilliant Blue R-250 por 100 ml de solución de 
metanol: ácido acético. Filtre la solución a través de un filtro 
Whatman No. 1 para eliminar cualquier material particulado. 

 
Sumerja el gel en al menos cinco volúmenes de solución de 

tinción y colóquelo en una plataforma de rotación lenta durante 
un mínimo de cuatro horas a temperatura ambiente. 
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Retire el colorante y guárdela para su reutilización futura. 
Enjuague el gel sumergiéndolo en la solución de metanol: ácido 
acético en una plataforma de oscilación lenta durante 4-8 
horas, cambiando la solución decolorante tres o cuatro veces. 
Cuanto más se decolore el gel, menor será la cantidad de 
proteína detectada mediante la tinción con Coomassie Brilliant 
Blue. La decoloración durante 24 horas generalmente permite 
que se detecten tan solo 0,1 µg de proteína en una sola banda. 
 

Se puede lograr una tasa de decoloración más rápida 
mediante los siguientes métodos: 
 

• Decoloración en metanol al 30%, ácido acético al 10%. Si 
la decoloración es prolongada, habrá alguna pérdida en 
la intensidad de la tinción de las bandas de proteínas. 

• Decoloración en el tampón decolorante normal a 
temperaturas más altas (45°C). 

• Incluir unos gramos de una resina de intercambio 
aniónico o un trozo de esponja en el tampón decolorante 
normal. Estos absorben la mancha a medida que se filtra 
del gel. 

• Decoloración electroforética en aparatos que se 
comercializan para este fin. 

 
Después de decolorar, almacene los geles en H2O en una 
bolsa de plástico sellada. Los geles pueden almacenarse por 
una semana sin que disminuya la intensidad de la tinción; sin 
embargo, los geles fijos de poliacrilamida almacenados en H2O 
se hincharán y pueden deformarse durante el almacenamiento. 
Para evitar este problema, almacene los geles fijos en H2O que 
contenga un 20% de glicerol. Los geles teñidos no deben 
almacenarse en tampón decolorante, porque las bandas de 
proteínas teñidas se desvanecerán. 
 
Para hacer un registro permanente, haga una fotografía del gel 
teñido en un equipo fotodocumentador. 
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IV. Resultados esperados: 
Los perfiles de proteínas teñidos con azul de Coomassie 
deberán tener los siguientes aspectos: 

 
Figura 2.5.4. Perfiles de proteínas musculares. 

 
Figura 2.5.5. Perfil de proteínas de hojas de Mangífera sp. 
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ACTIVIDAD 

• Capture las imágenes y con ayuda del recorrido de los 
marcadores de peso, calcula el tamaño de las cinco bandas 
de proteínas mejor definidas en el perfil obtenido. Consulta 
para ello el procedimiento para construir la gráfica de 
Fergunson. 

• Compare el perfil de proteínas obtenido con alguno 
reportado en la literatura. Identifica bandas con similar 
recorrido y consulta acerca de las posibles proteínas 
presentes en esas bandas.  

• Elabora un reporte de los experimentos realizados en la 
sección de proteínas que abarque desde la obtención del 
extracto hasta los resultados de la práctica de electroforesis 
de proteínas. En formato de artículo de investigación:  

a. Hoja de título, autores, afiliación, resumen de 200 palabras y 
palabras claves. 

b. Introducción: Importancia de las proteínas en la muestra 
trabajada. También debe reflejar el objeto de tus 
experimentos (objetivos).  

c. Materiales y métodos: Describe brevemente los 
procedimientos realizados y los materiales, reactivos y 
equipos utilizados. Utiliza esquemas, tablas y figuras si es 
necesario 
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d. Resultados: Presenta los resultados obtenidos de manera 
ordenada y secuencial. Utiliza esquemas, tablas y figuras 
para su organización. El artículo debe contener al menos 
uno de cada elemento recomendado. 

e. Discusión: Interpreta tus resultados y compáralos con 
reportes científicos previos similares. 

f. Conclusiones 
g. Bibliografía: Utiliza un administrador de referencias como 

Mendeley o EndNote para gestionar tus citas 
bibliográficas. Escoge el formato de citación de acuerdo con 
tú revista científica de predilección e indica la revista. 
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6 
GUÍA  

 
ACTIVIDAD ENZIMÁTICA EN ELECTROFORESIS 
DE ACRILAMIDA EN CONDICIONES NATIVAS 

 
 

Maricela Viola Rhenals  
 
 

INTRODUCCIÓN 
El balance entre mecanismos prooxidantes y antioxidantes 

es esencial para la vida en sistemas aeróbicos. El estrés 
oxidativo ocurre como consecuencia de un desbalance entre 
antioxidantes y prooxidantes. Si los mecanismos de defensa 
antioxidante se inhabilitan, la sobreproducción descontrolada 
de prooxidantes resulta en daños ocasionados por radicales 
libres, sobre estructuras celulares como proteínas, lípidos, 
ácido desoxirribonucleico (ADN) y carbohidratos, 
produciéndose una posible alteración en las funciones 
celulares.  
 

Bajo condiciones normales, la célula reacciona rápidamente 
frente a un desbalance redox mediante arresto del crecimiento 
específicamente en el ciclo celular, aumentando o 
disminuyendo la trascripción de genes, iniciando señalización 
intracelular, o induciendo el mecanismo de defensa 
antioxidante. Es así como actúan de manera concertada para 
detoxificar estas especies, pero cuando ocurre un desbalance y 
el estrés oxidativo persiste, ocurre daño a biomoléculas e 
incluso al genoma. 
 

El número de posibles fuentes de estrés oxidativo es grande 
e incluye eventos como: 
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a. Producción de especies reactivas de oxígeno (ERO) por 
la fosforilación oxidativa mitocondrial. 

b. Exposición a radiación ionizante. 
c. Metabolismo de compuestos exógenos, algunos de los 

cuales son empleados en terapia anticancerígena como 
adriamicina, cis-platino, entre otros. 

d. Procesos metabólicos patológicos como envejecimiento, 
alzheimer y cáncer. 

 
Las enzimas antioxidantes superóxido dismutasa, catalasa y 

glutatión peroxidasa son el esqueleto de los sistemas de 
defensa antioxidante celular. La superóxido dismutasa cataliza 
la dismutación del anión radical de superóxido a peróxido de 
hidrógeno, que es detoxificado por catalasa en una reacción 
redox que produce agua y oxígeno. La glutatión peroxidasa 
reduce tanto peróxido como hidroperóxidos orgánicos usando 
glutatión reducido (GSH) como donante de electrones. En 
ausencia de estrés oxidativo, las especies reactivas de oxigeno 
son mantenidas a bajas concentraciones a través de la acción 
coordinada de estas tres enzimas 
 

Las enzimas antioxidantes constituyen la principal línea de 
defensa enzimática contra el exceso de radicales para que 
estos no ocasionen daño a las macromoléculas como 
proteínas, lípidos o ADN. 
 

La determinación de la cantidad de estas enzimas a nivel 
celular es importante, pero mucho más importante es 
determinar si están activas o no, debido a que mutaciones o 
cambios conformacionales pueden ocasionar que existan pero 
que sean incapaces de llevar acabo sus reacciones catalíticas.  
  

Mediante el empleo de la electroforesis en geles nativos de 
poliacrilamida, se puede determinar la actividad de la enzima 
permitiendo tener certeza de que los procesos de 
neutralización de especies reactivas radicales y no radicales 
son adecuados. 
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OBJETIVOS  
Determinar la actividad de las enzimas antioxidantes 

catalasa, superóxido dismutasa, glutatión peroxidasa y 
glutatión reductasa en geles nativos de poliacrilamida. 
 

MATERIALES REACTIVOS Y EQUIPOS  
• Beakers de 50 mL, 100 mL 
• Pipetas graduadas de 5 y 10 mL 
• Micropipetas de 1000, 200 y 20 µL 
• Balones aforados de 500 y 1000 mL 
• Cilindros graduados de 2000, 500 y 50 mL 
• Frascos lavadores 
• Agua destilada 
• Dodecil sulfato de sodio (SDS) 
• N,N,N`,N`-tetrametiletilendiamina (TEMED) 
• Tris base 
• Persulfato de sodio 
• EDTA disódico 
• Ácido clorhídrico 
• Sacarosa 
• Riboflavina 
• Glicerol 
• Azul de bromofenol 
• Glicina 
• Azul de nitrotetrazolio (NBT) 
• Cloruro férrico 
• Ferricianuro de potasio 
• Peróxido de hidrógeno 
• Glutatión oxidado 
• NADPH 
• Dicloroindolfenol-indofenol 
• 3-(4,5-dimetiltiazolil-2-)-2,5-difenil tetrazolio 
• Acrilamida 
• Bis-acrilamida 
• Dodecil sulfato de sodio (SDS) 
• Lámpara de luz blanca 
• Cámara de electroforesis vertical 
• Fuente de poder para electroforesis 
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 
Para la realización de una electroforesis en gel nativo, es 

esencial que las superficies de los vidrios estén limpios y libres 
de contaminantes, se recomienda limpiarlos con etanol diluido y 
agua y no con SDS.   
 
Tabla 2.6.1. Preparación del gel de separación: 
 

Reactivos 8% 10% 12% 
30% Acrilamida-

Bisacrilamida 3.2 mL 4.05 mL 4.85 mL 

Buffer de separación Tris 
pH 8.8 1.5 mL 1.5 mL 1.875 mL 

Agua destilada 7.3 mL 8.45 mL 5.65 mL 

TEMED 6 µL 6 µL 6 µL 

AP 10% 45 µL 45 µL 45 µL 
 

• Prepare la solución del gel de separación, a la 
concentración deseada. 

• Después de armar las cámaras de electroforesis, 
adicione la solución del gel de separación. 

• Adicionar un poco de alcohol en el tope del gel, para 
evitar la formación de burbujas. 

• Dejar solidificar el gel por 30 minutos aproximadamente. 
• Una vez haya solidificado el gel, descartar el exceso de 

alcohol en el tope del gel. 
• Para remover el exceso de TEMED y AP, el gel de 

separación debe someterse a una preelectroforesis por 
una hora a 4°C y 40 mA.  (Asegurarse de usar el buffer 
de preelectroforesis para la precorrida) 

• Después de la preelectroforesis, el gel debe mantenerse 
a 4°C por lo menos por una hora, pero para mejores 
resultados de resolución, se recomienda dejarlo toda la 
noche. Debe adicionarle agua en el tope del gel para 
evitar que se seque. 

• Al día siguiente, descartar el agua en el tope del gel y 
cargar el gel de apilamiento. 
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Tabla 2.6.2. Preparación del gel de apilamiento 
 

Reactivos Gel de apilamiento 
30% Acrilamida-Bisacrilamida 1.0 mL 
Buffer de apilamiento Tris pH 6.8 1.6 mL 
Sacarosa 40% 3.2 mL 
Riboflavina 0.004% 800 µL 
TEMED 4 µL 

 
• Colocar el peine con los pozos según el número de 

muestras que se van a correr. 
• Adicionar el gel de apilamiento y colocar el gel frente a 

una lámpara de luz fluorescente por aproximadamente 20 
minutos, para ayudar a la solidificación. 

• Quitar el peine y montar el gel en la cámara de 
electroforesis y adicionar el buffer de corrida. 

• Preparar las muestras diluyéndolas 1:1 con buffer de 
carga y adicionar cada una en un pozo del gel. 

• Correr el gel a 40 mA hasta que el colorante del buffer de 
carga llegue al final del gel de corrida. Si lo que se desea 
es separar MnSOD de Cu/ZnSOD, deje correr el gel por 1 
hora más, separando así las dos proteínas. 

• Es recomendable correr el gel por un día a 5 mA para 
poder visualizar mejor las bandas sin colas.  

 

DETERMINACIÓN DE ACTIVIDAD SUPERÓXIDO DISMUTASA EN 
GEL NATIVO 

• Correr las muestras en un gel nativo 12%, en condiciones 
desnaturalizantes. Correr gel a 5 mA por un día, para 
visualizar mejor la separación entre las enzimas y correr 
por dos horas después que el buffer de carga llegue al 
final de la corrida.  

• Después de correr el gel incubar en oscuridad con 30 mL 
de Sypro Ruby. 

• Digitalizar el gel para cuantificar proteínas cargadas en 
cada pozo. 

• Descartar el sypro ruby y teñír el gel: 
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- Tinción 
• Incubar en oscuridad por 20 minutos en una solución de 

Nitroblue tetrazolium (NBT) 2.43 mM. 
• Incubar en oscuridad por 15 minutos en una solución 

Riboflavina 0.28 µM y TEMED 28 mM en buffer fosfato 50 
mM pH 7.8. 

• Colocar el gel en agua destilada e iluminar con fuente de 
luz fluorescente, hasta la aparición de bandas 
acromáticas lo cual indica la presencia de SOD. 

 
Si se desea visualizar actividad MnSOD solamente, debe 

adicionarse cianuro de sodio 0.75 mM (NaCN) a las soluciones 
de incubación 
 

DETERMINACIÓN DE ACTIVIDAD CATALASA EN GEL NATIVO 
- Correr las muestras en un gel nativo 8%, en condiciones 

denaturalizantes. Trabajar con muestras frescas recién 
lisadas con buffer de lisis 0.4% Nonidet y correr gel a 5 mA 
por un día, correr por dos horas después que el buffer de 
carga llegue al final de la corrida.  

- Después de correr el gel incubar en oscuridad con 30 mL 
de Sypro Ruby. 

- Digitalizar el gel para cuantificar proteínas cargadas en 
cada pozo. 

- Descartar el Sypro Ruby y teñir el gel: 
- Tinción: 

• Realizar tres lavados de 15 minutos cada uno con agua 
destilada. 

• Incubar el gel en una solución de peróxido de hidrógeno 
(H2O2) 0.003%, por 10 minutos 

• Realizar dos lavados de 15 minutos cada uno con agua 
destilada. 

• Incubar el gel con solución 2% cloruro férrico y 2% 
ferricianuro de potasio. 

• Mezclar los reactivos sobre el gel, cuando las bandas 
acromáticas comiencen a formarse, descartar la solución 
de tinción y lavar el gel con agua. 
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DETERMINACIÓN DE ACTIVIDAD GLUTATION PEROXIDASA EN 
GEL NATIVO 
- Correr las muestras en un gel nativo 8.0%, en condiciones 

denaturalizantes. Trabajar con muestras frescas recién 
lisadas con buffer de lisis 0.4% Nonidet y correr gel a 5 mA 
por un día, correr por dos horas después que el buffer de 
carga llegue al final de la corrida.  

- Después de correr el gel incubar en oscuridad con 30 mL 
de Sypro Ruby. 

- Digitalizar el gel para cuantificar proteínas cargadas en 
cada pozo. 

- Tinción: 
• Realizar tres lavados de 15 minutos cada uno, con una 

solución glutatión reducido 1 mM. 
• Incubar el gel en una solución de peróxido de hidrógeno 

(H2O2) 0.003%: GSH 1 mM, por 10 minutos 
• Realizar dos lavados de 15 minutos cada uno con agua 

destilada. 
• Incubar el gel con solución 1% cloruro férrico y 1% 

ferricianuro de potasio. 
• Mezclar los reactivos sobre el gel, cuando las bandas 

acromáticas comiencen a formarse, descartar la solución 
de tinción y lavar el gel con agua 

 

DETERMINACIÓN DE ACTIVIDAD GLUTATIÓN REDUCTASA EN 
GEL NATIVO 
- Correr las muestras en un gel nativo 8.0%, en condiciones 

desnaturalizantes. Trabajar con muestras frescas recién 
lisadas con buffer de lisis 0.4% Nonidet y correr gel a 5 mA 
por un día, correr por dos horas después que el buffer de 
carga llegue al final de la corrida.  

- Después de correr el gel incubar en oscuridad con 30 mL 
de Sypro Ruby. 

- Digitalizar el gel para cuantificar proteínas cargadas en 
cada pozo. 

- Tinción: 
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• Colocar el gel en una solución de tinción preparada en 
fresco, hasta la aparición de un precipitado azul. 

• Descartar la solución de tinción. 
• Lavar exhaustivamente con agua destilada. 
• Guardar en ácido acético 5%. 

 

BIBLIOGRAFÍA 

• Lledias. F., Rangel. P., Hansberg. W. 1998. Oxidation of 
catalase by singlet oxygen. J. Biol. Chem. 273:10630-
10637. 

• McCord. J., Fridovich. I. 1969. Superoxide dismutase. An 
enzymatic function for erythrocuprein (hemocuprein). J. 
Biol. Chem. 244:6049-6055. 

• Mates. J., Sánchez-Jiménez F. 1999. Antioxidant 
enzymes and their implications in pathophysiologic 
proceses. Frontier. Biosci. 4:339-345. 

• Sagrista. ML., García. A., África de Madariaga M., Mora. 
M. 2002. Antioxidant and pro-oxidant effect of thiolic 
compounds N-acetyl-L-cysteine and glutathione against 
free radical-induced lipid peroxidation. Free. Rad. Res. 
36(3):329-340. 

• Shackerford. R., Kaufmann. W., Paules. R. 2000. 
Oxidative stress and cell cycle checkpoint function. Free. 
Rad. Biol. Med. 28(9):1387-1404. 

• Speranza. M., Bagley. A., Lynch. R. 1993. Cells enriched 
for catalase are sensitized to the toxicities of bleomycin, 
adriamycin and paraquat. J. Biol. Chem. 268:19039-
19043. 

• Weisiger. R. Fridovich. I. 1973. Mitochondrial superoxide 
dismutase. Site of synthesis and intramitochondrial 
location. J. Biol. Chem. 248:4793-4796. 

 

ACTIVIDAD 
Realiza una comparación de la actividad de enzimas 

antioxidantes y deduce un mecanismo de acción contra ERO 
para la muestra empleada. 
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7 
GUIA  

 
DETERMINACIÓN DEL PUNTO ISOELÉCTRICO: 

CASEÍNA 
 

 
Maricela Viola Rhenals 

 
 
INTRODUCCIÓN 

La característica más llamativa de los aminoácidos (AA) es 
la existencia en una misma molécula de grupos 
ácidos (capaces de ceder H+) y grupos básicos (capaces de 
captar H+). Por lo tanto, en medio ácido se comportan como 
bases, y en medio básico se comportan como ácidos. Las 
moléculas que presentan esta característica se dice que 
son anfóteros o anfolitos. Los grupos ácidos y básicos pueden 
neutralizarse mutuamente, constituyendo una sal interna 
formada por un ión híbrido (carga positiva y carga negativa), 
que se llama zwitterión 
 

Una de las principales características de las proteínas es su 
punto isoeléctrico que es definido como el pH al cual la 
proteína tiene carga neta cero. En algunos casos este pH 
coincide con la precipitación de la proteína permitiendo 
separarla de otros componentes en una muestra biológica, 
mediante una titulación es posible obtener este punto 
isoeléctrico.  
 

La leche contiene vitaminas (principalmente tiamina, 
riboflavina, ácido pantotético y vitaminas A, D y K), minerales 
(calcio, potasio, sodio, fósforo y metales en pequeñas 
cantidades), proteínas (incluyendo todos los aminoácidos 
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esenciales), carbohidratos (lactosa) y lípidos. Los únicos 
elementos importantes de los que carece la leche son el hierro 
y la vitamina C.  
 

Las proteínas se pueden clasificar de manera general en 
proteínas globulares y fibrosas. Las globulares son aquellas 
que tienden a agregarse en formas esferoidales y no 
establecen interacciones intermoleculares como son los 
puentes de hidrógeno (característicos de las proteínas fibrosas) 
siendo solubilizadas en suspensiones coloidales. En la leche 
hay tres clases de proteínas: caseína, lactoalbúminas y 
lactoglobulinas (todas globulares).  
 

La caseína es una proteína conjugada de la leche del tipo 
fosfoproteína que se separa de la leche por acidificación 
formando una masa blanca. Las fosfoproteínas son un grupo 
de proteínas que están químicamente unidas a una sustancia 
que contiene ácido fosfórico. En la caseína la mayoría de los 
grupos fosfato están unidos por los grupos hidroxilo de los 
aminoácidos serina y treonina. La caseína en la leche se 
encuentra en forma de sal cálcica (caseinato cálcico), 
representando cerca del 77% al 82% de las proteínas 
presentes en la leche y el 2,7% en composición de la leche 
líquida.  
 

La propiedad característica de la caseína es su baja 
solubilidad a pH 4,6. El pH de la leche es de 6,6 
aproximadamente, estando a ese pH la caseína cargada 
negativamente y solubilizada como sal cálcica. Si se añade 
ácido a la leche, la carga negativa de la superficie de la micela 
se neutraliza (los grupos fosfato se protonan) y la proteína se 
precipita 
 

OBJETIVOS  
Determinar experimentalmente el punto isoeléctrico de una 
proteína y comparar con el teórico.  
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MATERIALES REACTIVOS Y EQUIPOS  
 
MATERIALES  EQUIPOS REACTIVOS MUESTRAS 

10 tubos de 
ensayo pHmetro H2O destilada 

Caseína 5% 
en 

CH3COONa 
0.1N 

Pipetas de 10, 5 y 
1 mL Pipeteadores 

CH3COOH 1N 
CH3COOH 

0.1N 
CH3COOH 

0.01N 

 

Gradillas para 
tubos de ensayos 

Centrífuga 
para tubos de 

ensayo 
  

 

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 
1. Preparar las soluciones que aparecen en el cuadro, 

creando una serie de tubos de ensayo: 
 

 
Solución 

Tubos de ensayo 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

mL caseína 5% 
en CH3COONa 

0.1N 

0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

mL de H2O 
destilada 

4.2 3.9 4.4 4.25 4.0 3.5 2.5 0.5 3.7 4.5 

mL CH3COOH 
1N 

        0.8  

mL CH3COOH 
0.1N 

  0.1 0.25 0.5 1.0 2.0 4.0   

mL CH3COOH 
0.01N 

0.3 0.6         

pH teórico           
Observación 

a 15min 
          

Observación 
a 30min 
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2. Agitar la solución de cada tubo 
3. Observar el precipitado formado en cada tubo de ensayo. 

Observar y analizar los cambios si los hubiere en los 
diferentes tubos de ensayos luego de transcurrido 15 y 30 
min. 

4. Centrifugue si es necesario a 1000 rpm por 10 min para 
observar con detalle el tamaño de los precipitados de los 
tubos. 

5. Calcule o mida el pH en cada tubo. 
 

BIBLIOGRAFÍA 

• Serpa, A., Hincapié, G., Álvarez, C., Determination of the 
isoelectric point of four leaf sources: cassava (Manihot 
esculenta Crantz) veronica and tai varieties, jatropha 
(Jatropha curcas L.) and gmelina (Gmelina arborea). 
Prospect. 2014: (12): 30-39. 

• Miller D.D. 2001. Química de alimentos, Manual de 
laboratorio. Limusa Wiley, México 

 

ACTIVIDAD 
1. Indique cual es el punto isoeléctrico encontrado 

experimentalmente 
2. Investigue acerca de la estructura primaria de la caseína 
3. Calcule teóricamente el punto isoeléctrico de la caseína 

indicando la formación del zwiterion y el equilibrio químico 
involucrado. 

4. Indique cual es el error obtenido entre los datos 
experimentales y el teórico, indique algunas causas 

5. Indique que otras proteínas pueden ser útiles para el 
cálculo del punto isoeléctrico en el laboratorio.  
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8 
GUÍA  

 
SEPARACIÓN DE PROTEÍNAS SEGÚN SU 

SOLUBILIDAD 
 

 
Maricela Viola Rhenals 

 

INTRODUCCIÓN 
Las proteínas son un grupo de biomoléculas caracterizadas 

por su variedad estructural y enorme diversidad de funciones 
biológicas. Las proteínas de cada ser vivo, animal, vegetal o 
microorganismo, son específicas, pues son codificadas por su 
genoma. A pesar de que desempeñen la misma función, las 
proteínas presentan ligeras variaciones estructurales en las 
diferentes especies. 
 

Existen muchas maneras de clasificar las proteínas, una de 
la más importantes es por su solubilidad ya que permite 
separar los componentes de muestras biológicas de origen 
animal como la sangre o de origen vegetal como la harina de 
trigo.  
 

Esta práctica permitirá al estudiante desarrollar destrezas en 
el manejo de muestras de origen vegetal, la cual es 
clásicamente menos empleada en la enseñanza en los 
laboratorios de bioquímica, brindando un espacio general para 
el estudio bioquímico de proteínas animales como proteínas 
vegetales.  Al final de la práctica, las proteínas obtenidas: 
albúminas, globulinas, prolaminas y glutelinas, pueden ser 
almacenadas para posteriores ensayos bioquímicos. 
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Según su solubilidad las proteínas se clasifican en:  
• Albúminas, presentes en todos los seres vivos son 

proteínas fácilmente solubles en agua y coagulan por 
acción del calor. Ejemplos: ovoalbúmina, seroalbúmina, 
lactoalbúmina. 

• Globulinas, distribuidas ampliamente en todos los seres 
vivos, son proteínas insolubles o muy poco solubles en 
agua. Su solubilidad aumenta de manera notable por 
adicción de pequeñas cantidades de sales neutras, como 
NaCl. Ejemplos: seroglobulinas, globulinas de semillas, 
lactoglobulinas. 

• Prolaminas, presentes solo en plantas, son proteínas 
solubles en etanol y en soluciones acuosas de otros 
alcoholes de bajo peso molecular, e insolubles en agua y 
etanol absoluto. Ejemplos: gliadina de trigo, zeína de 
maíz. 

• Glutelinas, presentes en plantas y abundantes en granos 
de cereales, son proteínas insolubles en solventes 
neutros, soluciones salinas y alcohólicas, pero solubles 
en ácidos y álcalis diluidos. Ejemplos: glutelina de trigo, 
orizeína de arroz. 

OBJETIVOS  
Separar proteínas según su solubilidad empleando una 
muestra de origen vegetal.  
 
MATERIALES, REACTIVOS, EQUIPOS Y MUESTRAS  
 

MATERIALES  EQUIPOS REACTIVOS MUESTRAS 
Tubos Eppendorf de 1,5 

mL 
Pipetas de 20, 
200 y 1000 µL 

H2O 
desmineralizada Harina de trigo 

Embudo Centrifuga para 
tubos Eppendorf NaCl 1%  

Beaker 100 mL Pipeteadores Etanol 75%  
Puntas de 1000µL y 

200µL  NaOH 0,1N  

Gradillas para tubos de 
ensayos    

Gradillas para tubos 
Eppendorf    
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 
Para la realización de esta práctica se tomará como muestra 
harina de trigo, por favor siga las instrucciones especificadas 
en el esquema. Una vez obtenida cada una de las fracciones 
de proteínas estas pueden ser almacenadas a 4°C hasta los 
posteriores ensayos.  
 

 
 

Figura 2.8.1. Esquema de extracción de proteínas de harina de trigo 
 

BIBLIOGRAFÍA 
López Rico Elizabeth; Anzola Velasco Cecilia. Guías de 
laboratorio de bioquímica para la carrera de química. 
Universidad Nacional de Colombia. 2013. Pag:147-160 
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ACTIVIDAD 
1. Investiga acerca de la extracción de proteínas según su 

solubilidad en otras muestras: orina, sangre, tejido, 
bacterias, etc. 

2. Calcula el rendimiento para cada una de las extracciones 
proteicas. 
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9 
GUÍA  

 
ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE LA GLUCOSA-6-
FOSFATO DESHIDROGENASA: TAMIZAJE POR 

SPOT TEST 
 

 
Darío Méndez Cuadro 

 
 

INTRODUCCIÓN 
La deficiencia de gluclosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) 

es la eritroenzimopatía más frecuente alrededor del mundo, 
afecta a más de 400 millones de personas y debido a su gran 
variabilidad genética se han identificado más de 400 variantes 
bioquímicas de esta enzima, las más frecuentes son la B 
(actividad normal), A+ (actividad normal), A- (8%-20% de 
actividad normal), y la mediterránea (<5% de la actividad 
normal.   
 

Esta enzima reviste vital importancia porque se encuentra 
en todas las células del cuerpo, y su deficiencia se manifiesta 
marcadamente en los eritrocitos posiblemente por tener estos 
una larga vida sin núcleo. La enzima activa consta de 
subunidades idénticas que forman dímeros y tetrámeros, que 
contiene un sitio de unión a nicotinamida-adenina 
dinucleotidofosfato (NADP). Este, se une a la enzima como un 
componente estructural y como sustrato para la reacción. La 
G6PD cataliza el paso de entrada de glucosa 6- fosfato (G6P) 
en la vía de las pentosas fosfato, específicamente en la de la 
hexosa monofosfato, reacción que produce oxidación de la 
glucosa-6-fosfato a 6-fosfogluconolactona, reduciendo NADP a 
NADPH.  
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Cuando se produce una deficiencia en esta enzima, se ve 
disminuida la acción normal de la metahemoglobina reductasa; 
así como, el mantenimiento de un nivel adecuado de glutatión 
reducido. Debido a su localización en la región terminal del 
brazo largo del cromosoma X (Xq28), los hombres son 
normales o deficientes, mientras que, las mujeres pueden ser 
normales, heterocigota u homocigota.  
 

Las mujeres heterocigotas tienen una copia del gen que 
sintetiza la G6PD normal y otra copia que produce la variante 
de la enzima; por consiguiente, dichas pacientes tienen dos 
poblaciones de eritrocitos, una normal y otra con deficiencia de 
G6PD.  Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) se 
calcula para nuestro país una prevalencia de la deficiencia 
entre 3% y 7%, sin embargo, nuestros registros acerca la 
prevalencia real siguen siendo deficientes. Debido a que este 
polimorfismo eritrocitario guarda una relación histórica con la 
evolución de los parásitos del género Plasmodium causantes 
de la malaria, se podría esperar que, para una zona como la 
costa Caribe colombiana fuertemente influenciada por la 
presencia de afrodescendientes, se hace necesaria la 
aplicación de pruebas de tamizaje dirigidas a la identificación 
de individuos deficientes de G6PD. Estudios epidemiológicos 
recientes demuestran que las personas afectadas también 
pueden tener un mayor riesgo de desarrollar diabetes y 
enfermedades cardiovasculares. 
 

El principio de este test se basa en la reacción catalizada 
por la Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) en la vía de 
las pentosas fosfato, esta vía metabólica tiene como función 
mantener los niveles de equivalentes reductores en forma de 
NADPH. La G6PD es esencial para mantener el estado 
reducido de los eritrocitos ante la presencia de agentes 
oxidantes. 
 

Esta prueba involucra la siguiente reacción: 
 

Glucosa-6-Fosfato + NADP→ 6-Fosfogluconolactona + 
NADPH 
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Este método depende de la fluorescencia de NADPH como 
indicador de la actividad de la G6PD. En donde la fluorescencia 
del NADPH es directamente proporcional a la actividad de la 
G6PD y la disminución o ausencia de dicha fluorescencia es 
considerada señal de deficiencia de G6PD. 
 

Esta prueba fue desarrollada por E. Beutler en 1966 y 
modificada posteriormente en 1968, por lo tanto, esta prueba 
también es llamada, el test de Beutler. 

 
OBJETIVOS 

 
Identificar individuos deficientes de G6PD en el grupo de 

estudiantes de Bioquímica mediante la prueba de tamizaje 
propuesta por Beutler. 

 

Procedimiento experimental 

1. Obtención de la muestra sanguínea  
La recolección de la muestra de sangre capilar se debe 

realizar en individuos voluntarios, a los cuales se les deberá 
expresar el propósito de la toma de muestra.  

• Localizar un buen sitio de punción generalmente se 
suelen usar las yemas de los dedos, una vez localizado 
un sitio, se pueden realizar ligeros masaje en el área, 
para mejorar el flujo sanguíneo.  

• Limpiar el sitio de la punción con alcohol y esperar que 
este se evapore.  

• Con una mano se debe sostener el dedo o área a 
puncionar y con la otra se debe sostener la lanceta. 

• Hacer una punción con la lanceta, realizando un 
movimiento rápido, firme y profundo. 

• Presionar el dedo para hacer salir la sangre, procurando 
sea de manera ininterrumpida.  

• Recolectar de 1 a 2 gotas de sangre en un papel filtro 
limpio (Whatman N° 1), el cual deberá ser rotulado.  
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• Finalizada la recolección se debe colocar algodón sobre 
el sitio puncionado haciendo presión para parar el 
sangrado.  

 
2. Preparación del reactivo de trabajo 

Se deberá preparar la cantidad de reactivo de trabajo en 
relación al número de muestras que se vayan a procesar. Para 
preparar 1 mL de reactivo de trabajo, se deberán añadir y 
mezclar las siguientes soluciones:  

• 0,1 mL de glucosa-6-fosfato 0,01M (Nota: reactivo en 
forma de polvo muy fino, apagar las corrientes de aire y 
tener mucho cuidado para no perder material). 

• 0,1 mL de NADP 0,0075M. 
• 0,1 mL de glutatión oxidado (GSSG) 0,008M (Nota: 

reactivo en forma de polvo muy fino, apagar las corrientes 
de aire y tener mucho cuidado para no perder material).  

• 0,2 mL de saponina 1%.  
• 0,5 mL de tampón Tris-HCl 0,75M pH 7,8.  

 

3. Procedimiento Spot Test  
Antes de comenzar se debe preparar el equipo de 

incubación a una temperatura de 37°C, además de rotular 
papeles filtro Whatman #1 (con marcas de 5 y 10 minutos) para 
cada individuo.  

• Para comenzar se deben perforar los papeles filtro con la 
muestra de sangre, y depositar los discos perforados en 
los pozos de una placa de 96 pozos.  

• A cada pozo que contenga muestra se deben agregar 
100 µL del reactivo de trabajo y se resuspende. 

• Con todas las muestras agregadas en la placa, esta se 
somete a incubación a 37°C con agitación por cinco 
minutos.  

• Transcurridos los cinco minutos se depositarán 10 µL de 
la muestra en el papel filtro rotulado en la marca de cinco 
minutos.  
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• Volver a incubar la placa por otros cinco minutos y 
finalizado el tiempo tomar otros 10 µL de la muestra y 
depositar en el papel filtro en la marca de diez minutos.  

• Dejar secar los papeles filtros de diez a quince minutos, 
para finalmente ser observados bajo la luz de una 
lámpara UV a 365 nm.  

• La fluorescencia es directamente proporcional a la 
actividad de la G6PD y la disminución o ausencia de 
dicha fluorescencia es considerada señal de deficiencia 
(Ver Figura 2.9.1) 

 

. 
Figura 2.9.1. Resultados de la prueba de Beutler en gotas 

de sangre periférica sobre papel filtro. La intensa 
fluorescencia de las gotas de sangre en la parte superior de la 
imagen indica una actividad normal de la enzima G6PD, para 

ese donante. Mientras, que la disminución o ausencia de 
fluorescencia, indica la presencia de un donante con deficiente 

actividad de su enzima G6PD. 
 

BIBLIOGRAFÍA 

• Beutler E. 1966. A series of new screening procedures for 
pyruvate kinase deficiency, glucose-6-phosphate 
dehydrogenase deficiency, and glutathione reductase 
deficiency. Blood journal 28, 553-562.  
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mundo. Acta Medica Colombiana. 2005; 30:59-64. 

• Luzzatto L, Arese P. Favism and Glucose-6-Phosphate 
Dehydrogenase Deficiency. N Engl J Med. 2018;378(1):60-
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• Parsanathan R, Jain SK. Glucose-6-phosphate 
dehydrogenase (G6PD) deficiency is linked with 
cardiovascular disease. Hypertension Research. 
2020;43(6):582-4. 

• Ruwende C, Hill A. Glucose-6-phosphate dehydrogenase 
deficiency and malaria. J Mol Med (Berl). 1998;76(8):581-8. 

• Thomas JE, Kang S, Wyatt CJ, Kim FS, Mangelsdorff AD, 
Weigel FK. Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase 
Deficiency is Associated with Cardiovascular Disease in U.S. 
Military Centers. Tex Heart Inst J. 2018;45(3):144-50. 

• Uribe Ardila A. Deficiencia de glucosa 6-fosfato 
deshidrogenasa en Colombia: memorias de 22 años de 
tamizaje de alto riesgo. Revista Med. 2017;25(2):7-21. 

• Watson JA, Leopold SJ, Simpson JA, Day NP, Dondorp AM, 
White NJ. Collider bias and the apparent protective effect of 
glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency on cerebral 
malaria. Elife. 2019;8. 

 
 

ACTIVIDAD 

• Recopila los resultados de todos los donantes de la práctica 
y calcula la prevalencia de deficiencia de G6PD en el curso. 

• Escribe las reacciones que cataliza la enzima G6PD con 
ayuda del software chemsketch. 

• Elabora un reporte corto sobre los resultados obtenidos 
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10 
GUÍA  

 
INTRODUCCIÓN A LA BIOINFORMÁTICA. 

CONCEPTOS BÁSICOS SOBRE LA 
ESTRUCTURA DE LAS PROTEÍNAS 

 
 

Darío Méndez Cuadro 
 
 

INTRODUCCIÓN 
La bioinformática es la disciplina del análisis cuantitativo de 

información relacionada con macromoléculas biológicas con la 
ayuda de computadoras. El desarrollo de la bioinformática 
como campo es el resultado de los avances tanto en biología 
molecular como en informática durante los últimos 30 a 40 
años. Probablemente, el primer gran proyecto de bioinformática 
fue realizado por Margaret Dayhoff en 1965, quien desarrolló 
una primera base de datos de secuencias de proteínas llamada 
Atlas of Protein Sequence and Structure. Posteriormente, a 
principios de la década de 1970, el Laboratorio Nacional de 
Brookhaven estableció el Banco de Datos de Proteínas para 
archivar estructuras proteicas tridimensionales. 
 

En su inicio, la base de datos almacenaba menos de una 
docena de estructuras de proteínas, en comparación con las 
más de 30.000 estructuras actuales. El primer algoritmo de 
alineación de secuencias fue desarrollado por Needleman y 
Wunsch en 1970. Este fue un paso fundamental en el 
desarrollo del campo de la bioinformática, que allanó el camino 
para las comparaciones rutinarias de secuencias y la búsqueda 
en bases de datos practicadas por los biólogos modernos. El 
primer algoritmo de predicción de la estructura de la proteína 
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fue desarrollado por Chou y Fasman en 1974. Aunque es 
bastante rudimentario según el estándar actual, fue pionero en 
una serie de desarrollos en la predicción de la estructura de la 
proteína. 
 

La década de 1980 vio el establecimiento de GenBank y el 
desarrollo de algoritmos de búsqueda rápida de bases de datos 
como FASTA de William Pearson y BLAST de Stephen Altschul 
y sus compañeros de trabajo. El inicio del proyecto del genoma 
humano a finales de la década de 1980 supuso un gran 
impulso para el desarrollo de la bioinformática. El desarrollo y el 
uso cada vez más generalizado de Internet en la década de 
1990 hicieron posible el acceso instantáneo, el intercambio y la 
difusión de datos biológicos. 
 

La razón fundamental por la que la bioinformática ganó 
prominencia como disciplina fue el avance de los estudios del 
genoma que produjeron cantidades sin precedentes de datos 
biológicos. La explosión de información de secuencias 
genómicas generó una repentina demanda de herramientas 
computacionales eficientes para administrar y analizar los 
datos. El desarrollo de estas herramientas computacionales 
dependió del conocimiento generado a partir de una amplia 
gama de disciplinas, incluidas las matemáticas, la estadística, 
la informática, la tecnología de la información y la biología 
molecular. La fusión de estas disciplinas creó un campo 
orientado a la información en biología, que ahora se conoce 
como bioinformática. 
 

En otras palabras, la bioinformática es un área de 
investigación interdisciplinaria que involucra la tecnología que 
utiliza computadoras para el almacenamiento, recuperación, 
manipulación y distribución de información relacionada con 
macromoléculas biológicas como ADN, ARN y proteínas. 
 

La bioinformática se diferencia de un campo relacionado 
conocido como biología computacional. La bioinformática se 
limita al análisis secuencial, estructural y funcional de genes y 
genomas y sus productos correspondientes y, a menudo, se 
considera biología molecular computacional. Sin embargo, la 
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biología computacional abarca todas las áreas biológicas que 
involucran computación. Por ejemplo, el modelado matemático 
de ecosistemas, la dinámica de poblaciones, la aplicación de la 
teoría de juegos en estudios de comportamiento y la 
construcción filogenética utilizando registros fósiles emplean 
herramientas computacionales, pero no necesariamente 
involucran macromoléculas biológicas. 
  
El objetivo final de la bioinformática es comprender mejor una 
célula viva y cómo funciona a nivel molecular. Al analizar la 
secuencia molecular sin procesar y los datos estructurales, la 
investigación bioinformática puede generar nuevos 
conocimientos y proporcionar una perspectiva "global" de la 
célula. La razón por la que las funciones de una célula pueden 
entenderse mejor analizando los datos de secuencia es, en 
última instancia, porque el flujo de información genética está 
dictado por el "dogma central" de la biología en el que el ADN 
se transcribe en ARN, que se traduce en proteínas. Las 
funciones celulares las realizan principalmente proteínas cuyas 
capacidades están determinadas en última instancia por sus 
secuencias. Por lo tanto, la resolución de problemas 
funcionales utilizando enfoques secuenciales y, a veces, 
estructurales ha demostrado ser un esfuerzo fructífero. 
 

La bioinformática consta de dos subcampos: el desarrollo de 
herramientas y bases de datos computacionales y la aplicación 
de estas herramientas y bases de datos en la generación de 
conocimiento biológico para comprender mejor los sistemas 
vivos. Estos dos subcampos son complementarios entre sí. El 
desarrollo de la herramienta incluye software de escritura para 
análisis secuencial, estructural y funcional, así como la 
construcción y conservación de bases de datos biológicas. 
Estas herramientas se utilizan en tres áreas de la investigación 
en biología molecular y genómica: análisis de secuencia 
molecular, análisis estructural molecular y análisis funcional 
molecular. Las áreas de análisis de secuencias incluyen 
alineación de secuencias, búsqueda en bases de datos de 
secuencias, descubrimiento de motivos y patrones, búsqueda 
de genes y promotores, reconstrucción de relaciones evolutivas 
y ensamblaje y comparación del genoma. Los análisis 
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estructurales incluyen análisis, comparación, clasificación y 
predicción de la estructura de proteínas y ácidos nucleicos. Los 
análisis funcionales incluyen el perfil de expresión génica, la 
predicción de la interacción proteína-proteína, la predicción de 
la localización subcelular de la proteína, la reconstrucción de la 
vía metabólica y la simulación (ver Figura 2.10.1). 

 

 
Figura 2.10.1: Resumen de varios subcampos de bioinformática. 
 

El desarrollo de herramientas de biocomputación es la base 
de todo análisis bioinformático. Las aplicaciones de las 
herramientas se dividen en tres áreas: análisis de secuencia, 
análisis de estructura y análisis de función. Existen conexiones 
intrínsecas entre diferentes áreas de análisis representadas por 
barras entre los recuadros. 
 

La bioinformática no solo se ha vuelto esencial para la 
investigación básica de la biología genómica y molecular, sino 
que está teniendo un gran impacto en muchas áreas de la 
biotecnología y las ciencias biomédicas. Tiene aplicaciones, por 
ejemplo, en el diseño de fármacos basado en el conocimiento, 
el análisis forense de ADN y la biotecnología agrícola. Los 
estudios computacionales de las interacciones proteína-ligando 
proporcionan una base racional para la identificación rápida de 
nuevas pistas para fármacos sintéticos. El conocimiento de las 
estructuras tridimensionales de las proteínas permite diseñar 
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moléculas capaces de unirse al sitio receptor de una proteína 
diana con gran afinidad y especificidad. Habiendo reconocido el 
poder de la bioinformática, también es importante darse cuenta 
de sus limitaciones y evitar una dependencia y una expectativa 
excesivas de la producción bioinformática. De hecho, la 
bioinformática tiene una serie de limitaciones inherentes: Las 
predicciones bioinformáticas no son pruebas formales de 
ningún concepto, no reemplazan los métodos tradicionales de 
investigación experimental de probar hipótesis. Además, la 
calidad de las predicciones bioinformáticas depende de la 
calidad de los datos y de la sofisticación de los algoritmos que 
se utilizan. Los datos de secuencia del análisis de alto 
rendimiento a menudo contienen errores, si las secuencias o 
las anotaciones son incorrectas, los resultados del análisis 
posterior también son engañosos. 
 

OBJETIVOS  
Analizar los diferentes niveles estructurales de las proteínas 

con ayuda de repositorios de bases de datos estructurales 
reconocidas por la comunidad científica internacional. 
 
MATERIALES REACTIVOS Y EQUIPOS  

• Computador con acceso a internet  
 

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL  
I. Estructura y función primarias de la proteína 
I.1 Establezca su grupo de trabajo (cinco estudiantes) 
I.2 Elija una proteína de interés particular. Ilustraremos esta 
guía con un listado de 5 proteínas identificadas como 
promisorias por la base de datos Tesauro-CAS, de la Sociedad 
Americana de Química para el desarrollo de algún tipo de 
tratamiento de la infección por SARS-CoV2, con fecha 31-10-
2020. Las proteínas, listadas en la Tabla 2.10.1, también 
contiene los CAS Registry Numbers® y los sinónimos de estas 
que se suelen mencionar comúnmente en la literatura científica. 
La lista completa puede ser consultada en: 
https://www.cas.org/covid-19-thesaurus-completed  

https://www.cas.org/covid-19-thesaurus-completed
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Tabla 2.10.1. Listado de proteínas del SARS-Cov-2 
identificadas como posibles dianas terapéuticas. 
 
ID CAS RN Preferred 

Name Synonyms 

1 

14
17

60
-4

5-
4 

Pr
ot

ei
na

se
 F

ur
in

 

Proteinase Furin 
Furin (enzyme) 
PACE 
Furin 
Paired basic amino acid converting enzyme 
Paired basic amino acid cleaving enzyme 
Serine proteinase PACE 
Saccharomyces cerevisiae gene QDS1 proteinase 
PACE-furin protease 
Serine proteinase PCSK3 
E.C. 3.4.21.75 
EC 3.4.21.75 

2 

90
26

-2
8-

2 

R
N

A-
de

pe
nd

en
t R

N
A 

po
ly

m
er

as
e 

RNA-dependent RNA polymerase 
Nucleotidyltransferase, ribonucleate, RNA-dependent 
Ribonucleic acid-dependent ribonucleic acid polymerase 
Ribonucleic replicase 
Ribonucleic acid replicase 
RNA replicase 
RNA-dependent ribonucleate nucleotidyltransferase 
Ribonucleic acid-dependent ribonucleate nucleotidyltransferase 
Qβ-replicase 
Ribonucleic synthetase 
Replicase 
Replicase, phage f2 
Replicase, Qβ- 
RNA synthetase 
RNA transcriptase 
E.C. 2.7.7.48 
RNA-dependent RNA replicase 
Transcriptase 
RNA-directed RNA polymerase 
Q-Beta replicase 
RNA-dependent RNA polymerase 3Dpol 
3D Polymerase 
Proteins, λ3, of reovirus 
Hepatitis C virus polymerase 
HCV polymerase 
Influenza virus polymerase 
Influenza virus RNA polymerase 
EC 2.7.7.48 
RdRp 
RNA polymerase, RNA-dependent 
RNA polymerase, RNA-directed 
Proteins, RdRp 
NSP12 
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3 

2/
03

/9
02

9 

D
ih

yd
ro

or
ot

at
e 

ox
id

as
e 

Dihydroorotate oxidase 
Oxidase, dihydroorotate 
Dihydroorotate dehydrogenase 
E.C. 1.3.3.1 
EC 1.3.3.1 
Dihydroorotic acid dehydrogenase 
Dihydroorotic acid dehydrogenases 
Dihydroorotate oxidases 
Dihydroorotate dehydrogenases 
Dihydroorotate dehydrogenase (DHODH) 
EC 1.3.98.1 
E.C. 1.3.98.1 

4 

18
70

42
-2

9-
1 

C
yc

lin
 G

-a
ss

oc
ia

te
d 

ki
na

se
 

Cyclin G-associated kinase 
Kinase (phosphorylating), protein (cyclin G) 
Cyclin G-dependent protein kinase 
Protein kinase GAK 
Gak kinase 
Gak kinases 
Cyclin G-dependent protein kinases 
Cyclin G-associated kinases 
Gak protein kinases 
Gak protein kinase 
GAK 
Proteins, GAK 

3 

25
22

12
-8

7-
6 

Tr
an

sm
em

br
an

e 
se

rin
e 

pr
ot

ei
na

se
 2

 

Transmembrane serine proteinase 2 
Serine protease 20P1F12/TMPRSS2 
Proteinase, 20P1F12/TMPRSS2 
Proteinase TMPRSS2 
Epitheliasin 
Serine proteinase TMPRSS2 
Serine protease TMPRSS2 
Transmembrane serine protease 2 
Proteinase, transmembrane serine, 2 
TMPRSS2 
Proteins, TMPRSS2 
Protein TMPRSS2 
Transmembrane protein TMPRSS2 
Protease TMPRSS2 
Proteins, epitheliasin 
Proteins, transmembrane, TMPRSS2 
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I.3 Obtenga acceso a los siguientes enlaces:  
https://proteininformationresource.org/pirwww/index.shtml 
(PIR: base de datos de recursos de información de 
proteínas) y https://www.uniprot.org/ (The Universal Protein 
Resource). 
1.4 Recupere la información anotada para su proteína de 
cada base de datos. 
I.5 Recupere la siguiente información sobre su proteína: 
nombre completo, gen, función, función molecular, proceso 
biológico, especificidad tisular o ubicación sub-celular. 
Consulta las definiciones que consideres necesarias con 
ayuda de la herramienta Ontología genética y Anotaciones 
GO. 
I.6 Consulte la importancia biomédica de su proteína 
usando los enlaces de Variación Genética / Enfermedad o 
Patología y Biotecnología. 
I.7 Recuperar la secuencia primaria de tu proteína en 
formato fasta y datos tales como: punto isoeléctrico, 
longitud y tamaño. 
I.8 Finalmente, reúne los datos sobre la estructura primaria 
tales como: composición de aminoácidos, número de 
residuos cargados negativamente, residuos cargados 
positivamente, índice GRAVY e índice alifático. 

 

II. Predicción de la estructura secundaria de proteínas 
II.1 Para explorar la estructura secundaria de su proteína se 
pueden utilizar las bases de datos SCOP, CATH y 
PDBsum. Luego, busque enlaces en PIR y Uniprot para 
saltar a uno de ellos. 
II.2 Recupere información detallada sobre las hélices, hojas 
y giros. 
III.3 Identifique motivos y dominios en su proteína y 
describa su importancia 

 

III. Predicción de la estructura terciaria de las proteínas 
III.1 Para explorar la estructura terciaria de su proteína, el 
banco de datos de proteínas es la base de datos más 

https://proteininformationresource.org/pirwww/index.shtml
https://www.uniprot.org/
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utilizada. Luego, busque enlaces al PIR y Uniprot para 
saltar a esta. 
III.2 Identifica la estructura resumen, visor 3D, anotaciones 
y pestañas experimentales. 
III.3 Explora cada pestaña y recupera toda la información 
que consideres atractiva. 

 
 

BIBLIOGRAFÍA 

• Gromiha, M. Michael. Protein bioinformatics: from sequence 
to function.2010. Academic Press.  

• Cathy H. Wu, Cecilia N. Arighi, and Karen E. Ross. Protein 
Bioinformatics. From Protein Modifications and Networks to 
Proteomics. Human Press. 2017. 

• Donald Voet; Judith Voet. Biochemistry (4th Edn). John Wiley 
& Sons, Inc 

 

ACTIVIDAD 

• Realiza una presentación de diez minutos donde explicas 
las características estructurales de tu proteína y su 
importancia biológica 

• Busca un artículo publicado recientemente sobre su proteína 
y explica en su disertación el resultado más significativo. 

• Qué significa: algoritmo de alineación, base de datos, 
algoritmo de predicción, GenBank, Fasta, BLAST, predicción 
ab initio, número de acceso, alineación local, motivo. 
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Sección 3 
 

GLÚCIDOS 
 
 
 

1. Reconocimiento de la estructura de los carbohidratos con 
Chemskecth  

2. Determinación de azúcares reductores y no reductores usando 
el método fenol-ácido sulfúrico 

3. Glicemia en sangre 
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Los carbohidratos o sacáridos (griego: sakcharon, azúcar) son 
componentes esenciales de todos los organismos vivos y son, 
de hecho, la clase más abundante de moléculas biológicas. El 
nombre carbohidrato, que literalmente significa “hidrato de 
carbono”, proviene de su composición química, que es 
aproximadamente (CH2O)n, donde n≥ 3. Las unidades básicas 
de carbohidratos se conocen como monosacáridos. Estos se 
clasifican según la naturaleza química de su grupo carbonilo y 
el número de sus átomos de C. Si el grupo carbonilo es un 
aldehído, como en la glucosa, el azúcar es una aldosa. Si el 
grupo carbonilo es una cetona, como en la ribulosa, el azúcar 
es una cetosa. Los monosacáridos más pequeños, tienen tres 
átomos de carbono y por eso se llaman triosas. Aquellos con 
cuatro, cinco, seis, siete, etc., átomos de C son, 
respectivamente, tetrosas, pentosas, hexosas, heptosas, etc. 
Estos términos pueden combinarse de modo que, por ejemplo, 
la glucosa sea una aldohexosa, mientras que la ribulosa sea 
una cetopentosa.  

 
El examen de la fórmula molecular de la D-glucosa indica 

que todos menos dos de sus seis átomos C (C1 y C6) son 
centros quirales, de modo que la D-glucosa es uno de los 16 
estereoisómeros (24) que comprenden todas las aldohexosas 
posibles. En general, las aldosas de n-carbono tienen 
estereoisómeros 2n-2. En 1886, Emil Fischer dilucidó las 
configuraciones de las aldohexosas y las representó como 
formas acíclicas. Pero los alcoholes pueden reaccionar con los 
grupos carbonilo de aldehídos y cetonas para generar formas 
cíclicas hemiacetales y hemicetales, respectivamente (Figura 
3.0.1). 
 

La unión de varios monosacáridos conduce a la formación 
de disacáridos (unión de dos monosacáridos), oligosacáridos (3 
a 10 unidades de monosacáridos) y polisacáridos (más de 10 
monosacáridos). Dentro del grupo de disacáridos se 
encuentran la maltosa, lactosa, sacarosa y celobiosa. Estos 
difieren en el tipo de monosacáridos y de enlaces entre ambos; 
así por ejemplo la maltosa es un disacárido de α-D-
glucopiranosa y β-D-glucopiranosa unidos mediante enlace α-
1,4-O-glicosídico (Figura. 3.0.2). 
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Figura 3.0.1. Ciclación de la D-glucosa. (a) D-glucosa en su forma 
lineal (formas de Fischer) que reacciona para producir el hemiacetal 
cíclico de α-D-glucopiranosa. Observe como el grupo hidroxilo (OH) 
de la posición C5 de glucosa se aproxima al carbono carbonilico 
(C=O) de la posición C1.  El resultado es la formación de un anillo 
hexaciclico con un heteroátomo de oxígeno.  azúcar cíclico se 
muestra tanto en la representación de Haworth y corresponde a un 
anillo de pirano sustituido. 
 

 
Figura 3.0.2. Disacárido maltosa 

 
Por su parte los polisacáridos son macromoléculas 

compuestas por la unión de hasta miles de unidades de 
monosacáridos. Dependiendo si la unidad monomérica es una 
sola se denomina homopolisacárido y si son al menos dos 
monosacáridos distintos se le llama heteropolisacarido. A su 
vez si tienen un único tipo de unión glicosídica, se habla se 
produce un polisacárido líneal pero si existen diferentes tipos 
de uniones entre los monosacáridos se produce un polisacárido 
ramificado (Fig. 3.0.2). 
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Figura 3.0.3. Homo y heteropolisacáridos lineales y ramificados. 
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1 
GUIA  

 
RECONOCIMIENTO DE LA ESTRUCTURA DE 
LOS CARBOHIDRATOS CON CHEMSKETCH  

 
 

Darío Méndez Cuadro 
 
 
INTRODUCCIÓN 

Los métodos bioinformáticos constituyen uno de las 
principales fuentes para el estudio de macromoléculas, por ser 
métodos fáciles de emplear que permiten unir la química con la 
informática para el entendimiento de los procesos en los 
organismos vivos. 
 

OBJETIVOS  

Explorar con ayuda del software Chemsketch las 
características estructurales de monosacáridos, disacáridos y 
polisacáridos; sus tipos de enlaces e importancia en la 
interpretación de los cambios estructurales que experimentan 
dentro de una ruta metabólica.  
 
MATERIALES Y EQUIPOS  
• Chemsketch (última versión gratuita). Descarga desde el 
siguiente enlace el programa e instala en tu ordenador antes de 
la fecha de realización de esta práctica. 
http://www.acdlabs.com/resources/freeware/chemsketch/. 
• Windows, Linux o Mac. 
• Libro de texto de bioquímica 
 

http://www.acdlabs.com/resources/freeware/chemsketch/
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

1. Explorando Chemsketch: 

• Abra el programa Chemsketch y explore las funciones 
básicas para dibujar una cadena carbonada, un compuesto 
cíclico, optimiza su estructura y visualízala en 3D. Toma de 
ejemplo la Figura 3.1.1. 

• Revisa la librería de plantillas y busca las formas de Fischer, 
furanosas y piranosas para los monosacáridos. Mira el 
ejemplo de la Figura 3.1.2. de la galactosa.   

 

 
 

Figura 3.1.1. Diferentes formas de representación de un 
compuesto orgánico en ChemSketch. 

 
Escoge tu molécula y represéntala de diferentes formas. ¿Cómo 
visualizo las representaciones 3D con fondo blanco? 
 

2. Explorando los monosacáridos con Chemsketch: 

• Escoge una pentosa o una hexosa y dibuja su 
representación de Fischer. Resalta sus características 
estructurales que la identifican como cetosa o aldosa, 
isómero de serie D o L y pentosa o hexosa. Ver Figura 3.1.3. 

• Dibuja la reacción de formación de su hemicetales ciclícos 
de tipo furano y pirano. No olvides los isómeros alfa y beta. 
Resalta en la reacción los grupos de átomos y enlaces que 
intervienen en la misma. 
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• Exporta las estructuras de Haworth de tu monosacárido al 
visualizador 3D. Copia e interpreta las diferentes formas de 
representación 3D de tu molécula: alambre, varillas, esferas 
rellenas, discos y nube electrónica (puntos). Interpreta el 
código de colores para representar cada átomo.   

 

 
 

Figura 3.1.2. Diferentes formas de representación de la 
galactosa. 

Formas de Fischer, furanosa y piranosa en 2D y 3D. 
 

 
Figura 3.1.3. Representación de Fischer y Hartworth de la 

galactosa. 
A) Se resaltan los grupos distintivitos de esta D-Aldohexosa en la 
representación de Fischer. B) Se resaltan los grupos distintivos de 

esta α-D-hexopiranosa. 
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Construyendo disacáridos 

• Busca un disacárido o una forma modificada del mismo que 
contenga dentro de su composición a tu monosacárido. 

• Dibuja el disacárido y resalta los átomos que participan en la 
unión. Identifica el tipo de unión glicosídica. 

• Haz una breve reseña de tu disacárido (máximo 200 
palabras). Para ello utiliza la información en las bases de 
datos Pubchem, e-Molecules y/o Chemspider. Para acceder 
a ella emplea los enlaces que aparecen en la barra de 
herramientas de Chemsketch. 

 
 

 
Figura 3.1.4. Formación del disacárido Lactosa. La unión de los 

monosacáridos ocurre a través de un enlace O-glicosídico 
 

Construyendo un fragmento de polisacárido. 

• Busca un polisacárido que contenga dentro de su 
composición a tu monosacárido o una forma modificada del 
mismo, por ejemplo, amino azúcar, acetilado, sulfatado, etc. 

• Dibuja un fragmento típico de tu polisacárido donde resaltes 
los tipos de enlaces que participan de las uniones lineales y 
ramificadas.  

• Exporta este fragmento al visualizador 3D y escoge la mejor 
pose y forma de representación del mismo. Esta 
representación es aquella que permite observar el carácter 
lineal, ramificado o de azúcar modificado en tu polisacárido. 

• Haz una breve reseña de tu disacárido (máximo 200 
palabras).  
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Estudiando reacciones metabólicas con Chemsketch 

• Selecciona un grupo de reacciones de la Tabla 3.1.1 y 
busca en un texto de bioquímica la secuencia de pasos. 

• Dibuja las reacciones usando la estructura de cada molécula 
involucrada.  

• Describa brevemente los cambios estructurales ocurridos en 
cada paso. Utiliza herramientas de color para resaltar los 
cambios. 

• Describa la importancia metabólica de las reacciones con 
tus propias palabras para indicar los cambios estructurales 
que sufren los sustratos en las reacciones seleccionadas. 

 
Tabla3.1.1. Reacciones metabólicas de carbohidratos 

 
GRUPO REACCIONES 

1 Glicolisis: pasos de glucosa a fructota-1,6-bifosfato 

2 Glicolisis: Pasos de Fructosa-1,6-bisfosfato a glicerldehido-
3-fosfato 

3 Glicolisis: Pasos de Glicerldehido-3-fosfato a 2-
fosfoglicerato 

4 Glicolisis: Pasos de 2-fosfoglicerato a lactato. 

5 Glicolisis: Conversión de galactosa a glucosa-1-fosfato 

 
BIBLIOGRAFÍA 

- Donald Voet; Judith Voet. Biochemistry (4th Edn). John Wiley 
& Sons, Inc 

- www.acdlabs.com 
- http://www.nyu.edu/pages/mathmol/txtbk2/intro.htm 

ACTIVIDAD 

• Elabore un informe en formato de presentación de 
diapositivas (ppt.) con cada uno de los resultados de los 
ejercicios 

• Sustenta tus resultados ante el grupo. 
 

http://www.acdlabs.com/
http://www.nyu.edu/pages/mathmol/txtbk2/intro.htm
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2 
GUÍA  

 
DETERMINACIÓN DE AZÚCARES 

REDUCTORES Y NO REDUCTORES USANDO EL 
METODO FENOL-ÁCIDO SULFÚRICO 

 
 

Maricela Viola Rhenals. 
 
 
INTRODUCCIÓN 

Este método es útil cuando se requiere cuantificar azúcares 
de muestras complejas en donde estos pueden estar como 
sales, unidos a proteínas o como polímeros, excepto como 
deoxiazúcares. Es un método general aplicable a azucares 
reductores y no reductores e incluso oligosacáridos. Está 
basado en la determinación de la absorbancia a 490 nm de un 
complejo aromático coloreado formado entre el fenol y el 
carbohidrato. La cantidad de azúcar presente es determinado 
por comparación con una curva de calibración 
 

OBJETIVOS  
Determinar los azúcares reductores y no reductores en una 

muestra de biológica, por ejemplo, saliva. 
 
MATERIALES REACTIVOS Y EQUIPOS  

• Tubos Eppendorf 1,5 mL 
• Gradillas para Tubos Eppendorf 
• Micropipetas de 1 mL 
• Micropipetas de 200 µL 
• Micropipetas de 20 µL 
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• Puntas para micropipetas 
• Vasos de precipitado de 100 mL 
• Guantes 
• Glucosa 
• Sacarosa 
• Placa de 96 pozos 
• Espectrofotómetro de microplacas 
 

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

- Extraer los polisacáridos a partir de una muestra de saliva 
empleando el siguiente esquema:  

 

 
 
Figura 3.2.1. Extracción de carbohidratos de saliva humana 
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- Prepare la curva de calibración usando sacarosa a 1 mg/mL 
en agua destilada. En caso de muestras complejas prepare 
una curva mezclando cantidades estequiométricas de 
varios azúcares.  

- Alicuote una cantidad de muestra y de solución (200 µL) a 
un tubo de ensayo. 

- Adicione 500 µL de fenol al 4%. 
- Adicione 2,5 mL de ácido sulfúrico concentrado.  
- Incube por 10 minutos. 
- Alicuote 200 µL de cada solución en una placa de 96 pozos 

y lea la absorbancia a 490 nm. 
- Calcule la concentración de azúcar presente graficando 

absorbancia a 490 nm vs peso de azúcar (µg) de la curva 
de calibración.  

- Calcule la concentración de la muestra usando la siguiente 
ecuación: 
 

 
 
 

 
 
BIBLIOGRAFÍA 

- Dubois, M., Gilles. K., Hamilton. J., Rebers. P., Smith. F. 
Colorimetric Method for Determination of Sugars and 
Related Substances. Anal. Chem. 1956, 28, 3, 350–356 

 

ACTIVIDAD 
Calcular el porcentaje de azúcares en la muestra empleada. 
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3 
GUÍA  

 
GLICEMIA EN SANGRE 

 
 

Maricela Viola Rhenals. 
 
 
INTRODUCCIÓN 

Los niveles de azúcar de sangre están estrictamente 
controlados por una variedad de estímulos y de mecanismos. 
Esto es importante para la homeóstasis metabólica. Los niveles 
de azúcar pueden fluctuar después de ayunar durante mucho 
tiempo, o de una hora o de dos, después del consumo de 
comida. A pesar de esto, las fluctuaciones son muy pequeñas. 
El nivel de glucosa en la sangre se mantiene dentro de un 
baremo muy estrecho. 
 

En la mayoría de los seres humanos este varía entre los 82 
mg/dL y los 110 mg/dL (4,4 a 6,1 mmol/L). Los niveles de 
azúcar en la sangre suben hasta casi 140 mg/dL (7,8 mmol/L) o 
un poco después de una comida completa. En los seres 
humanos el nivel normal de glucosa en la sangre ronda los 90 
mg/dl, lo que equivale a 5mM (mmol/L). 
 

Partiendo de que en la persona adulta circulan cinco litros 
de sangre y dado que el peso molecular de glucosa (C6H12O6), 
es de aproximadamente 180 g/mol; el peso de la glucosa que 
circula en la sangre ronda los 3.3 g y los 7 g en total. 
 

Es decir, que en un varón adulto sano de 75 kilos con un 
volumen de sangre de cinco litros y un nivel de la glucosa 100 
mg/dL de sangre o de 5,5 mmol/L tiene cerca de cinco g de 
glucosa en la sangre en total. 
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Esto también significa aproximadamente un total de 45 g de 

agua corporal. El agua corporal abarca más que la sangre y 
suele representar aproximadamente el 60% del peso del 
cuerpo entero en los hombres. Cinco gramos de glucosa 
equivalen a una cucharilla de azúcar. 
 

Para ser considerado un no diabético la Asociación 
Americana de la Diabetes recomienda un nivel de la glucosa de 
menos de 180 mg/dL (10 mmol/L) después de una comida y un 
nivel de glucosa en sangre de 90-130 mg/dL (5 a 7,2 mmol/L) 
antes de la comida. 
 

OBJETIVOS  
Observar las diferencias en los niveles de glicemia, en 

muestras de suero, tomadas en periodo de ayuno y después de 
ingestión de alimentos. 
 
MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS  

• Tubos Eppendorf 1,5 mL 
• Gradillas para Tubos eppendorf 
• Micropipetas de 1 mL 
• Micropipetas de 200 µL 
• Micropipetas de 20 µL 
• Puntas para micropipetas 
• Vasos de precipitado de 100 mL 
• Guantes 
• Microplaca de 96 pozos 
• Espectrofotómetro de microplacas 
 

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 
Para la toma de muestra, dos estudiantes de cada grupo 

deberán tomarse una muestra de sangre: uno en ayunas y el 
otro después de desayunar, teniendo en cuenta que estas 
deberán ser tomadas en las horas de la mañana. 
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NOTA: Para el desarrollo de los ensayos se debe mantener las 
muestras de suero en refrigeración.  
 
Para el desarrollo de este ensayo: 
 

Se tomará una placa de 96 pozos y se siembra por 
duplicado el blanco, patrón y las muestras de suero. La siembra 
de estos se hará según las indicaciones estipuladas en la 
siguiente tabla:  

 
Tabla 3.3.1. Siembra de muestras, blanco y patrón 

 
 

 BLANCO PATRÓN MUESTRA 
Agua destilada 2µL   

Patrón  glucosa (S)  2µL  
Muestra   2µL 

Reactivo (A) 200µL 200µL 200µL 
 
 

• Una vez terminada la siembra, dejar en reposo por diez 
minutos a temperatura ambiente. El color es estable 
durante al menos dos horas. 

• Leer la placa a 500 nm. 
• Para la realización de los cálculos se utilizará la siguiente 

ecuación: 
 

 
 
 
 

BIBLIOGRAFÍA 

• Jordan Valenzuela M, Miralles García MD, Ramos 
Morcillo A, Torres García M. Intervenciones de 
enfermeras ante el paciente diabético. Torredonjimeno: 
Formación Continuada Logos; 2009. 
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• Addie-Gentle P, Azok J, Azzarello J, Edelman m. 
Diabetes Mellitus. Guía para el manejo del paciente. 
Madrid: Williams and Wilkins; 2007. 

• Rodergas I Pages J. Cuidados de enfermería al paciente 
diabético. Madrid: FUDEN; 2009. 

• Tébar Massó FJ, Escobar Jiménez F. La diabetes mellitus 
en la práctica clínica. Madrid: Panamericana; 2009 

 

ACTIVIDAD 

• Realiza un análisis bioquímico de los resultados 
obtenidos. 
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Sección 4 

 
LÍPIDOS 

 
 
 

1. Reconocimiento de la estructura de lípidos con 
Chemskecth. 

2. Identificación de Lípidos: TLC. 
3. Perfil lipídico mínimo. 
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Los lípidos constituyen un grupo de moléculas con elevada 
variedad estructural pero que tienen en común su naturaleza 
insoluble en agua y buena solubilidad en la mayoría de los 
solventes orgánico no polares. Para su estudio suelen 
clasificarse teniendo diferentes criterios, como, por ejemplo: 
según su complejidad se pueden agrupar en: 

 
1. Simples:    

a. Grasas (aceites): Ésteres del glicerol con ácidos grasos 
 b. Ceras: Esteres de alcoholes monohídricos de alto peso. 
 
2. Complejos:  

a. Fosfolípidos 
 b. Glicolípidos 
 c. Otros como los esfingolípidos 
 
3. Precursores y derivados de lípidos: 
 a. Lipoproteínas 
 b. Ácidos grasos 
 c. Esteroides 
 
 

 

 

 
 
Figura 4.0.1. Ácidos grasos. Los pares muestran la imagen de tres 
ácidos grasos mono-insaturados. A) Un ácido α-insaturado, B) Un 
ácido β-insaturado y C) Un ácido omega 3. 
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Los ácidos grasos son ácidos carboxílicos saturados e 
insaturados con longitud variable de su cadena 
hidrocarbonada. Los de importancia biológica en organismos 
superiores poseen longitudes comprendidas entre 4 y 36 
átomos de carbono y por lo general tienen un número par de 
átomos de carbono (Ver Figura 4.0.1). 
 

La reacción de esterificación de los ácidos con uno, dos o 
tres grupos –OH del glicerol conduce a la formación de un 
mono, di y triglicérido, respectivamente (Ver Figura 4.0.2). 
 

 
 

Figura 4.0.2. Estructura del triglicérido 1-palmitoil, 2-oleoil, 3-
estearoil glicerol. 

 
Los glicéridos son importantes componentes de las 

membranas biológicas y constituyentes del tejido adiposo. 
Además de este tipo de lípido en las membranas biológicas 
abundan otros tipos de lípidos como los fosfolípidos y 
esfingolípidos (Ver Figura 4.0.3.). 
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Figura 4.0.3. Tipos de lípidos de membrana. 
 

Otro grupo importante de lípidos los constituyen los 
esteroides, que se caracterizan por su núcleo de ciclo pentano 
perhidrofentraneno.  Este tipo de estructura se encuentra en 
importantes moléculas como las hormonas sexuales, los ácidos 
biliares y el colesterol (Ver Figura 4.0.4.). 
 

 
 
Figura 4.0.4. Lípidos con núcleo esteroide. El colesterol es el lípido 
esteroidal más importante de la membrana celular en los animales, 
mientras que la testosterona es una importante hormona masculina. 
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1 
GUÍA  

 
RECONOCIMIENTO DE LA ESTRUCTURA DE 

LOS LÍPIDOS CON CHEMSKETCH  
 

 
Darío Méndez Cuadro  

 
 

INTRODUCCION 
Los métodos bioinformáticos constituyen uno de las 

principales fuentes para el estudio de macromoléculas, siendo 
métodos fáciles de emplear que permiten unir la química con la 
informática para el entendimiento de los procesos en los 
organismos vivos. 
 

OBJETIVOS  

Explorar con ayuda del software Chemsketch las 
características estructurales de los diferentes tipos de lípidos 
necesarios para la interpretación de los cambios estructurales 
que experimentan dentro de una ruta metabólica.  
 
MATERIALES REACTIVOS Y EQUIPOS  

• Chemsketch (última versión gratuita). Descarga desde el 
siguiente enlace el programa e instala en tu ordenador antes 
de la fecha de realización de esta práctica. 
http://www.acdlabs.com/resources/freeware/chemsketch/. 

• Windows, Linux o Mac. 
• Libro de texto de bioquímica 
 

http://www.acdlabs.com/resources/freeware/chemsketch/
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 
1. Explorando Chemsketch: 
• Abra el programa Chemsketch y explore las funciones 

básicas para dibujar una cadena carbonada, un compuesto 
cíclico, optimiza su estructura y visualízala en 3D.  

• Revisa la librería de plantillas y busca las formas de 
cadenas (chains) y estorides. Dibuja libremente algunos 
ácidos grasos y optimiza su presentación con la función 
clean.    

 
2. Explorando los ácidos grasos y los glicéridos con 

Chemsketch: 
• Escoge tres ácidos grasos distintos y úsalos para dibujar un 

monoacilglicerol, un diacilglicerol y un triglicérido. Resalta en 
ellos los enlaces éster y nombra a cada uno de ellos. 

• Utiliza los mismos ácidos grasos para construir un 
plasmalógeno. Resalta el éter y explica la diferencia con los 
enlaces ésteres.  

• Dibuja un ácido graso omega-3 poliinsaturado y realiza una 
breve reseña (máximo 200 palabras) acerca de su 
importancia biológica y fuentes naturales. 

• Copia todas las figuras de los lípidos al visualizador 3D de 
Chemsketch y escoge un tipo de representación para tu 
informe. 

 
3. Explorando los lípidos de membrana con Chemsketch: 
• Busque la estructura de un fosfolípido y un glicolípido.  
• Dibuje y resalta las características estructurales de los 

lípidos seleccionados.    
• Exporte las estructuras al visualizador 3D y escoge la mejor 

pose y forma de representación del mismo. Esta 
representación es aquella que permite observar el carácter 
lineal, ramificado o de lípido modificado en tus moléculas. 

• Haz una breve reseña acerca de su función y/o importancia 
metabólica (máximo 200 palabras).  
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4. Estudiando reacciones metabólicas de los lípidos con 
Chemsketch 

• Seleccione un grupo de reacciones de la tabla 4.1.1 y busca 
en un texto de bioquímica la secuencia de pasos.  

• Dibuje las reacciones usando la estructura de cada molécula 
involucrada.  

• Describe brevemente los cambios estructurales ocurridos en 
cada paso. Utilice herramientas de color para resaltar los 
cambios. 

• Describe la importancia metabólica de las reacciones con 
tus propias palabras para indicar los cambios estructurales 
que sufren los sustratos en las distintas reacciones 
seleccionadas. 

 
Tabla 4.1.1. Reacciones metabólicas de los lípidos 

 
 

GRUPO REACCIONES 

1 Activación del ácido palmítico por acil-CoA sintetasa 

2 Reacciones de la beta-oxidación que convierten el Ac. 
Palmítico (C16) en un ácido graso de 14 carbonos (C14) 

3 Reacciones de conversión de propionil-CoA en succinil-
CoA 

4 Reacciones de formación del acetoacetato a partir de 
acetil-CoA (Cetogénesis) 

5 Reacciones de conversión de cuerpos cetónicos a 
acetil-CoA 
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BIBLIOGRAFÍA 

• www.acdlabs.com 
• http://www.nyu.edu/pages/mathmol/txtbk2/intro.htm 
• Donald Voet; Judith Voet. Biochemistry (4th Edn). John Wiley 

& Sons, Inc 
• D.E. Vance, J.E. Vance. Biochemistry of Lipids, Lipoproteins 

and Membranes. 2008 

 

ACTIVIDAD 

• Elaborar un informe en formato presentación de diapositivas 
(.ppt) con cada uno de los resultados de los ejercicios 

• Sustenta tus resultados ante el grupo. 

http://www.acdlabs.com/
http://www.nyu.edu/pages/mathmol/txtbk2/intro.htm
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2 
GUÍA  

 
IDENTIFICACIÓN DE LÍPIDOS: TLC 

 
 

Darío Méndez Cuadro  
 
INTRODUCCIÓN 

Los métodos de cromatografía en capa fina (TLC, Thin 
Layer Chromatography) y su cromatografía de capa fina de alto 
rendimiento versión refinada (HPTLC) son incluso hoy en día 
herramientas indispensables de la analítica química moderna. 
Dentro las ventajas de la TLC se pueden mencionar: 
 
• Conveniencia y simplicidad. Si se utilizan placas TLC 

prefabricadas disponibles en el mercado, incluso el usuario 
menos experimentado puede realizar separaciones de alta 
calidad. 

• El equipo que se necesita para TLC es bastante económico 
y se puede establecer fácilmente en cada laboratorio. 

• Consume cantidades mucho menores de disolventes que 
otras técnicas cromatográficas como la HPLC. 

• Suele ser rápida y permite aplicar muchas muestras 
diferentes simultáneamente en una sola placa de TLC. 

• Después de la separación por TLC, los lípidos se pueden 
visualizar fácilmente mediante tinción, por ejemplo, con 
tintes que se unen específicamente a grupos funcionales 
característicos. 
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OBJETIVOS  
Obtener perfiles lipídicos de extractos de hojas verdes de 
plantas mediante cromatografía en capa fina. 

 

MATERIALES REACTIVOS Y EQUIPOS  

• Placas TLC 20 cm x 20 cm. Por ejemplo, placas No. 5721, 
Merck. 

• Cabinas de TLC 
• Solución de amoniaco (25-28%) 
• Primulina al 0,01% en acetona al 80% 
• Yodo metálico (I2) 
• Reactivo de Dittmer-Lester: disolver 4.01g de MoO3 en 100 

mL de H2SO4 25N hirviendo (solución A). Agregar 180 mg de 
molibdeno en polvo a 50 mL de solución A y hervir durante 
15 min. Enfriar a temperatura ambiente y recuperar el 
sobrenadante por decantación (solución B). Mezcle 
volúmenes iguales de la solución A y B y diluya tres veces 
con H2O. El reactivo es estable durante varios meses a 
temperatura ambiente. 

• Reactivo de antrona: disolver 0,1 g de antrona y 2 g de 
tiourea en H2SO4 al 66% 

• Solución de metanol de cloruro de hidrógeno al 5% (p / p) 
 

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

1. Aislamiento de lípidos de algas y cloroplastos 

• Cortar las hojas verdes (5 g de peso húmedo) en rodajas. 
• Agregar 150 mL de cloroformo/metanol (1/2, por vol) y 

homogeneizar con un homogeneizador. 
• Filtrar la suspensión a través de un trozo de papel de filtro y 

recuperar el filtrado en un matraz. 
• Agregue 50 mL de cloroformo y agite durante un min. 
• Agregue 100 mL de solución de KCl al 1% (p/v) y agítelo 

durante dos min. 
• Deje reposar medio día hasta que la solución turbia se 

separe en tres fases. 
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• Lleve la fase inferior que contiene lípidos con una pipeta 
Pasteur a un matraz adecuado para el evaporador. No 
contaminar la fase media o alta. 

• Agregue 10 mL de cloroformo a las fases superior y media 
restantes y agite durante un min con un mezclador de 
vórtex. 

• Centrifuge a 1500 g durante cinco minutos. Recupere la fase 
inferior de cloroformo y combinar con la solución lipídica 
separada anteriormente. 

• Evapore completamente el disolvente con rotavapor a 
presión reducida. 

• Agregue metanol o cloroformo/metanol (2/1, por vol) para 
una evaporación completa si queda H2O. 

• Disuelva los lípidos en un volumen apropiado de 
cloroformo/metanol (2/1, por vol), transfiera la solución a un 
tubo con tapón de rosca revestido de Teflon y guárdelo a -20 
° C hasta su uso. 

 

2. Separación de lípidos individuales por TLC 

• Para el análisis de lípidos preparados a partir de células 
vegetales, se realiza una TLC bidimensional con dos 
sistemas de disolventes distintos, ya que la TLC 
unidimensional no debería separar algunas clases de 
lípidos. 

• Activar una placa de TLC de gel de sílice recubierta 
previamente calentando a 120°C durante 1,5 h 

• Enfriar a temperatura ambiente. 
• Con un lápiz en una placa TLC, delinee un punto alargado 

de aproximadamente 5 mm x 15 mm x 2,5 cm de distancia 
de dos lados vecinos de la placa 

• Aplique los lípidos disueltos en 20 a 50 μL de 
cloroformo/metanol (2/1, vol) en la mancha con una 
micropipeta. 

• Desarrolle la placa con el primer sistema solvente, 
cloroformo/metanol/H2O (65/25/4, por vol) hasta que la línea 
frontal del solvente esté a 1-2 cm de la parte superior de la 
placa. 
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• Seque la placa calentando la superficie inferior con un 
secador de pelo. 

• Desarrolle la placa con el segundo sistema solvente, 
cloroformo/metanol/solución de amoníaco al 25-28% (13/7/1, 
por vol) hasta que la línea frontal del solvente se aleje 1-2 
cm del lado superior de la placa. 

• Seque la placa calentando el fondo con un secador de pelo. 

3. Detección e identificación de las respectivas clases de 
lípidos 

Las clases de lípidos separadas en una placa de TLC deben 
detectarse con un reactivo no destructivo para análisis 
estructurales adicionales, como la determinación de las 
composiciones de los ácidos grasos constituyentes. Primulina I2 
descritos son apropiados para tal estudio, y se utilizan para la 
detección de todas las clases de lípidos. 
 

Las zonas de las clases de lípidos detectadas en la placa de 
TLC se delinean con un lápiz para su posterior identificación en 
función de su movilidad y también de la tinción con reactivos 
que reaccionan con grupos particulares de cabezas polares. 
 

3.1 Revelado con Primulina: 

• Pulverizar reactivo de primulina sobre la placa y secar a 
temperatura ambiente. 

• Ilumínelo con una luz ultravioleta (UV) de onda larga (por 
ejemplo, 365 nm) para detectar manchas azules de clases 
de lípidos. 

 

3.2 Revelado con Vapores de I2: 

• Coloque un trozo de I2 en una caja cerrada para llenarlo con 
vapor de I2. 

• Coloque la placa de TLC en la caja hasta que aparezcan 
manchas marrones revelando las distintas clases de lípidos. 
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3.3 Reactivos destructivos para la detección de determinadas 
clases de lípidos 
Delinear las zonas de lípidos detectadas de antemano por la 
primulina y tratar las zonas con reactivo de Dittmer-Lester o 
antrona para la detección de fosfolípidos y glicolípidos, 
respectivamente, como se describe a continuación. 
 

Opción 1. Revelado con el reactivo de Dittmer-Lester:  

• Rocíe el reactivo en la placa para detectar manchas azules 
de fosfolípidos. 

 
Opción 2: Revelado con el reactivo de antrona 
Rocíe el reactivo de antrona en la placa. 
• Caliente la placa a 120°C para detectar manchas moradas 

de glicolípidos. 
 

 
 
Fig. 4.2.1. Perfil de lípidos de hojas de verdes 
Abreviaturas: DGDG, digalactosyl diacylglycerol; DGTS, 
diacylglyceryltrimethylhomoserine; MGDG, monogalactosyl 
diacylglycerol; PE, phosphatidylethanolamine; PG, 
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phosphatidylglycerol; PI, phosphatidylinositol; SQDG, sulfoquinovosyl 
diacylglycerol. 

 

BIBLIOGRAFÍA 
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ACTIVIDAD 

• Elabora un reporte de los experimentos realizados en 
formato de artículo de investigación:  

• Hoja de título, autores, afiliación, resumen de 200 palabras y 
palabras claves. 

• Introducción: importancia de los lípidos y la muestra 
trabajada. También debe reflejar el objeto de tus 
experimentos (objetivos).  

• Materiales y métodos: describe los procedimientos 
realizados y los materiales, reactivos y equipos utilizados. 
Utiliza esquemas, tablas y figuras si es necesario 

• Resultados: presenta los resultados obtenidos de manera 
ordenada y secuencial. Utiliza esquemas, tablas y figuras 
para su organización. 

• Discusión: interpreta tus resultados y compáralos con 
reportes científicos previos similares. 

• Conclusiones 
• Bibliografía: Utiliza un administrador de referencias como 

Mendeley o EndNote para gestionar tus citas 
bibliográficas. Escoge el formato de citación de acuerdo con 
tu revista científica de predilección e indica la revista. 
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3 
GUÍA  

 
PERFIL LIPÍDICO MÍNIMO 

 
 

Maricela Viola Rhenals 
 
 

INTRODUCCIÓN 
El perfil lipídico es uno de los exámenes más solicitados 

para determinar el colesterol en la sangre. El perfil lipídico es 
un grupo de exámenes de laboratorio que los médicos suelen 
solicitar para determinar los niveles de lípidos en la sangre, 
como el colesterol y los triglicéridos, cuya alteración está 
relacionada con las enfermedades cardiovasculares.  
 

Estos se pueden pedir a cualquier persona que haya tenido 
un episodio cardiovascular, a pacientes con diabetes, con daño 
renal crónico o que tengan antecedentes familiares 
de dislipidemia o enfermedad cardiovascular prematura (antes 
de los 55 años en varones y 65 años en mujeres).  

 
También a personas con factores de riesgo cardiovascular 

(fumador, hipertensión arterial, obesidad, etc.), o que tienen 
algún factor causal de dislipidemia (hipotiroidismo, consumo de 
alcohol, fármacos, etc.), en los que se usa para estimar el 
riesgo cardiovascular. También a personas sanas que desean 
un chequeo preventivo. 
 

Es importante tener en cuenta en primer lugar los niveles de 
colesterol total y triglicéridos. El colesterol total es la suma de 
las fracciones de HDL (colesterol bueno), LDL (colesterol malo) 
y VLDL (partículas que llevan triglicéridos). La mayoría de las 
veces, el colesterol total está elevado porque la persona tiene 

https://www.clinicalascondes.cl/CENTROS-Y-ESPECIALIDADES/Centros/Centro-de-Nutricion/Noticias/Te-puede-interesar/Perfil-lipidico-alterado-Cuatro-consejos.aspx


161 
 

el LDL elevado, lo que aumenta el riesgo cardiovascular. 
Aunque en algunas situaciones, el colesterol total puede estar 
elevado porque una persona tiene el HDL alto, que baja el 
riesgo. 
 

En niños y adolescentes (2-18 años) es aceptable un 
colesterol total (CT) de < 170 mg/dL, triglicéridos (TG) en < 75 
mg/dL (de 0-9 años) o < 90 mg/dL (10-18 años), mientras el 
colesterol malo (C-LDL) está en < 110 mg/dL y el bueno (c-
HDL) en > 45. “Cualquier valor que exceda estos puntos de 
corte se considera situación de riesgo o alto riesgo. 

 
En adultos, el valor aceptable depende del riesgo 

cardiovascular, el cual depende de la presencia de otros 
factores de riesgo, como el sexo, edad, presencia de 
hipertensión arterial, tabaquismo y antecedentes de 
enfermedad cardiovascular. En sujetos de muy alto riesgo 
cardiovascular aquellos que ya han tenido un episodio 
cardiovascular, son diabéticos, o tienen enfermedad renal 
crónica, su nivel de colesterol LDL debería ser inferior a 70 
mg/dL.  Mientras en personas con riesgo cardiovascular alto, el 
colesterol LDL debería ser inferior a 100 mg/dL. 

 
En quienes tienen riesgo bajo o moderado (sin ninguna de 

las situaciones anteriores) el colesterol LDL debería ser inferior 
a 115 mg/dL. Los niveles de triglicéridos considerados 
actualmente como aceptables son inferiores a 150 mg/dL, y los 
niveles de colesterol HDL, considerados como de mayor riesgo 
cardiovascular, deben ser menores de 40 mg/dL en varones y 
menor de 45 mg/dL en mujeres. 
 
OBJETIVOS  

Observar las diferencias en los niveles de colesterol total y 
triglicéridos en muestras de suero, tomadas en periodo de 
ayuno y después de ingestión de alimentos. 
 

MATERIALES REACTIVOS Y EQUIPOS  

• Tubos Eppendorf 1,5 mL 
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• Gradillas para Tubos Eppendorf 
• Micropipetas de 1 mL 
• Micropipetas de 200 µL 
• Micropipetas de 20 µL 
• Puntas para micropipetas 
• Vasos de precipitado de 100 mL 
• Guantes 
• Microplacas de 96 pozos 
• Espectrofotometro de microplacas 
 

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 
Para la toma de muestra de sangre, dos estudiantes de cada 
grupo deberán tomarse una muestra de sangre: uno en ayunas 
y el otro después de desayunar, tenga en cuenta que estas 
deberán ser tomadas en las horas de la mañana. 
 
NOTA: para el desarrollo de los ensayos se debe mantener las 
muestras de suero en refrigeración.  
 

CUANTIFICACION DE COLESTEROL 
Para el desarrollo de este ensayo: 
 
• Se tomará una placa de 96 pozos y se siembra por 

duplicado el blanco, patrón y las muestras de suero. La 
siembra de estos se hará según las indicaciones estipuladas 
en la siguiente tabla:  

 
Tabla 4.3.1. Siembra de muestras, blanco y patrón del 

ensayo de colesterol 
 

 BLANCO PATRÓN MUESTRA 

Agua destilada 2µL   
Patrón  colesterol 

(S)  2µL  

Muestra   2µL 
Reactivo (A) 200µL 200µL 200µL 
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• Una vez terminada la siembra, dejar en reposo por diez 

minutos a temperatura ambiente. El color es estable durante 
al menos dos horas. Leer la placa a 500nm. 

• Para la realización de los cálculos se utilizará la siguiente 
ecuación: 

 

 
 

 

CUANTIFICACIÓN DE TRIGLICERIDOS 
Para el desarrollo de este ensayo: 
 
• Se tomará una placa de 96 pozos y se siembra por 

duplicado el blanco, patrón y las muestras de suero. La 
siembra de estos se hará según las indicaciones estipuladas 
en la siguiente tabla:  
 
Tabla 4.3.2. Siembra de muestras, blanco y patrón del 

ensayo de triglicéridos 
 

 BLANCO PATRÓN MUESTRA 

Agua destilada 2µL   
Patrón  Trigliceridos 

(S)  2µL  

Muestra   2µL 
Reactivo (A) 200µL 200µL 200µL 

 
• Una vez terminada la siembra, dejar en reposo por 15 

minutos a temperatura ambiente. El color es estable durante 
al menos 2 horas. Leer la placa a 500nm. 

• Para la realización de los cálculos se utilizará la siguiente 
ecuación: 
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ACTIVIDAD 

• Observa el suero y la opacidad, define a qué puede deberse 
esto. 

• Realiza una comparación de los resultados y da una 
hipótesis bioquímica de los mismos. 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

La impresión de este libro se realizó en papel bond blanco 90grs. para 
páginas interiores y propalcote de 280 grs. Para la portada con plastificado 

mate. con un tiraje de 200 ejemplares. 
 

El libro GUÍA PRÁCTICA DE BIOQUÍMICA, de los autores Maricela Viola 
Rhenals, Darío Méndez Cuadro, se diseñó y diagramó en la Editorial 

Universitaria – Sección de Publicaciones de la Universidad de Cartagena y se 
terminó de imprimir en el año 2022 en la empresa Alpha Group, en la ciudad 

de Cartagena de Indias, Colombia. 
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