Procesos de transfor macion de ener gia.

Prof. Militza Quintero Vega

Programa

El estudio de las moléculas biol 6gicas disefiadas y sintetizadas en €l interior de las células,
es uno de los méas importantes, porque sienta las bases para la explicacion de los procesos
complegjos del metabolismo celular y de los procesos fotosintéticos de |as células vegetales
responsables ambos de que la vida permanezcaen latierra.

El Licenciado en Educacion de la mencion Ciencia Fisico-Naturales requiere de una
formacion solida en el campo de las ciencias bioldgicas, pues su papel principa a
desempeiiar es la ensefianza de los procesos de la vida, por tanto debe adquirir
conocimientos profundos en el &rea de Bioquimica y de esta manera poder tener la
capacidad de disefiar |as estrategias que le permitan explicar estos procesos.

El presente programa ha sido disefiado y optimizado para llevar a alumno de la mencién
Ciencias Fisico-Naturaleza a desarrollar los mecanismos cognitivos que le permitan
comprender el funcionamiento de las biomoléculas méas importantes y luego e desarrollo
de los procesos metabdlicos mas trascendental es que ocurren dentro de lacélula.

MODULO |
Tema N° 1. El agua.
e Principal componente de las células.
e Caracterigticas y Propiedades moleculares.
e Interacciones electrostéticas, lonicas, de Van der Waals, puentes de Hidrégeno e
Hidrofdbicas.
e El producto idnico del aguay ladefinicion de pH.

Tema N° 2. Biomoléculas: aminoécidos, carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos.
e Ubicacion en los diferentes compartimientos celulares.
e Funciones principales que cumplen estas biomoléculas.

Tema N° 3. Estructuray Funcion de las proteinas.

Estructuras primarias, secundariasy terciarias de una proteina
Técnicas de Aislamientoy Caracterizacion de Proteinas.

La Hemoglobina como g emplo de proteina alostérica.

Las Enzimas como g emplo de proteinas catalizadores biol 6gicos.
Caracteristicas y funciones de las enzimas

Estado de transicién y velocidades de reaccion

Cinética de Michaelis-Menten



MODULO Il
Tema N° 4. Leyes de la Termodinamica.
e Sistemas abiertos, sistemas cerrados, sistemas biol 6gicos.
e Energialibre de Gibbs.
e ElI ATP eslamoneda universal de energia.
e El poder reductor del NADH y NADPH.

Tema N° 5. Laglicdlisis, como proceso metabdlico central de extraccion de energia.
e Larutametab0lica mas ancestral.
e Rendimiento en ATPy poder reductor
e Fermentacion y rendimiento energético.

Tema N° 6. Ciclo de Krebs'y respiracion celular
e Desarrollo Histérico y elucidacion de laruta.
e Importancia desde el punto de vista de rendimiento energético y productos.
e Losintermediarios son cataliticos.

Tema N° 8. Lafosforilacion oxidativay laformacion de ATP.
e Los electrones del poder reductor son transferidos a una cadena de compuestos
oxido-reductores.
e LaATP sintetasaesresponsable de formar el ATP usando €l gradiente de protones.
¢ Rendimiento energético de la oxidacion completa de una molécula de glucosa.

Tema N° 9. La Fotosintesis, el proceso primario de obtencion de energia.
e Las plantas son responsables de captar la energia luminosa y transformarla en
energia Util para hacer trabajo celular.
e Compartimientos celulares donde se verificalafotosintess.
e Lasreacciones deluz y de oscuridad.
e Rendimiento energético y Productos de laruta.

Tema N° 10. El Metabolismo una vision de conjunto.
Metabolismo de grasas

M etabolismo de ayuno prolongado
Metabolismo de gjercicio intenso

Diabetesy nivelacion de azlicar en sangre

Bibliografia a consultar:

Bioquimica. Matheus & Van Holden. McGraw-Hill Interamericana
Bioquimica. Stryer Lubert. Editorial Reverté.

Biochemistry. Voet & Voet. John Wiley & Sons, INC.
Bioquimica. Rawn.



Plan de Evaluacion.
Laevauacion del curso tedrico-practico es de caracter formativo-sumativo.

Teoria.

La evaluacion se realizara mediante laimplementacion de examenes generales
gue contemplen €l contenido de uno o dos temas relacionados. Estos
examenes se disefiaran en funcion de evaluar la capacidad de construir
relaciones entre los diferentes y nuevos términos propios del campo de la
bioguimica, capacidad de integrar los procesos que explican el metabolismo y
analisis y resolucion de problemas planteados. Se propone la elaboracion de a
Menos cuatro examenes parciales, cuyas notas aportaran €l 50% de la nota
final.

Practica. La evaluacion es principalmente de tipo formativa, los alumnos
deben participar activamente en la realizacion de las actividades propuestas y
de las practicas y talleres como tales. Se realizara una prueba o examen corto
a inicio de cada periodo de practica o taler, e cua pretende evaluar la
preparacion previa del alumno para afrontar € trabajo en la practica. El
alumno debe adquirir destreza en la elaboracion de ensayos e informes de
carécter cientifico, por tanto, al fina de cada periodo préactico se requerirala
presentacion de un informe o ensayo seguln se requiera. Por Ultimo, dado que
la asistencia y participacion en cada periodo de préctica es obligatoria, €
alumno debe redlizar las actividades propuestas, tales como resolucion de
problemas, analisis de lecturas pertinentes, resimenes y otros, los cuales
deben ser entregados a final de la jornada y cuya nota aportara € 15%
restante de la nota de practica. La inasistencia injustificada a tres periodos de
practicas obligaa alumno al retiro de su materia.

En resumen, el 50% de la nota final 10 aporta la préctica de la siguiente forma:
Examenes cortos. 20%

Informes, Ensayos, Cuestionariosy Modelos. 15%

Asistenciay Participacion: 15%

Horario de Consultas:

Martes y Jueves de 3 a 5 p.m. en las instalaciones de Labiomex-ULA,
Facultad de Medicina, teléfono: 2403117.

e-mail: milyg@hotmail.com



Programa detalleresy practicas.
Prof. Militza Quintero Vega.

Practica N° 1. Preparacion de Soluciones.

Contenido:

1.

2.

Uso de la Balanza Anditica. Calculo de Concentracion final de una
solucion. Peso Molecular, Molaridad, Normalidad, % Peso/Peso, %
Peso/V olumen.

Preparacion de Soluciones: Tampones. Uso del pH metro. Calibraciony
lectura. Acidez y basicidad.

Objetivos:

1.

2.

4.
5. Aprender a preparar soluciones tamponadasy su utilizacion.

Conocer y utilizar la balanza anadlitica para pesar reactivos caseros.
Azlcar de mesa, Sal comuln, Harinas; y de uso en €l laboratorio.
Aprender arealizar los célculos para preparacion de soluciones de uso
comun en € laboratorio utilizando los conceptos de Peso Molecular,
Molaridad, Porcentajes de Pesosy otros.

Conocer y utilizar el pH-metro para medir la acidez y basicidad de
soluciones de uso domeéstico: Vinagre, jugo de limén, cloro de uso
domeéstico.

Preparar soluciones a determinados pH utilizando HCI y NaOH.

Estrategias:

1.
2.

3.

Resolucién de problemasy gjercicios de preparacion de soluciones.
Utilizacion de la balanza para pesar reactivos, y preparacion de
soluciones con reactivos de uso comun.

Utilizacion del pH-metro, Calibracion del aparato. Medicion del pH de
soluciones de uso comun.

Bibliogr afia:

Célculos de Bioguimica. Segel Irwin H. Editorial Acribia Zaragoza
(Espaiia).
Libros de texto recomendados en el programa de teoria.



Practica N° 2. El Agua.

Contenido:

1. El Agua, diferentes estados: Hielo, Vapor, liquida. Propiedades del agua
gque permiten la vida, comparacion con otras moléculas de formula
similar.

2. La luz. La Ley de Lambert-Beer y € calculo de concentraciones
mediante espectrofotometria.

Objetivos:

1. Conocer la molécula del agua para entender sus diferentes propiedades.
Relacionar los diferentes estados del agua y bajo cuaes se permite la
vida.

2. Conocer € espectrofotdmetro y su utilizacion para el célculo de la
concentracion de soluciones.

Estrategias:

1. Realizar moléculas de agua con materiales comunes. anime, foami,
plastiling, varillas de plastico, madera, y pinturas.

2. Construir un modelo que represente las fuerzas y e estado en que se
encuentran las moléculas de agua en € hielo, en e vapor, y en estado
liquido; inferir laimportancia de estas fuerzas para permitir la vida.

3. Preparar soluciones con colorantes y reactivos y conocer su
concentracion mediante la  utilizacion del  concepto  de
espectrofotometriay el espectrofotometro.

Bibliografia.
e Cdculos de Bioguimica. Segel Irwin H. Editorial Acribia Zaragoza
(Espana).
e Librosde texto recomendados en el programa de teoria.



Procesos de transfor macion de ener gia.
Programa detalleresy practicas.
Prof. Militza Quintero Vega.

Préactica N° 3: DIGESTION DE POLISACARIDOS CON ENZIMAS
DIGESTIVAS: AMILASA

1. INTRODUCCION.

La primera etapa del metabolismo esta constituida por las sucesivas degradaciones de los
aimentos, que de unidades grandes pasan progresivamente a formar unidades més
pegueiias. En € caso de los hidratos de carbono se comienzan a digerir en la boca por
accion de la a-amilasa de la saliva, liquido organico segregado de modo reflgjo ante la
presencia de la comida.

La a-amilasa, [lamada también ptialina, cataliza la hidrélisis de las unidades glucosa a
nivel del enlace glucosidico a-1,4 (pero no a nivel de las uniones a-1,6). Es interesante
indicar que los hidratos de carbono se encuentran en el intestino con otra a-amilasa,

proveniente del pancreas y que posee la misma especificidad que la salival, pero que es
segregada ante estimulos diferentes (la amilasa pancredtica se segrega junto con otras
enzimas pancreéticas). Ambas enzimas poseen la capacidad de originar como productos de
hidrélisis maltosa (2 unidades), maltotriosa (tres unidades) y oligosacéridos ramificados (n
unidades). Es obvio que los oligosacéridos sean ramificados, si se piensa que estas enzimas
no hidrolizan anivel delos enlaces a-1,6.

La a-amilasa continta gjerciendo su efecto en e bolo alimenticio hasta que este llega a

estomago. Alli, el pH del jugo géstrico (que tiene un valor aproximado de 3 unidades de pH)
frena la actividad enzimética. La digestion de los hidratos de carbono continla en el

duodeno, una vez sorteado €l piloro. En ese lugar los jugos intestinales contienen la a-

amilasa segregada por €l pancreas. Si bien esta enzima posee igual especificidad de sustrato
gue la ptialina salival, es mucho més activa. Asi 1os restos de almidén que aln no fueron
atacados en la boca se convierten en el duodeno en unidades més pequefias.

Las enfermedades relacionadas con e tubo digestivo y sus glandulas anexas dan la
oportunidad de investigar la actividad de una serie de enzimas. Una de las enfermedades
mas severas es la pancr eatitis aguda, ya que se instala de modo dramético y exige rdpidas
definiciones por parte del médico. Su diagnéstico clinico es muy dificil, y a veces €

laboratorio puede brindar ayuda inestimable mediante la medicion de algunas actividades
enziméaticas, sobre todo de amilasay lipasa. De hecho, casi todos |os pacientes que padecen
de pancreatitis aguda presentan una elevacion de su amilasa sérica dentro de las 24 horas de
producida la inflamacion de la glandula. Como la amilasa es una proteina relativamente
pegueiia (45.000 daltons) se filtra facilmente a nivel del glomérulo renal. Esa propiedad de
la enzima es usada por los biogquimicos para detectar mejor la pancreatitis. Hay que insistir

en que larapidez es importante, porque a veces es necesario medir los niveles de enzimaen
funcion del tiempo. No debemos olvidar que la pancreatitis aguda es una de las
emergencias médicas mas dramaticas.



La amilasa puede medirse por varios métodos, pero los mas recomendados son €
iodométrico y el sacarogénico.

Método iodométrico. En este método (como en todos los que se utilizan para medir
amilasa) e pH éptimo de la reaccion debe ser 6.9-7.0. El método se basa en la capacidad
que posee el yodo de combinarse con el almidon y dar un color azul. Cuando la amilasa
actla sobre el complgo amidén-yodo se producen otros compuestos coloreados pero que
absorben a otra longitud de onda. El sustrato (almidén con solucion tampon a pH 7.0) se
mezcla con la muestra de suero y se incuba por un periodo determinado. Entonces se agrega
una solucion de yodo. Normalmente el yodo forma un complejo con € aimidén y da color
gue se lee a 660 nm. En la muestra incubada mas tiempo habra menos color, puesto que los
productos de la accion de la amilasa reducen 1os niveles de lectura considerablemente. Por
lo tanto, la actividad de la enzima se relaciona inversamente con laintensidad de color o de
lecturaa 660 nm.

Algunas limitaciones de este método son los complejos que €l yodo puede formar con las
proteinas, y que hay que leer constantemente contra blancos de suero, que no contienen
enzima, lo que limitalarapidez que necesita el método.

2. OBJETIVOS

Determinar cuditativamente la actividad amilasa
Determinar pH Optimo de la actividad amilasa
Analizar accion de efectores

3. MATERIALESY REACTIVOS

2 cilindros de 25 ml

2 pipetasde 2 ml

2 pipetasde 1 ml

2 pipetasde 5 ml

1 vaso de 25 ml

1 vial de centelleo de 20 mi

1 vaso de vidrio de 50 ml

Pipetas Pasteur

1 gradilla con 20 tubos de ensayo

Bafio de aguaa 100°C

Disolucion de aimidén a 1%

Disoluciones de yodo a 1% parala parte 1° y yodo 2% parala parte 2
Disoluciones tampones 0.01M fosfato sddico a distintos pHs: 5.5, 6.5, 7.5y 8.5
Disolucién de Benedict (citrato sodico, carbonato sodico y sulfato de cobre)
Disolucion de nitrato de plomo a 1%

Disolucion de nitrato de cinc a 1%

Disolucion de nitrato de cobalto al 1%

4. METODO



Determinacion cualitativa de la actividad amilasa de saliva

a)

b)

c)
d)

Se recogen varios ml de saliva en un tubo de ensayo. Se transfieren 2 ml a un
vaso de 20 ml donde se diluyen con 18 ml de agua destilada. Disgregar bien la
saliva. Esto constituye lo que llamamos disolucion de amilasa-1.

Numerar tubos del 1 a 10. Pipetear en cada uno de los diez tubos 1 ml de la
disolucién de yodo 1%.

En €l tubo 1 afiadir 1ml de disolucion de almiddn. Este tubo constituye el tiempo 0
de lareaccion.

En otro vaso se colocan 10 ml de disolucion de amidon. Afadir 1 ml de la
disolucion de amilasa-1 y agitar bien. A partir de los 2 minutos, extraer 1 ml del
vaso y afadirlo sucesivamente a los tubos 2, 3, 4, etc. Hacer un tubo blanco y
medir Absorbancia a 660nm. Hacer unatabla de tiempo frente a Absor bancia.
Afadir a los tubos en los que no haya aparecido color 10 gotas de disolucién de
Benedict e incubarlos en un bafio a 100°C durante 3 0 4 minutos. Enfriar.
Observar y anotar |o sucedido.

Efecto del pH y efectores sobre la actividad amilasa de la saliva

a) Rotular tubosdel 14 8.

b) Coger 1 ml de la disolucion de amilasa-1 y afiadirle 19 ml de agua Esta dilucién
es denominada amilasa-2.. OJO: Los grupos que en la primera parte no hayan
observado desaparicion de color hasta los tubos 9, 10, o no desaparicion, NO
diluiran la amilasa; usardn amilasa-1.

c) Pipetear en cada uno de los tubos los volimenes de reactivos (en ml) que se
especifican:

Tubo |Agua |[pH55 |pH6.5 |pH7.5 |pH85 |Amilasa-2 Pb(NO3)2

1 3 1

2 1 2 1

3 1 2 1

4 1 2 1

5 1 2 1

6 2 1 1
Co(NO3)2

7 2 1 1
Zn(NOg)2

8 2 1 1

d) Afiadir 1 ml de amidon a primer tubo. Mezclar bien, invirtiendo el tubo con

ayuda de un trozo de parafilm. A los 30 segundos afiadir al mismo tubo 1 ml de
yodo 2% y volver a mezclar bien. Hacer un tubo blanco y medir Absorbancia a
660nm. Repetir a continuacién la misma operacion con el resto de los tubos.



5. CUESTIONES

1. Confeccionar una tabla con los resultados obtenidos y la posible explicaciéon de
qué esta ocurriendo en cada uno de €llos, tanto los de la determinacién
cuantitativa, como los del efecto del pH y efectores.

2. Esta cuestion es opciona: ¢Nos serviria € reactivo de Benedict para medir a
actividad de la amilasa? Razonalo.

Bibliografia.
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