Programa de BIOQUIMICA |
Carrerals:Licenciatura en Biotecnologia
Asignatura:Bioquimica |
Nucleo al que pertenece: Obligatorio (Ciclo Inicial)

Profesores: Parisi, Gustavo Daniel; Wall, Luis Gabriel; Agaras, Betina; Gabbarini,
Luciano; Carbajal, Maria Laura.

Correlativas previas:Fisicoquimica y Quimica Organica |

Objetivos:Que la/os estudiantes comprendan las bases quimicas y fisicoquimicas
de la biologia y aprendan a interpretar datos experimentales con los cuales construir
un modelo de trabajo e interpretacion de la biologia

Contenidos minimos:

Biomoléculas: estructura, propiedades fisicoquimicas y funciones bioldgicas. Relacion
entre Estructura y Funcién Bioldgica: aminoacidos, péptidos y proteinas; nucleétidos
y acidos nucleicos; hidratos de carbono y polisacaridos; lipidos y membranas.
Enzimas, cinética enzimatica, factores que modulan la actividad enzimatica. Métodos
de purificacion y caracterizacion de biomoléculas.

Carga horaria semanal:6 horas semanales
Programa analitico:

- Unidad 1: Introduccion a la Bioquimica. Objeto de estudio. Relacion con otras
ramas de las ciencias exactas y sociales. Composicién quimica de la materia
viva. Leyes que la gobiernan. Biomoléculas. Clasificacion global de las
mismas, criterios utilizados. Logica molecular de los organismos vivos.

- Unidad 2: Agua: propiedades fisicoquimicas, propiedades acido — base.
Acidos y bases débiles. pH. Soluciones reguladoras de pH. Ecuacién de
Henderson — Hasselbach. Importancia de los sistemas reguladores de pH en
la materia viva. Analisis de las funciones del agua en la materia viva a partir
de las propiedades anteriormente enunciadas. Interacciones deébiles (no



covalente) entre moléculas que involucran cargas o densidades de carga:
interaccién idnica, interacciones de Van der Waals, puente de Hidrogeno.
Efecto hidrofdbico e Interaccion hidrofébica. Fundamento termodinamico de
las interacciones no covalentes. Variacion de la fuerza de la interaccion con la
temperatura.

Unidad 3:Hidratos de carbono: clasificacion. Monosacaridos y polisacaridos.
Azucares simples y complejos. Propiedades fisicas. Actividad Ooptica.
Isbmeros Opticos: nomenclatura y clasificacion. Importancia biolégica de los
isbmeros. Propiedades quimicas. Enlace glicosidico. Carbono hemiacetalico.
Fendmeno de mutarrotacién. Racemizacién. Azucares reductores y no
reductores. Analitica de hidratos de carbono. Determinaciones cuali vy
cuantitativas. Técnicas de separacion. Hidrdlisis acida — base.Azucares
acidos. Aminoazucares. Otros hidratos de carbono complejos. Interaccion con
otras biomoléculas. Funciones bioldgicas de los distintos tipos de hidratos de
carbono.

Unidad 4:Lipidos: clasificacion. Estructura y funcidn bioldgica de las distintas
clases de lipidos. Lipidos simples y complejos. Acidos grasos. Glicéridos.
Fosfolipidos. Esfingolipidos. Cerebrésidos. Gangliésidos. Esteroides.
Detergentes iénicos. Detergentes no iénicos. Propiedades fisicas y quimicas
de los distintos lipidos. Técnicas de separacién, analisis y determinacién de
lipidos en general y de las distintas clases de lipidos.Micelas. Concentracion
micelar critica. Vesiculas. Liposomas. Unidad de membrana. Estructura de
membranas bioldgicas. Propiedades fisicas y quimicas. Interacciones con
otras biomoléculas. Proteinas de membrana, caracteristicas estructurales.

Unidad 5:Acidos nucleicos: clasificacion y funciones bioldgicas. Bases
nitrogenadas mas comunes de los acidos nucleicos. Tautomeria. Nucledsidos
y nucledtidos. Analisis de su estructura molecular, en términos bioenergéticos
y estructurales. Polinucledtidos: propiedades fisicas. Determinacion
espectroscopica de acidos nucleicos. Propiedades quimicas. Determinacién
colorimétrica de acidos nucleicos. Propiedades acido — base. Hidrolisis
alcalina de ARN. Estructuras de ADN y ARN. Fuerzas e interacciones que
determinan estas estructuras. Relacién entre estructura y funcién.
Desnaturalizacion térmica. Agentes desnaturalizantes. Superenrrolamiento.
Técnicas de separacion y analisis de acidos nucleicos. Ultracentrifugacion
zonal e isopicnica. Interaccidon de acidos nucleicos con otras biomoléculas.



Unidad 6:Aminoacidos naturales, modificados y no naturales. Clasificacion de
los aminoacidos naturales. Propiedades fisicas. Espectroscopia ultravioleta.
Ley de Lambert y Beer. Propiedades quimicas. Propiedades acido — base.
Grupos ionizables. Titulacion de aminoacidos. Reactividad del grupo amino.
Reactividad del grupo carboxilo. Reactividad de los grupos presentes en los
restos R de los aminoacidos naturales. Unidn peptidica: estructura molecular
y caracteristicas estéricas. Titulacién de péptidos. Carga neta.

Unidad 7: Proteinas: clasificacién y funciones biolégicas. Proteinas simples y
complejas. Propiedades fisicas y quimicas de los polipéptidos. Conformacion
de péptidos y proteinas. Parametros estructurales. Niveles de estructura:
primaria, secundaria, suprasecundaria, terciaria y cuaternaria. Fuerzas en
interacciones que determinan la conformacion de las proteinas en sus
distintos niveles estructurales. Dominios: significado biolégico e interpretacion
evolucionista de la existencia de dominios. Relacién entre estructura y
funcién. Desnaturalizacion. Agentes desnaturalizantes. Interaccion de
proteinas con otras biomoléculas.

Unidad 8:Analisis de proteinas y péptidos. Cuantificacion quimica y biologica.
Determinacion espectrofotométrica. Métodos colorimétricos. Otros métodos.
Técnicas de determinacién del peso molecular. Técnicas de separacion,
analisis y purificacion de proteinas y péptidos basadas en su tamano
molecular, propiedades io6nicas y propiedades de hidrofobicidad. Diferentes
técnicas electroforéticas en geles de poliacrilamida y otros soportes. Actividad
especifica, rendimiento y grado de purificacion.

Unidad 9:Catalizadores bioldgicos. Caracteristicas particulares. Enzimas y
ribozimas. Cofactores, coenzimas y grupos prostéticos. Sustrato. Condiciones
de reaccion.Clasificacion de enzimas. Especificidad. Sitio de union al sustrato.
Sitio activo. Mecanismos de reaccidon. Catalisis acido — base. Catalisis
enzimatica. Grupos reactivos en los catalizadores bioldgicos.

Unidad 10:Cinética enzimatica. Velocidad de reaccion. Dependencia de la
velocidad inicial de reacciéon con la concentracién de enzima y de sustrato.
Velocidad maxima de una mezcla de reaccion. Modelo y ecuacion de Micaelis
— Menten para enzimas monosustrato.Definicion de unidad de actividad
enzimatica. Unidades arbitrarias e internacionales. Actividad especifica.
Parametros cinéticos de una reaccion enzimatica: Ky, K, constante de



especificidad. Significado de los mismos. Medicion de la actividad enzimatica.
Determinacion de vmax Y Ku.

- Unidad 11:Inhibicion de las reacciones enzimaticas. Inhibidores reversibles e
irreversibles. Modelos de inhibicion competitiva, no competitiva vy
acompetitiva. Efecto del pH sobre la cinética enzimatica. Variacién de los
parametros cinéticos con el pH. Efecto de la temperatura sobre las cinéticas
enzimaticas. Energia de activacion. Ecuacién de Arrhenius.

- Unidad 12:Enzimas alostéricas. Efectores homotrépicos y heterotrépicos.
Activadores e inhibidores. Caracteristicas cinéticas de las enzimas
alostéricas. Dependencia de la velocidad inicial con la concentracién de
enzima, sustrato y otros factores. Parametros cinéticos: Sy 5, nUmero de sitios
aparentes n; significado. Ecuacién de Hill. Funcion reguladora de las enzimas
alostéricas.

TRABAJOS PRACTICOS DE LABORATORIO
Durante el curso se realizan los siguientes Trabajos Experimentales de laboratorio,

TP N°1: Interacciones intermoleculares

Objetivos y breve descripcion de las actividades que se realizan:Estudiar distintas
interacciones moleculares en proteinas cristalizadas, usando el software libre
ViewerLite Lite, que permite visualizar moléculas. Se evalua el efecto de la distancia
y la disposicion espacial sobre la formacién de las interacciones débiles entre
aminoacidos y nucleodtidos, y la importancia de estas en la estructura de las
macromoléculas que conforman.

TP N°2: Caracterizacion de glucidos y cuantificacion de glucosa

Objetivos y breve descripcion de las actividades que se realizan:ldentificar distintas
soluciones problema, aplicando reacciones que reconocen
determinadaspropiedades de los azucares, y estimar la concentracién de glucosa de
una solucién incognita utilizando un método enzimatico. Se llevan a cabo 5
reacciones quimicas que permiten identificar soluciones de glucosa, fructosa,
sacarosa, ribosa y manitol. Ademas, se prepara una curva de calibracion para
cuantificar una muestra incognita de glucosa.

TP N°3: Calculo de la Concentracion Micelar Critica
Objetivos y breve descripcion de las actividades que se realizan:Determinar la
concentracion micelar critica (CMC) de los detergentes SDS y Triton X100, y




observar el efecto de la fuerza idnica del medio en el valor de CMC del detergente
SDS. Utilizando una sonda solvatocromica, se registran los cambios en el espectro
de absorcién de las soluciones de detergentes a medida que se aumenta la
concentracion de éstos. Luego, se obtienen los valores de CMC a partir de los
graficos de absorbancia relativa en funcién de la concentracion de detergente.

TP N°4: Estructura de proteinas

Objetivos _y breve descripcion de las actividades que se realizan:Caracterizar
distintos plegamientos y encontrar parametros que identifican a los distintos
elementos de estructura secundaria mediante la evaluacion de estructuras cristalinas
de diferentes proteinas con el software libre ViewerLite Lite.

TP N°5: Purificacidn virtual de proteinas

Objetivos y breve descripcion de las actividades que se realizan:Realizar una
simulacién de purificacion de proteinas es que se familiaricen con las distintas
técnicas de purificacion y analisis de proteinas utilizando el software libre
ProteinLab. Partiendo de diferentes mezclas proteicas disponibles en el programa,
se busca llegar a la obtencién de una proteina pura empleando criteriosamente
métodos de purificacion convencionales (salting-in, salting-out, precipitacién por
calor, cromatografias, SDS-PAGE).

TP N°6: Desalado y cuantificacion de hemoglobina

Objetivos y breve descripcion de las actividades que se realizan:Observar el
fendmeno de exclusion molecular en una columna cromatografica, aprovechando las
propiedades redox de la hemoglobina, y cuantificar el eluato obtenido mediante la
técnica de Bradford. A partir de una solucion de metahemoglobina se realiza una
exclusién molecular, obteniendo oxihemoglobina como eluato. Se realiza una curva
de calibracion con seroalbumina bovina como estandar para cuantificar la solucion
de oxihemoglobina recuperada.

TP N°7: Separacion de proteinas mediante electroforesis

Objetivos y breve descripcion de las actividades que se realizan: Dilucidar la
composicion de cadenas polipeptidicas de una proteina utilizando electroforesis en
gel de acrilamida en condiciones desnaturalizantes, tanto en presencia como en
ausencia de un agente reductor; visualizar la sensibilidad de la tincion del gel para
detectar una proteina; y calcular el PM de una proteina a partir de un SDS-PAGE.
Para ello se siembran soluciones de diferente concentracién de seroalbumina
bovina, una muestra de IgG con o sin tratamiento con un agente reductor, y una
alicuota del eluato de hemoglobina obtenido en el TP N°6. Esta siembra se realiza




en dos geles con diferente concentracién de poliacrilamida, lo cual permite conocer
la capacidad de resolucion de esta técnica.

TP N°8: Determinacion de una actividad enzimatica

Objetivos y breve descripcion de las actividades que se realizan: Cuantificar la
actividad de una preparacion de fosfatasa acida comercial y observar el efecto de la
cantidad de enzima y sustrato en la velocidad de una reaccion catalizada
enzimaticamente.Se preparan diferentes mezclas de reaccién con el sustrato
sintético PNFP, y se toman alicuotas a determinados tiempos durante 15’ para
calcular luego la velocidad de reaccién de cada una.

TP N°9: Efecto de pH y temperatura en la actividad enzimatica

Objetivos y breve descripcion de las actividades que se realizan:Determinar el pH
optimo para la actividad de la fosfatasa acida, y evaluar el efecto de la temperatura
sobra la actividad y sobre la estabilidad de dicha enzima. Por un lado, se preparan
mezclas de reaccion con igual concentracion de sustrato y diferentes condiciones de
pH. Por el otro, se preparan mezclas con el mismo bufer, pero se incuban en las
diferentes condiciones de temperatura a evaluar. En todos los casos, se toman
alicuotas a diferentes tiempos durante 15 para calcular luego la velocidad de
reaccion de cada una

Bibliografia: Cualquier libro de Bioquimica dirigido a ciencias bioldgicas,
bioquimicas, biotecnolégicas, médicas. Son libros que incluyen un fundamento
fisicoquimico de la biologia y tratan de desarrollar el paradigma “estructura-funcion”
a partir de la estructura y propiedades fisicoquimicas de las diferentes biomoléculas.
Siempre las ultimas ediciones son mas recomendables por tener informacion
actualizada pero dado que este curso apunta a conceptos muy basicos, los mismos
no se han modificado en los ultimos 30 afios y las actualizaciones se discuten en
clase. Algunos ejemplos de autores recomendados son:

- Donald Voet y Judith G. Voet

- Lehninger, David L. Nelson, Michael M. Cox

- Campbell MKy Farrell SO

- Mathews-Van Holde-Ahren

- Geoffrey L. Zubay



La bibliografia que no se encuentra en la Biblioteca de la UNQ es suministrada por
los docentes, ya sea porque se dispone de las versiones electronicas y/o se dispone
del ejemplar en el grupo de investigacion asociado.

Organizacion de las clases:Las clases se desarrollan en dos modalidades, en el
aula y en el Laboratorio.En el aula se desarrollan los temas teodricos y luego los
mismos se discuten sobre la base de resolucién de problemas a modo de seminarios
con la participacion activa de los alumnos.

Las clases de Trabajos Practicos cuentan con una Guia de TP que los alumnos
deben traer leida a clase, hay una explicacion previa del mismo, realizacién de la
experiencia y analisis de resultados. La entrega de Informe es opcional. Los TP se
evaluan dentro de cada Examen Parcial.

Modalidad de evaluacion:La materia se evalua para su Promocion a través de 3
examenes Parciales que comprenden los siguientes temas

P1 — Hidratos de Carbono, Nucleétidos y Acidos Nucleicos, Lipidos
P2 — Aminoacidos, Péptidos y Proteinas
P3 — Enzimas y Cinética Enzimatica

Los examenes parciales cuentan de preguntas tedricas, resolucién de problemas
sobre los diferentes temas y preguntas especificas de la parte correspondiente de
Laboratorios. De este modo la evaluacion de cada parcial se hace en dos partes, los
conceptos de las clases tedricas y de problemas, los conceptos de los trabajos
practicos. Cada parte se evalua de 0 a 10 y la nota final del Parcial se compone de
un 60% de la parte Teorica y 40% de la parte Practica para los Parciales P2 y P3 y
de una 70-30 para el P1.

Para Promocionar hay que aprobar con al menos 4 la parte practica de todos los
Parciales.

Aprobacion de la asignatura segun Régimen de Estudios vigente de la
Universidad Nacional de Quilmes:
La aprobacion de la materia bajo el régimen de regularidad requerira: Una asistencia
no inferior al 75 % en las clases presenciales previstas, y cumplir con al menos una
de las siguientes posibilidades:
(a) la obtencion de un promedio minimo de 7 puntos en las instancias parciales
de evaluacién y de un minimo de 6 puntos en cada una de ellas.



(b) la obtencion de un minimo de 4 puntos en cada instancia parcial de
evaluacion y en el examen integrador, el que sera obligatorio en estos casos.
Este examen se tomara dentro de los plazos del curso.
Los alumnos que obtuvieron un minimo de 4 puntos en cada una de las instancias
parciales de evaluacion y no hubieran aprobado el examen integrador mencionado
en el Inc. b), deberan rendir un examen integrador en las instancias que la UNQ
destine para tal fin.

Modalidad de evaluacion examenes libres:

En la modalidad de libre, se evaluaran los contenidos de la asignatura con un
examen escrito, un examen oral e instancias de evaluacion similares a las realizadas
en la modalidad presencial. Los contenidos a evaluar seran los especificados
anteriormente incluyendo demostraciones tedricas y problemas de aplicacion.



CRONOGRAMA TENTATIVO

Tema/unidad Actividad*

Teori Practi .

Semana = R::t cI(:alo. Otros EvaI:ac'o
Prob Especific
ar

1 Introduccion — Biomoléculas Teodrico
2 Hidratos de Carbono Teodrico — Problemas
3 Hidratos de Carbono Tedrico — LABORATORIO
4 Nucledtidos y Acidos Nucleicos Tedrico — Problemas
5 Lipidos Teodrico — Problemas
6 Lipidos — Aminoacidos Tedrico - LABORATORIO
7 Repaso — EXAMEN PARCIAL Problemas P1
8 Péptidos — Proteinas Teodrico — Problemas
9 Separacion y Cuantificacion de Proteinas Tedrico - Problemas
10 Separacion y Cuantificacion de Proteinas LABORATORIO
11 Electroforesis — Exclusiéon Molecular LABORATORIO
12 Repaso — EXAMEN PARCIAL Problemas P2
13 Enzimas — Cinética Enzimatica Tedrico — Problemas




14

Inhibidores de Enzimas — Determinacién Km y Vmax

Teodrico - LABORATORIO

15 Efecto pH y temperatura en Enzimas Teodrico - LABORATORIO

16 Enzimas alostéricos - Repaso Tedrico — Problemas

17 Repaso — EXAMEN PARCIAL Problemas P3

18 RECUPARACIONES PARCIALES - INTEGRADOR Evaluacion P1-3/1

*INDIQUE CON UNA CRUZ LA MODALIDAD




