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OBTENCION DE ACIDOS NUCLEICOS A PARTIR DE LEVADURAS

INTRODUCCION

Los acidos nucleicos son polfmeros de elevado peso molecular cuya -
unidad monomérica, o componente fundamental es el MONONUCLEOTIDO, el cual -
consiste de una base nitrogenada plrica o pirimfdica, una pentosa, y &cido-
fosférico.

Existen dos tipos de dcidos nucleicos que sonﬁ el Acido Desoxiribo-
nucleico (DNA) y el Acido Ribonucleico (RNA)

En cuanto a su localizacién, el DNA se encuentra siempre en el nd-—-
AL | cleo de las células eucaribticas, y en la regién del nucleoide en los orga-

a nismos procariéticos. En los organelos como las mitocondrias y el cloroplas
to, se ha demostrado la presencia de Scido desoxiribonucleico llamado " DNA—
SATELITE". En las células procariéticas, ademis de su gendforo existen pe—
quenas moleculas de DNA circulares, de doble cadena Yy autoreplicables, lla-
madas EPISOMAS.

El RNA se puede encontrar en el nficleo de las células eucari6ticas
Pero principalmente se encuentra en el citoplasma celular.

En los organismos eucariotes, los &cidos nucleicos suelen asociar-

| S€ con proteinas bdsicas especificas llamadas HISTONAS o PROTAMINAS las cua

| : les neutralizan el caracter poliani6nico de las moléculas, formando cample—

AN jos de NUCLEOPROTEINAS. Ias nucleoprotefnas que contienen DNA poseen de un
|

40 a un 60% de &cido nucleico, mientras que las que poseen RNA consisten en
il un 5 a 20% de &cido nucleico.

OBJETIVO

a estas bicxmléc_ulas -

FUNDAMENTO

. Existen métodos especiales para el atslamiento, purificacién y medi
ci6n cuantitativa de los &cidos nuclefcos. Entre estos se incluyen la ex——
traccibén selectiva, precinitacién, centrifugacién (6 filtracién) , hidr6lisis,
Cromatograffa y técnicas 6pticas para establecer 1a cantidad de acido nuclel
CO que existe en una muestra.
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MATERTAL POR EQUIPO DE CUATRO PERSONAS

Levadura de papaderia (un paquete por agrupo)
Balanza granataria

2 pipetas de 10 ml

1 pipeta de 1 ml

1 agitador de vidrio

1 pinzas para tubo de ensaye
1 embudo de filtracién r&pida
1 vaso de precipitados de 250 ml
1 probet a graduada

5 tubos de ensaye de 18 x 150
1 mechero-
~gasa & manta de cielo

Papel Hydrion

Papel Filtro

REACTIVOS

=
I

NaOH 30%: Disolver 30 gramos de hidréxido de sodio en 80 ml de agua des-
tilada fria, afore después con agua hasta 100 ml

2.- NaOH 1 N: Disolver 40 gramos de hidr6xido de sodio en 800 ml de agua des

tilada fria y luego afore hasta un litro con ese solvente.

3.- FeCl310% Disuelva 10 gramos de FeClg3: 6H26 en 50 ml de agua destilada,y
adicione 1 ml de HC1l conc. Afore a 100 ml con agua destllada

4.- Etanol al 95%

5.- Acido Clorhidrico concentrado

6.- Reactivo de Bial

-

.= Acido Sulflrico 3 N: Anadir 8.3 ml de HZSO4 concentrado por los paredes-
del recipiente a un volumen dé 50 ml de agua destilada, mez-
cle cuidadosamente a medida que se afiada el &cido. Completar -
con agua hasta un volumen de 100 ml.
52504 10 N: Repita el procedimiento anterior, pero utilice 27.7 ml de -
cido sulflrico concentrado.

o]
|

PARTE EXPERTMENTATL

I.-SEPARACION DE LOS ACIDOS NUCLEICOS

1.-En un vaso de precipitados de 250 ml, cologque 20 gramos de levadura de pa

naderia, y agregue 15 ml de NaOH al 30% Agite con una varilla de vidrio
durante 20 minutos hasta formar una suspensién.

2.-Luego adicione 20 ml de agua destilada y homogenice. Después afiada 10 ml
de FeCl3 al 10% y mezcle bien.
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3.-Filtre la suspensién a través de un embudo de filtracién répida implementado
con una capa de gasa 6 manta de cielo. Exprima la pasta usando para ello --
guantes de hule. Recoga el filtrado en un vaso de precipitados de 250 ml

4.-Lave la pasta adicionandole 15 ml de agua destilada recuperando el lavado en
el vaso de precipita dos donde recuperd el filtrado anterior.

5.-5i la mezcla de los dos filtrados estd turbia entonces filtre de nuevo Utili
zando papel filtro adaptado a un embudo de filtracién r& pida.

6.-El residuo que queds en la gasa eliminelo.

7.-A la mezcla de los filtrados adicionele 50 ml de etanol al 95% agitando con-
tinuamente durante la adicidn.

8.-Después anadir con agitacién suficiente HC1 concentrado hasta acidificar la-
solucibn, utilice papel hydrion para verificar el pPH. Con esto se consigue
la precipitacién del &cido nuclefco.

.-Filtre la suspensidn asf obtenida a través de papel filtro y lave el residwo
con agua destilada recuperando ambos filtrados en un vaso de precipitados,
y deséchelos.

.~El residuo que se retuvo en el papel filtro son los ACIDOS NUCLEICOS , utili
celo para realizar los siguientes ensayos:

II.-HIDROLISIS DE I0S ACIDOS NUCLEICOS

.-Disuelva una pequefia porcién del Scido nucleico obtenido, en 5 ml de NaOH 1IN
Y caliente en bafio de agua hirviente durante 15 minutos., Enfrie,

--Acidifique la solucién hasta un pH=3.5 con HC1 0.1N, manteniendo de tubo -
de ensayo en un bafio de hielo. Con este hidrolizado efectue 1a:

PRUEBA DE BIAL
a)En un tubo de ensaye de 18 x 150, coloque 3 ml del Reactivo de Bial, y afiada-
1 ml del hidrolizado anterior. Caliente al mechero con agitacidén, hasta que -

las primeras burbujas alcancen la superficie. Cbserve el color desarrollado -
por la solucién. Anételo.

ITI.-IDENTIFICACION DE 'FOSFATOS

Prepare al momento las siguientes soluciones:

1)MOLIBDATO DE AMONIO AL 2.5%:Disuelva 2.5 gramos de molibdato de amonio en 20 ml
de agua destiladas. Coloque 30 ml de H SO, 10N en un matraz de aforacién de 100ml
agreguele la solucién de molibdato y diluya a 100 ml con agua destilada.Mezcle
bien, y guarde‘la solucién en un frasco de ambar bajo refrigeracién.

1i)CLORURO ESTANNOSO: Disuelva SnCl2-2H70 en HC1 6M. Decante y al decantado
anade granallas de estafio.

1.-En un tubo de ensaye de 18 x 150 cologue una porcién del acido mucleico obte
nido.Anada 2 ml de H2S04 3N. Hierva lentamente durante 5 min para hidrlizar
el acido nucleico. Enfrie.

r




