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Material que traerán los alumnos

- Manual de Prácticas

- Bata de Laboratorio

- Rotulador de vidrio

- Calculadora

- Bloc de Laboratorio

Normas de Prácticas

Orden y seguridad en el Laboratorio
El Laboratorio ha de estar siempre ordenado y limpio. 

En todo momento, hay que llevar bata de laboratorio.

Hay que prestar especial atención a la seguridad. Los vidrios rotos deben depositarse en un contenedor adecuado. Los residuos de reactivos tóxicos o disolventes orgánicos han de ir a contenedores especiales y NUNCA se tiran por el fregadero. Es importante prestar atención a los reactivos inflamables y peligrosos en general. Cuando se trabaja con ellos se debe hacer utilizando propipetas para evitar la posible ingestión. También hay que trabajar en campanas de gases en el caso de usar productos o reactivos volátiles.

En caso de accidente hay que acudir inmediatamente al profesor responsable. 

Material de Laboratorio
Cada grupo de trabajo debe conocer el material que tiene asignado y mantenerlo a lo largo de las prácticas. Cada pareja es responsable del material que se le asigna. Existe asimismo material común para la preparación de reactivos generales que se encuentra en las vitrinas y que deberá ser limpiado y devuelto a su lugar tras el uso.

Pipeteo 
Es importante aprender a pipetear correctamente desde el principio. Distinga entre las diferentes pipetas y practique con agua. Las puntas de pipeta NUNCA se pasarán de un reactivo a otro. 

Aparatos
Durante las prácticas se utilizarán una serie de aparatos cuyo manejo debe ser correcto para evitar averías y accidentes. Colorímetros, balanzas, centrífugas, baños de incubación, etc. deben mantenerse limpios. En caso de que se derrame algún producto o reactivo debe limpiarse inmediatamente. 

Algunos aparatos requieren atención especial como es el caso de las centrífugas: es imprescindible el equilibrado previo de los tubos y situarlos enfrentados correctamente para poder centrifugar sin riesgos.

Evaluación
Es conveniente que trate de resolver todos los problemas y cuestiones planteados en este guión y durante el desarrollo de las prácticas. Acuda a su profesor para cualquier duda.

Al finalizar las prácticas tendrá lugar un examen escrito sobre su contenido que tendrá que ser aprobado para superar las prácticas. Este examen solamente podrá realizarse si se ha asistido a todas las sesiones de laboratorio. 

De no superar el examen será necesario presentarse a una recuperación que convocará su profesor de prácticas. Además, habrá un examen escrito final de prácticas en cada convocatoria oficial para aquellos alumnos que no hayan superado los exámenes de prácticas durante el curso.

La evaluación final de las prácticas para cada alumno se realizará considerando el comportamiento mantenido durante la realización del trabajo y la calificación obtenida en el examen, siempre que ésta sea igual o superior a 5. 

Los alumnos que no hayan completado la realización de las sesiones de laboratorio tendrán que aprobar un examen específico teórico-práctico, que coincidirá con cada convocatoria oficial. 

Se recuerda que la Bioquímica es una disciplina teórico-práctica por lo que es necesario aprobar separadamente teoría y prácticas para obtener una calificación global en Acta de aprobado.

Preparación de las Prácticas

La realización correcta de cada práctica requiere una preparación teórica adecuada. Por ello, es necesario que previamente lea con atención el guión de la práctica y comprenda cada una de las etapas que se van a realizar, así como que estudie el correspondiente fundamento teórico. 

PLAN DE TRABAJO


El contenido de las prácticas está enfocado al estudio de los principales cambios metabólicos que ocurren en un individuo sano cuando está sometido a una situación de ayuno. Se tratará, por lo tanto, de comprobar cómo la actividad metabólica de diferentes tejidos se adapta a la ausencia de nutrientes para contribuir a la homeostasis necesaria para la supervivencia del organismo completo. 

Durante el desarrollo de las prácticas se aprenderán los métodos para la determinación de diferentes variables bioquímicas y se analizarán los resultados encontrados en las muestras problemas.
La distribución temporal del trabajo se hará en sesiones de tres horas como sigue:

Día 1 – Introducción a las prácticas de Bioquímica metabólica.


 Determinación de la concentración de glucosa en plasma.

Día 2 – Cromatografía en capa fina de lípidos plasmáticos.

Día 3 – Determinación de la concentración de glicerol en plasma.


 Determinación de la concentración de -hidroxi-butirato en plasma.

Día 4 – Determinación de la actividad de la glucosa 6-fosfatasa de hígado.

Día 5 – Integración metabólica y discusión de los resultados.


 Examen escrito.

MÉTODOS ESPECTROFOTOMÉTRICOS. GENERALIDADES

En las determinaciones que se van a efectuar en estas prácticas va a ser común el uso de la espectrofotometría.  

Hay que recordar, como conocimiento más básico, que la ecuación fundamental en la que nos basaremos para la mayoría de los cálculos es la de Lambert-Beer. Esta ecuación relaciona la Absorbancia o Densidad Óptica con la concentración de la sustancia que absorbe la luz a una determinada longitud de onda ():

DO =  (  x c x d
Siendo: (, el coeficiente de absortividad molar de la sustancia que absorbe; c, la concentración de la sustancia que absorbe y d, la distancia que recorre el haz de luz, que está estandarizada a 1cm. 

En el análisis bioquímico, como veremos, emplearemos las técnicas espectrofotométricas con dos formas de trabajar diferentes, según sea el objetivo de la práctica y el ensayo a efectuar.

En las prácticas de determinación de la concentración de glucosa, -hidroxi-butirato y glicerol se usará un método de punto final, es decir, debemos esperar a que las reacciones químicas coloreadas de estos compuestos se completen para cuantificar todo el producto que se haya formado, midiendo su “color” (Absorbancia a una determinada ) con el espectrofotómetro.

En la práctica en que se mide la actividad de una enzima se necesita determinar la velocidad de reacción, por lo tanto hay que medir el sustrato consumido o el producto formado a diferentes intervalos de tiempo, es lo que se denomina un método de puntos múltiples o método cinético. En estos casos, obviamente, no es necesario esperar a que se complete la reacción consumiendo todo el sustrato.
PRÁCTICA I
DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE GLUCOSA EN PLASMA. MÉTODO GOD-POD

Fundamento teórico del método

Los métodos desarrollados para la determinación de la concentración de glucosa en diferentes muestras han sido numerosos. De entre ellos, los métodos enzimáticos son los más específicos y por tanto, en general, deben ser los métodos de elección. Uno de los más utilizados es el que se empleará en esta práctica, es el método de la Glucosa Oxidasa (GOD)-Peroxidasa (POD). 

Este método consiste en el acoplamiento de dos reacciones: la oxidación específica de la glucosa de la muestra con producción de peróxido de Hidrógeno y la subsiguiente descomposición de éste, liberando radical oxígeno que oxida a un cromógeno (en este caso, la orto-dianisidina, D). El color desarrollado en la disolución puede medirse con un colorímetro o espectrofotómetro a la longitud de onda correspondiente. 

Las reacciones son las siguientes:
 




        GOD

      Peroxidasa (POD)

Aunque la glucosa oxidasa es un enzima específico de la  (-D-glucosa, la enzima comercial va siempre acompañada de glucosa mutasa, por lo que toda la D-glucosa presente en las muestras va a ser oxidada a ácido glucónico, con formación de una cantidad molar de peróxido de hidrógeno equivalente a la existente de glucosa. La o-dianisidina (leucobase) es oxidada por la peroxidasa y forma una cromobase de color ocre cuyo espectro de absorción tiene un máximo a 440 nm, por lo que es la longitud de onda a la que mediremos la Absorbancia o Densidad Óptica (D.O) a punto final, es decir, cuando las reacciones se hayan completado.

La concentración de cromógeno oxidado es proporcional a la concentración de glucosa preexistente en la muestra, aunque la reacción no es estrictamente estequiométrica, ya que la oxidación de la o-dianisidina depende de otros factores, como luz y temperatura (por este motivo, el reactivo debe guardarse en un frasco protegido de la luz). No se puede calcular, por lo tanto, la concentración de glucosa que ha reaccionado, utilizando el coeficiente de absortividad molar ( de la o-dianisidina oxidada en la ecuación de Lambert-Beer y por eso debemos recurrir al empleo de patrones de concentración de glucosa, para construir una recta patrón mediante la que conoceremos la proporción entre la absorbancia y la concentración de glucosa. Para ello prepararemos varios tubos con concentraciones variables y conocidas de glucosa, realizaremos las mismas manipulaciones que con los de las muestras, mediremos sus valores de absorbancia y representaremos gráficamente la relación Abs/concentración de glucosa. La concentración de glucosa en las muestras se calculará por interpolación en esta gráfica, es decir, por comparación con el color desarrollado en los tubos patrón.

Reactivos

· Tampón fosfato potásico 0,2 M, pH 7,3

· o-dianisidina al 1% en etanol 96º (debe guardarse en frasco oscuro) 

· Mezcla enzimática de preparación extemporánea: 12,4 mg de glucosa oxidasa y 4 mg de peroxidasa disueltas en 100 ml del tampón anterior. Justo antes de usar, se añade 0,7 ml de la disolución de o-dianisidina. 

· Solución patrón de glucosa 2mM (Pm glucosa = 180 g/mol)

Procedimiento

Para la determinación de la concentración de glucosa prepararemos:

· Un tubo llamado blanco, que no contendrá glucosa y que servirá para calibrar el colorímetro, restando así el color inespecífico debido a los reactivos. 

· Tantos tubos como se quiera con concentraciones de glucosa conocidas (estándares). En este caso, utilizaremos tres tubos estándares, suficiente para obtener una gráfica patrón correcta.

· Dos tubos con diluciones diferentes de cada muestra problema que vayamos a analizar. En este caso, analizaremos tres muestras: 

· Muestra 1 = Plasma extraído de un individuo tras ayuno nocturno.

· Muestra 2 = Plasma extraído de un individuo en ayunas de varios días.
· Muestra 3 = Plasma extraído de un individuo después de 60 min de haber comido.
Para poder compararlos adecuadamente, las reacciones enzimáticas deben producirse simultáneamente en todos estos tubos y, además, el valor de D.O. de los tubos de muestras debe estar dentro del rango de la recta patrón que hayamos construido. 

El protocolo de trabajo recomendado es el siguiente:

1- Prepare los tubos estándares de acuerdo con este esquema

	
	Blanco
	estándar 1
	estándar 2
	estándar 3

	H2O destilada   (ml)
	0,2
	0,15
	0,1
	-------

	Glucosa 2mM   (ml)
	-------
	0,05
	0,1
	0,2


2- Diluya las muestras de plasma (Muestras 1, 2 y 3) con agua destilada.  Es conveniente preparar 0,5 ml de cada muestra diluida. Por la concentración de glucosa esperada conviene diluir las muestras 1 y 2 cinco veces y la muestra 3 diez veces.

3- Utilizando las muestras de plasma diluido, prepare dos tubos problema por cada muestra diluida, según el siguiente esquema:

	
	Mtra 1-A
	Mtra 1-B
	Mtra 2-A
	Mtra 2-B
	Mtra 3-A
	Mtra 3-B

	H2O destilada    (ml)
	-----
	0,1
	-----
	0,1
	-----
	0,1

	Plasma diluido (ml) 
	0,2
	0,1
	0,2
	0,1
	0,2
	0,1


4- Observe que todos los tubos (blanco, estándares y muestras) contienen 0,2 ml.

5- Añada a todos los tubos (10 tubos) 5 ml de Mezcla enzimática (vea la composición en el apartado anterior “Reactivos”). La adición de la mezcla enzimática debe hacerse sin dilación entre tubo y tubo. Agite los tubos para mezclar bien.

6- Incube todos los tubos en el baño a 37 ºC durante 30 minutos.

7- Transcurrido este tiempo, seleccione en el espectrofotómetro una longitud de onda de 440 nm y ajuste a cero de Absorbancia con el tubo blanco.

8- Mida la absorbancia de todos los tubos y anote los valores en las tablas correspondientes (Tabla Estándar o Tabla Muestras).

Notas

1. Siempre conviene respetar el orden de adición de reactivos tal como los presenta el protocolo.

2. Las muestras de suero son habitualmente muy concentradas en glucosa y por ello conviene hacer una dilución previa de ellas. En este caso se han elegido diluciones con Fd = 5 o Fd = 10. 

3. La mezcla enzimática hay que añadirla sin dilación a todos los tubos preparados para que la reacción se produzca en todos durante el mismo tiempo.

4. El procedimiento es a punto final. Durante la media hora de reacción en las condiciones descritas, toda la glucosa presente reacciona. Podría realizarse la incubación a temperatura ambiente pero habría que incrementar la duración. El resultado seguiría siendo preciso, siempre que se traten idénticamente los tubos estándares y problemas.

5. Como se ve en el protocolo, el volumen de todos los tubos siempre ha de ser el mismo. A la hora de hacer los cálculos, podemos prescindir del volumen de mezcla enzimática (esto hace que trabajemos con números más sencillos) ya que este volumen es idéntico para todos los tubos. Si lo hacemos así, nos referiremos a los 0,2 ml iniciales. 

Procesamiento de los datos y obtención de los resultados finales

Complete la siguiente tabla con los valores de Absorbancia que ha medido en los tubos estándares y calculando la concentración de glucosa que puso en cada tubo. La concentración de glucosa se puede expresar en cualquier unidad válida. Hay que tener en cuenta que las unidades en que la calculemos serán en las que la obtendremos para los tubos de muestra. Lo más fácil es seguir trabajando en milimolaridad (mM), ya que la concentración de la disolución estándar que hemos usado está dada como 2 mM. En bioquímica clínica se suele emplear como unidad mg de glucosa / decilitro de plasma.

	
	Blanco
	estándar 1
	estándar 2
	estándar 3

	Absorbancia 
	0
	
	
	

	[glucosa]  mM
	0
	
	
	


Con los datos de la tabla y usando papel milimetrado, construya una gráfica de calibrado o gráfica estándar. En abscisas se representan los valores de concentración de glucosa de los tubos estándares y en ordenadas sus correspondientes valores de Abs. Observe que el punto (0,0) es un punto experimental ya que corresponde al tubo blanco, en el que existe concentración 0 de glucosa y hemos ajustado a 0 de Abs.

Un ejemplo de recta patrón sería el siguiente:

Con nuestros cuatro puntos estándares se debe hacer un ajuste matemático a una recta (regresión lineal) ya que nosotros hemos estudiado previamente las características de este método y sabemos que, en el rango de concentraciones de glucosa que estamos utilizando, hay una relación lineal entre Abs y concentración.

A partir de  esta recta podremos interpolar cada uno de los valores de absorbancia de los tubos problema y conocer su concentración de glucosa, tal como está indicado en la figura con la línea de puntos. 

Complete la siguiente tabla con los valores de Absorbancia que ha medido en los tubos de muestra y los valores de concentración de glucosa que ha obtenido interpolándolos en la recta patrón. Observe que, como ya se ha explicado anteriormente, obtendrá la concentración de glucosa expresada en las mismas unidades en que la haya representado para los tubos estándares.

	
	Mtra 1-A
	Mtra 1-B
	Mtra 2-A
	Mtra 2-B
	Mtra 3-A
	Mtra 3-B

	Absorbancia 
	
	
	
	
	
	

	[glucosa]  mM
	
	
	
	
	
	


Fíjese en que ahora ya conoce la concentración de glucosa existente en cada uno de los tubos problema que contenían el plasma diluido, sin embargo, nuestro objetivo es conocer la concentración de glucosa que hay en las muestras iniciales, es decir, en el plasma de la persona que estamos analizando.

Para el cálculo de los resultados finales tendrá que considerar las diluciones sucesivas que ha ido haciendo de las muestras problema, de manera que los valores de concentración de glucosa obtenidos de la gráfica deberán ser multiplicados por los correspondientes factores de dilución (vea nota 5). El número de veces que ha diluido las muestras (Fd) en cada tubo es diferente pero todas las diluciones de la misma muestra deben producir resultados finales muy semejantes, solo diferirán en los errores experimentales. Por ello, el resultado final correcto de la concentración de glucosa en cada muestra será la media aritmética de los valores finales obtenidos a partir de cada uno de los dos tubos problema preparados de ella.

	
	Muestra 1

AYUNO NOCTURNO
	Muestra 2

AYUNO PROLONGADO
	Muestra 3

POSTPRANDIAL

	[glucosa]  mM

 (Calculada a partir del tubo A)
	
	
	

	[glucosa]  mM

(Calculada a partir del tubo B)
	
	
	

	RESULTADO FINAL

	[glucosa]  mM
	
	
	


Compare los resultados obtenidos y responda a las cuestiones siguientes:

1- ¿Cómo cambia la concentración de glucosa en plasma tras la comida?

2- ¿Por qué tras unas horas sin comer (ayuno nocturno) la concentración de glucosa en plasma disminuye?

3- ¿Cómo afecta el ayuno prolongado a la concentración de glucosa en plasma?

PRÁCTICA II
EXTRACCIÓN DE LÍPIDOS PLASMÁTICOS Y SEPARACIÓN POR CROMATOGRAFÍA EN CAPA FINA
Fundamento teórico del método

El término “cromatografía” significa escritura en color. La cromatografía puede definirse como la técnica de separación de una mezcla de solutos, basándose esta separación en la diferente velocidad con que se mueve cada uno de los solutos a través de un medio, normalmente poroso, arrastrados por un disolvente en movimiento. El medio en que se produce la cromatografía constituye la fase estacionaria, el disolvente constituye la fase móvil. En 1906 Tswett, biólogo ruso, separó pigmentos vegetales sobre una fase estacionaria de yeso utilizando éter de petróleo como fase móvil, fue la primera cromatografía.

La movilidad de cada soluto en un medio cromatográfico dependerá de sus interacciones relativas con la fase móvil y con la fase estacionaria. Aquellos solutos que no tengan ninguna interacción con la fase estacionaria tenderán a moverse con la fase móvil. Por el contrario, aquellos que no interaccionen con la fase móvil tenderán a quedar retenidos en la fase estacionaria. Existen diferentes tipos de cromatografía en función de la propiedad utilizada como criterio para la separación o, lo que es lo mismo, en función del tipo de interacción que las moléculas a separar establecen diferencialmente con el medio fijo o móvil de la cromatografía. Así, por ejemplo, puede hacerse cromatografía de intercambio iónico (separa moléculas en función de su carga eléctrica), cromatografía de afinidad (separa moléculas por su interacción con ligandos específicos), cromatografía de fase reversa (separa moléculas por su grado de hidrofobicidad) o cromatografía de reparto (separa moléculas en función de su grado de solubilidad en un medio determinado).

Los soportes materiales para la realización de una cromatografía son variables, papel, silicagel, matrices porosas, etc, y pueden situarse en capas finas, en columnas, recubriendo capilares, etc. Las fases móviles también son muy variadas, disoluciones acuosas con distinta composición, medios líquidos complejos más o menos hidrofóbicos, gases, etc. Además, las condiciones en que se realizan las separaciones cromatográficas pueden modificarse en función de los soportes utilizados, de la resolución que se pretenda y de la velocidad de la fase móvil. Ésta puede descender por gravedad sobre el soporte, ascender por capilaridad o moverse impulsada por sistemas que generan presiones muy variables. Los sistemas con altas presiones (HPLC High Pressure Liquid Chromatography) producen separaciones con mucha resolución en tiempos muy cortos.  

En esta práctica se va a realizar una cromatografía en capa fina para separar los lípidos plasmáticos. Concretamente, este proceso de cromatografía en capa fina consiste en separar los solutos sobre una capa fina de fase estacionaria (gel de sílice o silicagel) soportada por una placa de vidrio o un plástico más o menos rígido. La fase estacionaria se coloca verticalmente en un recipiente de forma que toque a la fase móvil (líquido de desarrollo fundamentalmente hidrofóbico) depositada en el fondo para que ésta ascienda por capilaridad, según se muestra en el siguiente esquema: 


La separación de las moléculas de soluto entre la fase móvil y la fase estacionaria de partículas porosas del gel de sílice que actúa como adsorbente, se puede producir por fenómenos complejos de adsorción o de reparto. La adsorción no está bien caracterizada, pero se sabe que en ella intervienen interacciones electrostáticas entre el silicagel y los solutos. El reparto se produce por la diferente solubilidad de los solutos entre la fase móvil y el agua de hidratación de la fase estacionaria. Cuando se pretende que la separación se realice únicamente por adsorción diferencial de los distintos solutos a la fase estacionaria hay que evitar que influya el reparto. Para ello se elimina completamente el agua de hidratación de la capa fina de las placas. Esto se consigue calentándolas en una estufa a 110 ºC, durante una hora. Este proceso de secado se llama “activación de las placas”. En esta técnica se utiliza una fase móvil con polaridad semejante a la de la muestra que se pretenda separar, por esa razón para la separación de los lípidos plasmáticos se utiliza como fase móvil un líquido de carácter hidrofóbico.

Reactivos

· Solución mezcla cloroformo:metanol (2:1)

· HCl 0,01N

· MgCl2 0,5%

· Silicagel G 100

· Líquido de desarrollo: hexano:éter etílico:ácido acético (80:20:1)

Procedimiento

Preparación de las placas

La preparación de las placas para la cromatografía es realizada por el personal del Departamento el día anterior a la realización de la práctica. El procedimiento consiste en:

- Preparar un mínimo de 20 placas de vidrio de 5 x 20 cm, perfectamente limpias y desengrasadas sobre el extensor, que servirá de pinza de sujeción de las placas para poder extender sobre ellas una capa fina y uniforme del silicagel. Colocar el aplicador de silicagel de forma que quede una ranura de 0,5 mm en el borde inferior derecho en la primera placa de la derecha (caso de que la persona que vaya a realizar la extensión sea diestra).

- Pesar con mascarilla 50 g de silicagel e introducirlo con cuidado en una botella de 200 ml de capacidad con tapón hermético. Añadir 100 ml de agua destilada. Agitar vigorosamente durante 2 minutos para conseguir una papilla totalmente homogénea de apariencia lechosa.

- Verter la papilla en el aplicador y desplazarlo con decisión, sin ningún titubeo, hacia la izquierda sobre la superficie de todas las placas. De esta forma, todas quedarán recubiertas por una capa homogénea de 0,5 mm de espesor. 

- Dejar secar las placas hasta que adquieran color blanco. 

El mismo día de la realización de la práctica se procede a la activación de las placas, eliminando completamente el agua de hidratación del silicagel (Ver apartado de Fundamento del método). Para ello, se mantienen en una estufa a 110 ºC durante 1 hora. 

Preparación de las muestras: Extracción de los lípidos plasmáticos

Para poder separar por cromatografía los diferentes tipos de lípidos que hay en una muestra es necesario en primer lugar proceder a extraerlos, es decir, aislarlos del resto de componentes de la muestra que no sean lipídicos. 

Se puede extraer lípidos de diferentes muestras biológicas. En esta práctica se usará plasma. En concreto, trabajará con dos muestras:

· Muestra 1 = Plasma extraído de un individuo tras ayuno nocturno.

· Muestra 2 = Plasma extraído de un individuo en ayunas de varios días
Para la extracción de los lípidos realice el siguiente proceso con cada muestra:

1- Ponga 0,1 ml de cada muestra en su tubo eppendorf de 2 ml de capacidad correspondiente.
2- Adicione: 
- 1 ml de la mezcla de cloroformo:metanol (para tener un medio hidrofóbico).



- 0,3 ml de HCl 0,01N (para facilitar la precipitación de las proteínas).



- 0,1 ml de MgCl2 0,5% (para facilitar la separación de las fases polar y apolar).
3- Cierre el tubo y agite fuertemente durante 2 minutos.

4- Centrifugue durante 5 minutos a 5.000 rpm. Es muy importante que la centrífuga esté equilibrada antes de ponerla en marcha. Para ello, es necesario que los tubos que pesen igual se coloquen enfrentados. 
Tras la centrifugación aparecerán claramente diferenciadas dos fases, la superior que es acuosa (contiene mayoritariamente los componentes polares del plasma) y la inferior que es clorofórmica (contiene mayoritariamente los lípidos del plasma). Entre ellas aparece un precipitado semisólido que contiene mayoritariamente las proteínas precipitadas.

5- Cuidadosamente, introduzca una jeringa de insulina hasta el fondo del tubo, aspire una porción de la fase clorofórmica y deposítela en un tubo limpio. Repita el proceso hasta que haya recogido el mayor volumen posible sin contaminación de las otras fases. A esta muestra se le llama extracto lipídico. Utilice una jeringa diferente para cada muestra y guárdelas para usarlas después. Ahora dispone de dos extractos lipídicos (1 y 2), cada uno obtenido de su correspondiente muestra de plasma inicial.

6- Para que la separación cromatográfica sea adecuada, se debe aplicar un volumen de muestra pequeño en las placas de cromatografía. Sin embargo, los extractos obtenidos son poco concentrados en lípidos, por lo que sería necesario aplicar un gran volumen de muestra para poder visualizar la separación.  Por esta razón, conviene realizar una etapa de concentración de las muestras antes de usarlas. Nosotros concentraremos por evaporación. Para ello, coloque sus tubos de muestra abiertos en un termobloque a 90 ºC y espere hasta que todo el líquido se haya evaporado. Deje enfriar los tubos. Ahora, resuspenda el residuo sólido restante en 80 l de hexano.
Aplicación de la muestra en la placa

La siguiente figura representa la placa de cromatografía, observe cómo debe quedar después de la aplicación de las muestras. Para realizar la aplicación siga las instrucciones que se le dan. 

Sobre una línea imaginaria, que debe situarse entre 1 y 1,5 cm del borde inferior del silicagel y dejando 1 cm aproximadamente en ambos laterales, aplique la muestra 1 a la izquierda y la muestra 2 a la derecha, dejando una pequeña separación entre ellas. 

Para la aplicación utilice una jeringa con aguja de punta fina porque es muy importante para que no haya solapamientos que la aplicación se haga con una punta muy fina y en gotas lo más pequeñas posible. 

Aplique una tanda de gotas de la muestra 1 en su lugar correspondiente. La aplicación se repite tantas veces como sea necesario hasta aplicar los 80 l totales de muestra que tiene. Es muy importante que, antes de poner las sucesivas tandas de gotas, espere a que se haya evaporado el cloroformo de la tanda anterior. De esta forma se consigue que la línea de aplicación sea muy fina y se obtienen los mejores resultados de separación cromatográfica. Aplique la muestra 2 mediante el mismo procedimiento.

Cuando haya aplicado las dos muestras, identifique su placa con respecto a la de sus compañeros con una marca en el extremo superior de la placa que debe hacer raspando el silicagel. No use bolígrafo ni rotulador, pues la tinta resultaría cromatografiada.
Cromatografía y revelado

Para el desarrollo de la cromatografía se le proporciona una campana con la atmósfera saturada previamente durante 2 o 3 horas con la fase móvil o líquido de desarrollo (hexano: éter etílico: ácido acético). La saturación se ha facilitado colocando hojas de papel de filtro en los laterales de la campana, de forma que se impregnen con la fase móvil.

Abra la campana, a ser posible una única vez, para introducir las placas preparadas por varios grupos de alumnos. Coloque sus placas lo más verticalmente posible, con la muestra en la parte inferior y cierre la campana con la tapadera. La fase móvil debe tocar el silicagel pero no debe llegar a la altura de la línea en que se han aplicado las muestras. Espere hasta que la fase móvil llegue aproximadamente hasta 0,5 cm del borde superior del silicagel.

Saque las placas y marque inmediatamente raspando el silicagel la línea hasta la que ha ascendido el frente de la fase móvil (al ser volátil, deja de visualizarse rápidamente). Espere hasta que se evapore completamente la fase móvil (no deben quedar restos de éter).

Para el revelado del resultado de la separación cromatográfica, utilizará iodo ya que el iodo es liposoluble y se une transitoriamente a los lípidos que haya en la placa, principalmente a los que contengan dobles enlaces, tiñéndolos del color amarillo-ocre característico. 

Introduzca la placa en una campana con la atmósfera saturada con iodo metálico. Espere hasta que visualice claramente las diferentes bandas amarillas correspondientes a los distintos tipos de lípidos que han resultado separados en la cromatografía. 
Obtención de los resultados 
El Rf, (factor de retardo o relación de frentes) es un número adimensional que cuantifica el comportamiento cromatográfico de un compuesto. Se calcula mediante la relación siguiente:




Distancia recorrida por el compuesto (cm)

Rf  =    

        

Distancia recorrida por la fase móvil (cm)

Cada compuesto se comportará con un valor de Rf constante siempre que la cromatografía se realice en condiciones idénticas. Por esta razón, el valor de Rf de un compuesto permite identificarlo en una cromatografía, si se conocen los valores de Rf de diferentes compuestos patrón.

En nuestro caso, conocemos los Rfs de distintas familias de lípidos en nuestras condiciones de cromatografía, que son los siguientes:

	Fosfolípidos
	Colesterol libre
	Diacilgliceroles
	Ácidos grasos
	Triacilgliceroles
	Colesterol esterificado

	0
	0,05-0,07
	0,10-0,12
	0,20-0,25
	0,41-0,52
	0,70-0,80


Comparando los valores de Rf de las distintas bandas que hemos obtenido en nuestras placas con los valores de la tabla, podremos saber cuáles son los tipos de lípidos que hay en nuestras muestras de plasma.

Marque con la punta de una aguja las distintas bandas y mida con una regla la distancia recorrida por la fase móvil y las distancias recorridas por cada una de las bandas lipídicas separadas, desde la línea de aplicación de la muestra. Calcule el Rf para cada una de las bandas de sus placas de muestras y complete la tabla de resultados.

	
	Banda 1
	Banda 2
	Banda 3
	Banda 4
	Banda 5
	Banda 6

	Muestra 1
	
	
	
	
	
	

	Muestra 2
	
	
	
	
	
	


Identifique las bandas obtenidas por los valores de Rf calculados. 

Ahora conoce los tipos de lípidos que hay en el plasma de dos individuos diferentes, los correspondientes a las muestras 1 y 2 pero, ya que la intensidad de color que vemos es proporcional a la cantidad de lípido que hay en la banda, debe observar también la intensidad de color de cada una.


 Para concluir esta práctica debe comparar los resultados que ha obtenido para cada muestra, puesto que lo que estamos estudiando es el efecto que puede tener el ayuno sobre el contenido de lípidos del plasma. Para ello, observe las bandas de familias lipídicas en cada placa y responda a las siguientes preguntas:

1- ¿Afecta el ayuno a los tipos de lípidos que hay en plasma?

2- ¿Afecta el ayuno a la cantidad de algún tipo de lípidos que hay en plasma?

3-  Si la respuesta a la pregunta anterior es afirmativa, ¿a qué familia lipídica afecta principalmente?

4- ¿Tiene significado metabólico su resultado?

PRÁCTICA III
DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE GLICEROL EN PLASMA

Fundamento teórico del método

La determinación de la concentración de glicerol en plasma se realizará mediante un método espectrofotométrico basado en el acoplamiento de dos reacciones que relacionan cuantitativamente el glicerol de la muestra con la producción de un compuesto cromógeno. Estas dos reacciones son precisamente las que ocurren en el hígado para poder reutilizar los carbonos del glicerol proveniente de la degradación de triglicéridos del tejido adiposo. Mediante estas transformaciones el glicerol se convierte en un intermediario de las rutas generales del metabolismo de la glucosa, la dihidroxiacetona-P.

En concreto, las dos reacciones consisten en la fosforilación del glicerol, a expensas de ATP, catalizada por la glicerol kinasa y la posterior oxidación del glicerol-3P producido para dar dihidroxiacetona-P, reacción catalizada por la glicerol-3P deshidrogenasa utilizando como coenzima el NAD+ que se reduce a NADH + H+:

 




        


El coenzima reducido (NADH), a diferencia de la forma oxidada, presenta un máximo de absorción de luz a 340 nm, característica que nos permite cuantificar su concentración en una solución, midiendo la Absorbancia a esa longitud de onda y utilizando la ecuación de Lambert-Beer. En un medio de reacción como el descrito anteriormente, la producción de NADH medida será cuantitativamente idéntica al glicerol que haya reaccionado.

Debido al carácter reversible de la reacción de la glicerol-3P deshidrogenasa, para una determinación correcta del glicerol de la muestra es necesario asegurar que en nuestro medio la reacción está desplazada hacia la oxidación del glicerol-P. Para ello el medio de reacción que usamos cumple tres condiciones: una es mantener baja la concentración de H+, para lo que se utiliza un tampón a pH básico (pH 8,5), otra es tener una elevada concentración de NAD+ y finalmente otra es contener hidrazina, que reacciona con la dihidroxiacetona-P (y, por lo tanto, la retira del medio) para transformarse en la forma hidrazona.

Reactivos

· Tampón Tris 0,1 M, hidrato de hidrazina 5 % (v/v), pH 8,5

· Solución de ATP 30mM

· Solución de MgCl2 50mM

· Solución de NAD+ 12 mM

· Glicerol kinasa comercial 

· Glicerol-3P deshidrogenasa comercial

Procedimiento


La concentración de glicerol se va a determinar en las mismas muestras en las que ya ha estudiado la composición lipídica (Práctica II), es decir: 

· Muestra 1 = Plasma extraído de un individuo tras ayuno nocturno.

· Muestra 2 = Plasma extraído de un individuo en ayunas de varios días
El protocolo de trabajo recomendado es el siguiente:

1- Prepare dos cubetas de 1.5ml para espectrofotometría y compruebe que están limpias, secas y no rayadas.

2- Prepare el medio de reacción en cada una de las cubetas según el siguiente esquema. Es muy importante agitar bien la disolución resultante para que quede homogénea. Esto se hace tapando la cubeta con papel de parafina e invirtiéndola varias veces.

	
	Muestra 1
	Muestra 2

	Tampón (ml)
	0,2
	0,2

	ATP  (ml)
	0,1
	0,1

	MgCl2  (ml)
	0,1
	0,1

	NAD+  (ml)
	0,1
	0,1

	H2O destilada  (ml)
	0,3
	0,3

	Muestra 1 (ml) 
	0,2
	---

	Muestra 2 (ml)
	---
	0,2


3- Calibre el espectrofotómetro a 340 nm con agua destilada SOLAMENTE SI ANTES NADIE LO HABÍA HECHO. ASEGÚRESE DE QUE ESTE ESPECTROFOTÓMETRO NO VUELVE A SER CALIBRADO HASTA QUE TERMINE LA DETERMINACIÓN DE GLICEROL.  Si un compañero ya hubiera calibrado antes el espectrofotómetro, pase directamente al punto siguiente, de lo contrario estropearía la determinación de sus compañeros.

4- DE AHORA EN ADELANTE, ES MUY IMPORTANTE QUE SE ASEGURE DE NO TOCAR LAS CUBETAS POR LAS PAREDES POR LAS QUE PASA LA LUZ PARA NO DEJAR HUELLAS QUE INTERFIEREN EN EL RESULTADO
Mida la Absorbancia de cada cubeta a 340 nm (Abs1) y anótela en la tabla de resultados. 

5- Adicione a cada cubeta 10 l de glicerol kinasa.

6- Adicione a cada cubeta 10 l de glicerol-3P deshidrogenasa. Agite por inversión VARIAS VECES utilizando papel de parafina. Ponga en marcha el cronómetro.

7- Compruebe en una de las cubetas cómo se incrementa la absorbancia a lo largo del tiempo como consecuencia de la producción de NADH.
8- Después de 30 minutos todo el glicerol que hubiera en la muestra ya ha reaccionado y, por lo tanto, las reacciones han terminado y no debería haber modificación de la absorbancia. Mida de nuevo la Absorbancia de cada cubeta a 340 nm (Abs2) y anótela en la tabla de resultados siguiente:

	
	Abs1
	Abs2

	Muestra 1
	
	

	Muestra 2
	
	


Procesamiento de los datos y obtención de los resultados finales

El incremento de Absorbancia que hemos medido en las cubetas es proporcional a la producción de NADH que ha ocurrido y ésta es igual al consumo de glicerol presente en la muestra, puesto que hemos esperado a que todo se consuma, es decir, hemos realizado un método a punto final. 

Por lo tanto, en primer lugar debe calcular para cada muestra el Abs, realizando la diferencia entre los valores correspondientes de Abs2 y Abs1. 

La equivalencia de estos valores de Absorbancia a valores de concentración de glicerol debe calcularla mediante la ecuación de Lambert-Beer:

Abs =  (  x c x d
El coeficiente de absortividad molar del NADH a 340 nm es 6,22 x 103 L x mol-1 x cm-1.

Con este cálculo ya conoce la concentración de glicerol que tenía cada uno de los medios de reacción. 

Para obtener el resultado final de la práctica debe calcular ahora, la concentración de glicerol que tenía cada muestra, es decir, el plasma de cada individuo analizado. Para ello debe considerar cuánto ha diluido las muestras (Fd) al preparar el medio de reacción.
Ya que ha obtenido los resultados finales, queda hacer una consideración final. Observe en qué unidades tiene expresados los valores de concentración de glicerol. Fíjese que si el cálculo lo ha hecho utilizando el valor de  tal como se le ha proporcionado, habrá obtenido el valor de concentración de glicerol en M. En general, cuando se muestran resultados, es conveniente adaptar las unidades de manera que el valor numérico no sea excesivamente grande o pequeño. En este caso, si tiene expresado el valor de concentración de glicerol como M, podrá observar que el número es muy pequeño, por eso es mejor que lo exprese en mM o µM.
Complete la tabla con los resultados finales:

	
	Muestra 1

AYUNO NOCTURNO
	Muestra 2

AYUNO PROLONGADO

	[Glicerol] mM
	
	


Ahora puede responder a las siguientes cuestiones:

1- ¿Afecta el ayuno a la concentración de glicerol plasmática?

2- Si la respuesta a la pregunta anterior es afirmativa, ¿cuál es el efecto observado?

3- ¿Tiene significado metabólico este efecto?

4- ¿Tienen concordancia estos resultados con los obtenidos en la Práctica II?

PRÁCTICA IV
DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE 

-Hidroxi-BUTIRATO EN PLASMA

Fundamento teórico del método

La determinación de la concentración de -hidroxi-butirato en plasma se realizará mediante un método espectrofotométrico basado en la reacción catalizada por la -hidroxi-butirato deshidrogenasa en la que el -hidroxi-butirato se oxida a acetoacetato utilizando el coenzima de oxido-reducción NAD+ que se reduce a NADH + H+:

 




        

      


El coenzima reducido (NADH), a diferencia de la forma oxidada, presenta un máximo de absorción de luz a 340 nm, característica que nos permite cuantificar su concentración en una solución, midiendo la Absorbancia a esa longitud de onda y utilizando la ecuación de Lambert-Beer. En un medio de reacción, la producción de NADH medida será cuantitativamente idéntica al -hidroxi-butirato que haya reaccionado.

Debido al carácter reversible de la reacción de la -hidroxi-butirato deshidrogenasa, para una determinación correcta del -hidroxi-butirato de la muestra es necesario asegurar que en nuestro medio la reacción está desplazada hacia la oxidación del -hidroxi-butirato. Para ello el medio de reacción que usamos cumple tres condiciones: una es mantener baja la concentración de H+, para lo que se utiliza un tampón a pH básico (pH 8,5), otra es tener una elevada concentración de NAD+ y finalmente otra es contener hidrazina, que reacciona con el acetoacetato (y, por lo tanto, lo retira del medio) para transformarse en la forma hidrazona.

Reactivos

· Tampón Tris 0,1 M , hidrato de hidrazina 5 % (v/v), pH 8,5

· Solución de NAD+ 12 mM

· -hidroxi-butirato deshidrogenasa comercial

Procedimiento


La concentración de -hidroxi-butirato se va a determinar en las mismas muestras en las que ya ha estudiado la composición lipídica y el glicerol (Prácticas II y III), es decir: 

· Muestra 1 = Plasma extraído de un individuo tras ayuno nocturno.

· Muestra 2 = Plasma extraído de un individuo en ayunas de varios días
El protocolo de trabajo recomendado es el siguiente:

1- Prepare dos cubetas de 1.5ml de capacidad para espectrofotometría y compruebe que están limpias, secas y no rayadas.

2- Prepare el medio de reacción según el siguiente esquema: Es muy importante agitar bien la disolución resultante para que quede homogénea. Esto se hace tapando la cubeta con papel de parafina e invirtiéndola varias veces.

	
	Muestra 1
	Muestra 2

	Tampón (ml)
	0,3
	0,3

	NAD+  (ml)
	0,1
	0,1

	H2O destilada (ml)
	0,3
	0,3

	Muestra 1 (ml) 
	0,3
	---

	Muestra 2 (ml)
	---
	0,3


3- Calibre el espectrofotómetro a 340 nm con agua destilada SOLAMENTE SI ANTES NADIE LO HABÍA HECHO. ASEGÚRESE DE QUE ESTE ESPECTROFOTÓMETRO NO VUELVE A SER CALIBRADO HASTA QUE TERMINE LA DETERMINACIÓN DE -HIDROXI-BUTIRATO. Si un compañero ya hubiera calibrado antes el espectrofotómetro, pase directamente al punto siguiente, de lo contrario estropearía la determinación de sus compañeros.

4- DE AHORA EN ADELANTE, ES MUY IMPORTANTE QUE SE ASEGURE DE NO TOCAR LAS CUBETAS POR LAS PAREDES POR LAS QUE PASA LA LUZ PARA NO DEJAR HUELLAS QUE INTERFIEREN EN EL RESULTADO
Mida la Absorbancia de cada cubeta a 340 nm (Abs1) y anótela en la tabla de resultados. 

5- Adicione a cada cubeta 8 l de -hidroxi-butirato deshidrogenasa y agite bien por inversión, utilizando papel de parafina. Ponga en marcha el cronómetro.

6- Compruebe en una de las cubetas cómo se incrementa la absorbancia a lo largo del tiempo como consecuencia de la producción de NADH.
7- Después de 30 minutos todo el -hidroxi-butirato que hubiera en la muestra ya debería haber reaccionado y, por lo tanto, la reacción ha terminado y no hay modificación de la absorbancia. Mida de nuevo la Absorbancia de cada cubeta a 340 nm (Abs2) y anótela en la tabla de resultados siguiente:
	
	Abs1
	Abs2

	Muestra 1
	
	

	Muestra 2
	
	


Procesamiento de los datos y obtención de los resultados finales

El incremento de Absorbancia que hemos medido en las cubetas es proporcional a la producción de NADH que ha ocurrido y ésta es igual al consumo de -hidroxi-butirato presente en la muestra, puesto que hemos esperado a que todo se consuma, es decir, hemos realizado un método a punto final. 

Por lo tanto, en primer lugar, debe calcular para cada muestra el Abs, realizando la diferencia entre los valores correspondientes de Abs2 y Abs1. 

La equivalencia de estos valores de Absorbancia a valores de concentración de -hidroxi-butirato debe calcularla mediante la ecuación de Lambert-Beer:

Abs =  (  x c x d
El coeficiente de absortividad molar del NADH a 340 nm es 6,22 x 103 L x mol-1 x cm-1.

Con este cálculo ya conoce la concentración de -hidroxi-butirato que tenía cada uno de los medios de reacción. 

Para obtener el resultado final de la práctica debe calcular ahora, la concentración de -hidroxi-butirato que tenía cada muestra, es decir, el plasma de cada individuo analizado. Para ello debe considerar cuánto ha diluido las muestras (Fd) al preparar el medio de reacción.
Ya que ha obtenido los resultados finales, queda hacer una consideración final. Observe en qué unidades tiene expresados los valores de concentración de -hidroxi-butirato. Fíjese que si el cálculo lo ha hecho utilizando el valor de  tal como se le ha proporcionado, habrá obtenido el resultado de concentración de -hidroxi-butirato en M. En general, es conveniente, cuando se muestran resultados, adaptar las unidades de manera que el valor numérico no sea excesivamente grande o pequeño. En este caso, si tiene expresado el valor de concentración de -hidroxi-butirato como M, podrá observar que el número es muy pequeño, por eso es mejor que lo exprese en mM o µM.

Complete la tabla con los resultados finales:

	
	Muestra 1

AYUNO NOCTURNO
	Muestra 2

AYUNO PROLONGADO

	[-hidroxi-butirato ] mM
	
	


Ahora puede responder a las siguientes cuestiones:

1- ¿Afecta el ayuno a la concentración de -hidroxi-butirato plasmática?

2- Si la respuesta a la pregunta anterior es afirmativa, ¿cuál es el efecto observado?

3- ¿Tiene significado metabólico este efecto?

PRÁCTICA V
DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE LA GLUCOSA-6-FOSFATASA DE HÍGADO

Fundamento teórico del método

La glucosa-6-fosfatasa (EC 3.1.3.9.) es una fosfatasa que actúa hidrolizando el enlace fosfoéster entre el carbono 6 de la glucosa y el fosfato. La reacción que cataliza es la siguiente:

Glucosa-6-fosfato  +  H2O                                         Glucosa  +  Pi

Para determinar la actividad de esta enzima pueden utilizarse diferentes métodos, que permiten conocer la velocidad de la reacción midiendo bien la producción de glucosa o bien la de fosfato inorgánico (Pi) por unidad de tiempo. Concretamente en esta práctica usaremos un método que nos cuantificará la cantidad de Pi por minuto producida por la actividad catalítica de la glucosa-6-fosfatasa de hígado de pollo, en un medio de reacción en condiciones óptimas.


Se debe recordar que para medir correctamente la actividad de cualquier enzima se requiere cumplir con múltiples consideraciones (Ver Manual de Prácticas de Bioquímica Estructural), entre las que cabría destacar la necesidad de asegurar que medimos la que denominamos velocidad inicial (Vo), es decir, la velocidad de la reacción a tiempo cero, que es cuando la actividad catalítica de la enzima no está limitada por factores como la disminución de la concentración de sustrato o el aumento de la  concentración de producto en el medio de reacción. 

En esta práctica, la comprobación de que estamos midiendo la Vo no la realizan los alumnos, sino que ha sido realizada previamente por el Profesorado en la puesta a punto del método. Así, los alumnos tomarán una única medida de producción de Pi después de 15 minutos de reacción porque ha sido comprobado que, en las condiciones ensayadas, la velocidad de reacción se mantiene constante durante más de este periodo de tiempo.  

Para determinar la cantidad de Pi producido en el medio de reacción por la actividad catalítica de la glucosa-6-fosfatasa, utilizaremos un método espectrofotométrico a punto final basado en la reacción del Pi con el ácido molíbdico formando ácido fosfomolíbdico. La subsiguiente reducción de este compuesto en medio alcalino origina azul de molibdeno, un compuesto coloreado con un máximo de absorción de luz a 710 nm. Por lo tanto, la intensidad del color medida a esta longitud de onda es proporcional a la cantidad de Pi presente en el medio. Sin embargo, la reacción no es estrictamente estequiométrica, por lo que no nos sirve el cálculo mediante la ecuación de Lambert-Beer, y debemos realizar la determinación simultáneamente en un tubo patrón de concentración de Pi conocida para cuantificar el factor de proporcionalidad.

Reactivos

· Tampón Citrato 0,1 M, pH 6,5

· Solución de Glucosa-6-fosfato 20mM en tampón citrato 0,1 M, pH 6,5

· Reactivo para el Pi: Molibdato 0,6 mM, Sulfúrico 50 mM, 1,2-fenilendiamina 1,8 mM

· Solución patrón de Pi 1,6 mM 

Procedimiento

Para la determinación de la actividad enzimática glucosa-6-fosfatasa se le proporcionaran dos muestras:

- Muestra 1 = Extracto de hígado de un animal alimentado.

- Muestra 2 = Extracto de hígado de un animal ayunado dos días. 

En ambos casos, el extracto está preparado con 0,5 g de hígado homogenizados en 20 ml de tampón Citrato 0,1 M pH 6,5, mediante un homogenizador de vidrio tipo Potter, y después conservados a -80 ºC hasta su uso.

El protocolo de trabajo recomendado es el siguiente:

1- Aísle la fracción microsomal de los extractos de hígado ya que la glucosa-6-fosfatasa está localizada en las membranas del retículo endoplásmico. Para ello, centrifugue sus muestras en una centrífuga de mesa, a 12.000 r.p.m., durante 3 minutos. Esta centrifugación sedimentará gran parte de la fracción subcelular y mantendrá en el sobrenadante la fracción microsomal. Recoja el sobrenadante en otro tubo.

2- Los tubos reacción tienen que ser de vidrio y cortos. Prepárelos de acuerdo al siguiente esquema:

	
	Blanco 1
	Muestra 1
	Blanco 2
	Muestra 2

	Tampón  (ml)
	0,1
	-----
	0,1
	-----

	Muestra 1 (ml)
	0,1
	0,1
	-----
	-----

	Muestra 2 (ml)
	-----
	-----
	0,1
	0,1


3- En el momento en que se adicione el sustrato, comenzará la reacción y, por lo tanto, es fundamental controlar el tiempo para que la medida de la Vo sea correcta. Prepárese con un cronómetro y después adicione la glucosa-6-P a los tubos de muestra, sin demorarse entre un tubo y otro. Así:

	
	Blanco 1
	Muestra 1
	Blanco 2
	Muestra 2

	Glc-6-P 20 mM  (ml)
	-----
	0,1
	-----
	0,1


4- Inicie el cronómetro, agite brevemente y de inmediato lleve los tubos a un baño de incubación a 37 ºC.

5- Mientras espera a que transcurra la reacción, prepare los seis tubos necesarios para hacer la determinación de la cantidad de Pi producido. Compruebe que todos los tubos que va a usar están limpios y secos. Rotule y prepare dos tubos:
- Tubo Blanco Pi, en el que debe poner 50 l de tampón citrato

- Tubo Estándar Pi, en el que debe poner 50 l de la solución patrón de Pi.

Además, rotule los restantes 4 tubos como los que tiene en el baño: B1, M1, B2, y M2.

6- Después de que hayan transcurrido los 15 minutos de reacción, saque los tubos del baño y transfiera 50 l de cada uno al nuevo tubo correspondiente que tiene ya rotulado.

7- Adicione inmediatamente, a todos los tubos (6 tubos en total), 1,5 ml del Reactivo para la determinación de Pi. Agite y lleve de nuevo al baño de incubación a 37 ºC.

8- Después de 15 minutos, saque los tubos del baño, seleccione en el espectrofotómetro una longitud de ondade 710 nm y ajuste a cero de Absorbancia con el tubo Blanco Pi.

9- Mida la Absorbancia de todos los tubos y anote los valores en la tabla siguiente:

	
	Blanco Pi
	Estándar Pi
	Blanco 1
	Muestra 1
	Blanco 2
	Muestra 2

	Abs 
	0
	
	
	
	
	


Procesamiento de los datos y obtención de los resultados finales

En primer lugar, debe tener en cuenta que en sus tubos de muestra ha podido haber producción inespecífica de Pi, es decir, Pi que no provenga de la glucosa-6-P y que por tanto hay que restar de la cantidad total de Pi que hemos medido. Esta cantidad inespecífica de Pi es la que se ha producido en los tubos Blanco 1 y 2, en los que no hemos puesto glucosa-6-P. Por lo tanto, para obtener el valor de Abs final de cada muestra debe calcular:

Abs Muestra 1 = Abs1medida – Abs Blanco1

Abs Muestra 2 = Abs2medida – Abs Blanco2


Con estos valores y el resultado obtenido en el tubo estándar (con 1,6 mM de Pi), puede calcular ahora mediante una proporción la concentración de Pi producido en sus tubos de reacción. Complete la tabla siguiente:

	
	Estándar 
	Muestra 1
	Muestra 2

	Absorbancia 
	
	
	

	[Pi] mM
	1,6
	
	


La velocidad a la que ha ocurrido la reacción (actividad enzimática de la glucosa 6-fosfatasa) viene dada en unidades internacionales, es decir moles de sustrato transformado por minuto y por mg de proteína del extracto. En nuestro caso, la cantidad de sustrato transformado es igual a la de producto formado (Pi,).

Para calcular, por tanto, la velocidad de la reacción (actividad enzimática) debe tener en cuenta el tiempo de reacción (15 minutos) en el que se ha producido el Pi, así como la dilución (Fd) que ha hecho de la muestra al preparar el medio de reacción.

Finalmente, el alumno ya tiene que saber (Ver Manual de Prácticas de Bioquímica Estructural) que la actividad enzimática debe expresarse no por unidad de volumen de muestra sino por mg de proteína que contiene la muestra, lo que se denomina actividad específica de un enzima, es decir, como moles de producto formado por minuto y por mg de proteína. Para poder obtener este resultado es necesario determinar también la concentración de proteínas de cada muestra (mg de proteína/ml de muestra). Sin embargo, realizar esta determinación para sus muestras alargaría demasiado esta práctica y supondría repetir una de las que ya realizó en la asignatura de Bioquímica Estructural. Por esas razones, puede hacer un cálculo estimado de la actividad específica de la glucosa-6-fosfatasa, considerando que la concentración de proteínas de las muestras que ha usado son:

Muestra 1 = 1,7 mg proteína/ml

Muestra 2 = 1,2 mg proteína/ml 

Complete la tabla con los resultados finales:

	Actividad enzimática glucosa-6-fosfatasa
	Muestra 1

ALIMENTADO
	Muestra 2

AYUNADO

	moles de Pi  x  min-1  x  ml-1 muestra
	
	

	moles de Pi  x  min-1  x  mg-1 proteína
	
	


Ahora puede responder a las siguientes cuestiones:

1- ¿Afecta el ayuno a la actividad de la glucosa-6-fosfatasa hepática?

2- Si la respuesta a la pregunta anterior es afirmativa, ¿cuál es el efecto observado?

3- ¿Tiene significado metabólico este efecto?

(-D-glucosa + H2O + O2 





Ácido D-glucónico + H2O2 





2 H2O





D





DH2





Abs





[glucosa] 





x





x





x





x





Fase móvil





Muestra sobre placa con capa fina 





Tapadera para conseguir la máxima saturación del medio y disminuir la evaporación de la fase móvil sobre la capa fina





1,5 cm





Muestra 1





Muestra 2





Glicerol + ATP 





Glicerol-3P + ADP





Dihidroxiacetona-P





NADH + H+





NAD+





Glicerol-3P deshidrogenasa





Glicerol kinasa 





-hidroxi-butirato  deshidrogenasa





Acetoacetato  +  NADH  +  H+








-hidroxi-butirato  +  NAD+











