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RESUMEN

El glucogeno es la forma de almacenamiento de la glucosa en los tejidos
animales. Se encuentra principalmente en el higado y en el muasculo
representando hasta un 10% y un 1-2% de su peso humedo,
respectivamente. Las propiedades fisicas y quimicas de muchos
polisacaridos neutros difieren lo bastante de las de otras biomoléculas,
para permitir su facil aislamiento. El glucégeno se puede liberar del
higado por calentamiento con una base fuerte, hasta la destruccién total
del tejido. Al afadir acido tricloroacético al homogeneizado anterior,
precipitan numerosas sustancias de peso molecular elevado, como las
proteinas y los acidos nucleicos, en tanto que el glucéogeno continua
disuelto. El glucégeno puede separarse de los monosacaridos y otros
compuestos hidrosolubles por precipitacion con alcohol, porque los
polisacaridos son mucho menos solubles en alcohol acuoso que los
monosacéaridos. La determinacion del grado de pureza de la preparacion
obtenida se puede realizar mediante el tratamiento con antrona vy
comparando con una solucion estandar de glucégeno.

Titulo corto: Purificacion y cuantificacién de glucogeno.
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Abreviaturas empleadas. TCA: tricloro acético.

1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El glucdgeno es la forma de almacenamiento de la glucosa en los tejidos
animales. Se encuentra principalmente en el higado y en el musculo
representando hasta un 10% y un 1-2% de su peso humedo, respectivamente.

Estd formado por unidades de glucosa unidas por enlaces o(1-4) y
ramificaciones o(1-6) (Figura 1).
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Figura 1. Estructura del glucégeno

El glucégeno actia como regulador de la glucosa sanguinea, almacenandola
como glucégeno durante una buena alimentacién (glucogenogénesis) y
liberdndola por fosforolisis (glucogenolisis) durante el ayuno, ya que en esta
situacion no hay absorcidn intestinal. La duracion del glucoégeno hepéatico en
ayunas es de aproximadamente 24 h. A partir de este momento, la
concentracion en sangre se mantiene por sintesis de glucosa a partir de
sustancias distintas a los carbohidratos (gluconeogénesis) (figura 2). En estos
mecanismos de control, actian la adrenalina y el cortisol.
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Figura 2. Degradacién del glucégeno

El glucdgeno se libera de los tejidos que lo contienen por calentamiento con
una base fuerte (KOH) hasta la destruccién total del tejido.




La separacion del glucégeno del tejido se consigue mediante la adicion de
etanol (precipita polisacaridos y elimina los monosacéridos solubles) y sulfato
de sodio (coprecipitante). Asi, se produce un precipitado que contiene una
mezcla de glucégeno, proteinas y éacidos nucleicos, que han resistido el
calentamiento anterior.

El tratamiento posterior con &cido tricloroacético (TCA) hace que precipiten
las proteinas y acidos nucleicos de la mezcla. El glucogeno aislado se vuelve a
precipitar con etanol, obteniéndose una preparacién con un alto grado de
pureza.

El tratamiento con antrona (que contiene (H2S0O4) es un método rapido para
la determinacion de hexosas y alopentosas constituyentes de un polisacarido.
Mediante este método, el glucdgeno es hidrolizado por un acido (H2SOa4) hasta
sus unidades elementales (monosacéaridos), que pueden ser luego
deshidratadas dando furfural, y éste ultimo, reacciona con la antrona y se forma
un producto coloreado (azul-verdoso) con un maximo de absorbancia a 620
nm. El valor resultante se compara con los obtenidos al preparar una recta
estandar con glucosa pura, usando el mismo método.

Los objetivos fundamentales de esta practica son dos:

 Extraccion de glucégeno de higado de cerdo y cuantificacion por pesada y
colorimetria.
* Estimacion del rendimiento de la purificacion del mismo.

2. LISTADO DEL MATERIAL NECESARIO

2.1.Equipamiento
Bafio de agua hirviendo.
Bafio de hielo y agua del grifo.
Centrifuga de mesa.
Balanza.
Estufa a 35°C.
Colorimetro.
Agitador de tubos.

2.2.Material
Tubos de vidrio (2,2 x 16 cm; 1,5 x 16 cm) y gradilla.
Tubos de centrifuga conicos de plastico con tapon.
Guantes de latex.
Pipetas automaticas (0,1 y 1,0 mL) (puntas).
Pipetas de vidrio (5,0 y 10 mL).
Propipeta.
Papel de filtro.
Pinzas de madera.

2.3.Reactivos
Higado de cerdo troceado.
Solucién de hidréxido potasico.
Solucion de tricloroacético.
Solucién de sulfato de sodio.
Etanol.



Solucién de glucosa .

Glucégeno aislado y desecado de higado de cerdo (apartado 3,1).
Solucién de antrona en acido sulfurico.

Solucién amortiguadora de fosfato sédico .

Agua destilada.

3. PROTOCOLO A REALIZAR
3.1.Aislamiento de glucégeno de higado de cerdo

3.1.1. Se ponen 3 mL de la solucion de hidréxido potasico al 30% en un tubo
de ensayo de vidrio grueso.

3.1.2. Se pesan 4 g de tejido (aproximadamente) y se introducen en el tubo
anterior. Anotad el peso exacto.

3.1.3. Se calienta en un bafio de agua hirviendo, agitando con cuidado para
acelerar el proceso, durante 20 minutos (o hasta su digestion). USAD
UN TROZO DE PAPEL HIGIENICO O PINZAS DE MADERA PARA
MANIPULAR LOS TUBOS.jj PRECAUCION: ALCALI HIRVIENDO!

3.1.4. Se enfria el tubo bajo el grifo una vez acabada la digestion.

3.1.5. Una vez enfriado el tubo de ensayo (comprobadlo por contacto con el
dorso de la mano), se afladen 0,2 mL de la solucion saturada de
Na:SO4 y se mezclan fuertemente. Dejad reposar 5 minutos.

3.1.6. Se precipita el glucdégeno que esté en solucion por adicién de 7 mL de
etanol al 95%. Se agita y deja en frio en un bafio de hielo durante 5
minutos.

3.1.7. Se pasa la solucién a tubos de centrifuga cénicos de plastico con
tapdn, y se centrifuga a la maxima velocidad (5.000 x g) durante 5
minutos. Se desecha el sobrenadante y se coloca el tubo invertido
sobre papel de filtro.

3.1.8. Se afiaden 5 mL de la solucion de TCA al 10% al tubo y se disuelve
totalmente el sedimento agitando fuertemente.

3.1.9. Se centrifuga de nuevo 5 minutos a 5.000 x g.

3.1.10. Se pesa un tubo de centrifuga conico de plastico vacio y anota el
peso. Marcadlo con una sefial para su posterior identificacion.

3.1.11. Se afade el sobrenadante obtenido en la dltima centrifugaciéon a un
tubo de ensayo largo, al que previamente se han afiadido 10 mL de
etanol al 95%, desechando el sedimento de la centrifugacion. Se deja
reposar 5 minutos para que se produzca la precipitacion del
glucogeno.

3.1.12. Se traslada la solucion al tubo de centrifuga de plastico, previamente
pesado, y se centrifuga durante 5 minutos mas a 5.000 x g.

3.1.13. Una vez acabada la centrifugacion se tira el sobrenadante. El
sedimento obtenido representa el glucogeno practicamente exento de
sustancias contaminantes. Dejadlo secar en la estufa a 35°C hasta su
utilizacion.

3.2.Determinacion de la pureza del glucdégeno obtenido

3.2.1. Se pesa en la balanza el tubo con el glucogeno desecado, obtenido
en la parte anterior, y se anota el resultado.
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3.2.2.

3.2.3.

3.2.4.

3.2.5.

3.2.6.

3.2.7.

3.2.8.

Se disuelve este glucégeno a razén de 8 mg de dicho glucogeno por
mL de tampon fosfato 0,02 M pH 7,0 que contenga NaCl 0,005 M, (el
ion que activa la a-amilasa). De esta manera queda preparado el
glucogeno para las siguientes determinaciones.

Se prepara una dilucion 1/50 del glucégeno disuelto anteriormente
(0,1 mL en 5 mL de agua).

Se preparan tres tubos de ensayo como se describe en la Tabla 1:

|Tab|a 1. Determinacioén de la pureza del glucégeno |

Tubo (n°) A B C
Glucosa (9 mg/mL) 1mL
Agua 1 mL
Glucoégeno (dilucién 1/50) 1mL
Antrona (2 g/L H,SO,) 5mL 5mL 5 mL

Una vez preparados los tubos, se sumergen en un bafio con agua
hirviendo durante 5 minutos. Pasado este tiempo, se enfrian en un
bafio de hielo. (Precaucion al coger los tubos. Usad pinzas de
madera).

Se mide la absorbancia a 620 nm ajustando a 0 con el tubo C
(blanco).

Para calcular el porcentaje de pureza se aplica la relacion:

As20 GLUCOGENO / As20 GLUCOSA

Se expresa la relacibn de absorbancia obtenida como mg de
glucégeno/g de tejido, (rendimiento).

4. RESULTADOS ESPERADOS

Una vez finalizada la parte practica, hay que presentar los resultados
obtenidos. Para ello se debe indicar el rendimiento total en glucégeno vy
calcular el contenido en glucdégeno del higado, expresandolo en mg de
glucégeno por g de tejido fresco. A continuacibn se muestra un ejemplo
representativo de resultados esperados:

En la Tabla 2 se muestran las absorbancias determinadas en las muestras

Tabla 2. Absorbancia a 620 nm

Glucosa 1,420
Glucégeno 0,527

Porcentaje de glucogeno obtenido:

Ag20 nm glucégeno X 100 0,527 x100

% de glucogeno = = =37,1%

Ag20 nm glucosa 1,420

Rendimiento de glucogeno en higado:

Célculo de los pg glucégeno puro en 25 mg del precipitado obtenido a partir
de 4,54 g de higado utilizado como muestra:



mg precipitado x % glucégeno
glucdgeno puro (mg) = = 9,257 mg
100 mg

mg de glucogeno puro
Rendimiento = = 2,04 mg glucdgeno puro/g higado
g de higado muestra

5. DISCUSION Y COMENTARIOS

El método de aislamiento utilizado en este protocolo se basa en las
propiedades quimicas del glucégeno no compartidas por otras sustancias
presentes en el higado.
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ANEXO 1: MEDIOS, SOLUCIONES Y MATERIAL BIOLOGICO EMPLEADO

Solucién de KOH 30%

Tabla 3. Solucién de KOH
KOH 300g
Agua destilada Hasta 1 litro

Solucién de tricloroacético TCA 10%

Tabla 4. Solucién de TCA
TCA 100 g
Agua destilada Hasta 1 litro

Solucién saturada de Na,SOq4

Tabla 5. Solucién de Na,SO,
Na,SO, 10 g
Agua destilada Hasta 30 mL

Solucion de glucosa (9 mg/mL)



Tabla 6. Solucidn de glucosa
Glucosa 90 mg
Agua destilada Hasta 10 mL

Solucién amortiguadora: tampdn fosfato sédico 0,02 M; NaCl 0,005 M pH 7,0

Tabla 7. Solucion de fosfato sédico pH 7,0
Na,HPO, 1,70 g
NaH,PO, 1599
NacCl 0,30 g
Agua destilada Hasta 1L

Ajustar el pH a 7,0 si fuera necesario

Solucién de glucogeno: a partir del glucogeno obtenido en el apartado 3.1.

Tabla 8. Solucién de glucdgeno

Glucégeno 80 mg
Fosfato sédico 0,02 M; NaCl 0,005 M pH 7,0 Hasta 10 mL

Solucién de antrona 0,2% en H>SO4

Tabla 9. Solucién de antrona
Antrona lg
H,SO, Hasta 500 mL




