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RESUMEN

El glucégeno posee una estructura ramificada con cadenas lineales de
restos consecutivos de glucosa, unidos por enlaces a(1-4), y por enlaces
o(1-6) en los puntos de ramificacion. El resultado es una estructura en
abanico con un extremo reductor y muchos no reductores. La hidrélisis
de estos enlaces glucosidicos puede ser catalizada por 4cidos minerales
o enzimas. En la hidrélisis &cida los enlaces se rompen al azar, con
formacion intermediaria de todos los posibles oligosacéaridos y la
conversion final de éstos en glucosa. La hidrélisis de los enlaces
glucosidicos del glucégeno puede ser también llevada a cabo por la
enzima a-amilasa, que cataliza la hidrolisis especifica de los enlaces a(1-
4) (no son afectados los enlaces a(1-6). Los productos finales de la
hidrolisis enzimética del glucdgeno son glucosa, maltosa e isomaltosa.

Titulo corto: Hidrdlisis del glucégeno.
Palabras clave: &cido clorhidrico, a-amilasa, glucégeno, hidrolisis.

Abreviaturas empleadas. DNS: acido 3"-5"-dinitrosalicilico.

1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El glucégeno 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.

El glucogeno posee una estructura ramificada con cadenas lineales de
restos consecutivos de glucosa, unidos por enlaces o(1-4), y por enlaces o(1-6)
en los puntos de ramificacién. La hidrélisis de estos enlaces glucosidicos
puede ser catalizada por acidos minerales. Estos rompen enlaces al azar, con
formacion intermediaria de todos los posibles oligosacaridos y la conversién
final de éstos en glucosa.

La naturaleza polisacarida del glucégeno se pone de manifiesto
demostrando el aumento de grupos reductores durante la hidrdlisis, que se
detectan mediante el reactivo 3’-5’-dinitrosalicilico (3'-5’-DNS). Este reactivo en
presencia de azucares reductores se reduce a acido 3-amino-5-dinitrosalicilico
(producto coloreado que absorbe a 540 nm).
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Existen numerosas enzimas que catalizan hidrélisis mas especificas, por
ejemplo, la a-amilasa de la saliva humana. Esta enzima cataliza la hidrolisis
rapida, al azar, de los enlaces internos a(1-4). No hidrolizan, en cambio, los
enlaces a(1-6) ni la maltosa. Los productos finales de la degradacién del
glucégeno por la a-amilasa son glucosa, maltosa e isomaltosa. Esta hidrdlisis
se sigue igual que la acida, es decir, mediante la reduccion de 3-5'-
dinitrosalicilico a 3-amino-5-dinitrosalicilico (producto coloreado que absorbe a
540 nm).

2. LISTADO DEL MATERIAL NECESARIO

2.1. Equipamiento
Colorimetro.
Bafio con agua hirviendo.
Agitador de tubos.

2.2. Material
Tubos de ensayo de vidrio (1,5 x 16,0 cm) vy gradilla.
Pipetas automaticas (0,1 y 1,0 mL).
Pipetas de vidrio (10 mL).
Propipeta.
Cronometro.
Rotulador de vidrio.

2.3. Reactivos
Solucion de &cido clorhidrico.
Solucién de hidroxido sédico.
Reactivo 3"-5"-dinitrosalicilico (3'-5’-DNS).
Solucién de glucogeno comercial.
Solucion de a-amilasa de saliva humana.
Agua destilada.
Solucién amortiguadora de fosfato sédico

3. PROTOCOLO A REALIZAR
3.1. Hidrdlisis &cida del glucégeno
3.1.1. Se preparan 8 tubos de ensayo de vidrio y se marcan del 1 al 8. Se

afiaden a cada uno de ellos el glucogeno (excepto al primero que lleva
agua) y la solucion de HCI segun se detalla en la Tabla 1:



[Tabla 1: Hidrélisis acida

Tubo Agua | Glucégeno HCI Tiempo de NaOH 3'5'DNS
(n°) (mL) (mL) (2 M) incubaciéon al00°C | (1,2 M) (mL)
1 0,4 0,6 0 min 1,0 1,0
2 0,4 0,6 0 min 1,0 1,0
3 0,4 0,6 2 min 1,0 1,0
4 0,4 0,6 4 min 1,0 1,0
5 0,4 0,6 6 min 1,0 1,0
6 0,4 0,6 8 min 1,0 1,0
7 0,4 0,6 10 min 1,0 1,0
8 0,4 0,6 12 min 1,0 1,0
Afadir el reactivo 3'5’'DNS una vez finalizados los 12 min de incubacion.

3.1.2. Se colocan los tubos 3 a 8 en un bafio de agua hirviendo para que

transcurra la reaccion. Los tubos 1 y 2 no se meten en el bafio. A los
tiempos indicados en la Tabla 1, se saca cada tubo y se le afade el
NaOH, que neutraliza la accién del HCI, y por tanto se detiene la
hidrolisis. Se agita fuertemente.

3.1.3. Se dejan reposar los tubos en una gradilla a temperatura ambiente

hasta que concluye la ultima incubacion.

3.1.4. Se afade el reactivo 3'5’DNS a todos los tubos y se introducen de

nuevo en el bafio hirviendo durante 5 minutos. En estas condiciones, el
3'5'DNS reacciona con los grupos reductores y se convierte en 3-
amino-5-dinitrosalicilico.

3.1.5. Pasado este tiempo, se enfrian con agua del grifo.
3.1.6. Después de enfriados, se completan hasta 10 mL con agua destilada.
3.1.7. Se mide la absorbancia a 540 nm, ajustando a 0 con el tubo n° 1, que

se emplea como blanco.

3.2. Hidrdlisis enzimatica del glucégeno

3.2.1. Se preparan 8 tubos de ensayo de vidrio y se marcan del 1 al 8. Se

aflade a cada uno de ellos el glucogeno (excepto al primero que lleva
agua), la a-amilasa y el reactivo DNS a los tiempos indicados en la
Tabla 2. EI DNS se utiliza para detener la reaccion enzimatica. La
reaccion de hidrdlisis del glucdégeno se realiza temperatura ambiente,
manteniendo los reactivos que se utilizan a la misma temperatura.

‘Tabla 2. Hidrdlisis enzimatica

Tubo Agua Glucbégeno a-amilasa Tiempo de 3'5' DNS

(n°) (mL) (mL) (mL) incubacion (mL)
1 0,4 0,5 0 min 1,0
2 0,4 0,5 0 min 1,0
3 0,4 0,5 1 min 1,0
4 0,4 0,5 2 min 1,0
5 0,4 0,5 3 min 1,0
6 0,4 0,5 4 min 1,0
7 0,4 0,5 5 min 1,0
8 0,4 0,5 6 min 1,0

3.2.2. Cuando todos los tubos contengan 3'5’-DNS, se llevan a un bafio de

agua hirviendo y se dejan en él 5 minutos. En estas condiciones, el
DNS reacciona con los grupos reductores y se convierte en 3-amino-5-
dinitrosalicilico.




3.2.3. Pasado este tiempo, se enfrian los tubos bajo el grifo

3.2.4. Una vez enfriados, se completan los tubos hasta un volumen final de
10 mL con agua destilada. Mezclar bien.

3.2.5. Se mide la absorbancia a 540 nm ajustando a 0 con el tubo n° 1, que
se emplea como blanco.

3. RESULTADOS ESPERADOS

Los resultados de absorbancia a 540 nm van incrementdndose desde el tubo
1 al 8, tanto en la hidrdlisis acida (Tabla 3; Figura 1) como enzimatica (Tabla 4;
Figura 2) pues a mayor tiempo transcurrido habra mayor hidrolisis de
glucogeno y por tanto mayor nimero de grupos reductores que reaccionan con
el DNS y se convierten en 3-amino-5-dinitrosalicilico, compuesto anaranjado
que tiene su maximo de absorbancia a 540 nm.

En ambos casos, se muestran tanto los valores de absorbancia obtenidos
como los porcentajes de hidrdlisis respecto al tiempo, considerando el 100 %
de hidrdlisis la del tubo 8. La representacion se hace con los porcentajes de
hidrélisis de glucogeno y el tiempo transcurrido.

3.1. Hidrdlisis acida

Tabla 3. Resultados de hidrélisis acida

Tubo
(n°) 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo
(min) 0 0 2 4 6 8 10 12
'?‘n‘r’é()) 0 0,01 0,260 0,520 0,780 1,01 1,150 1,30
% 0 0,77 20 40 60 77,7 88,5 100
120
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Figura 1. Representacion grafica de los resultados obtenidos y detallados en la Tabla 3




3.2. Hidrdlisis enzimética

Tabla 4. Resultados de hidrélisis enzimatica

Tubo
) 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo
(min) 0 0 1 2 3 4 5 6
AS40 0 0,01 0,13 0,24 0,35 0,46 0,54 0,60
(nm)
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Figura 2. Representacion grafica de los resultados obtenidos y detallados en la Tabla 4

5. DISCUSION Y COMENTARIOS

Los resultados obtenidos tanto en la hidrélisis acida como enzimatica deben
corresponderse con un aumento de dicha hidrélisis a lo largo del tiempo. Este
aumento debe ser proporcional, aunque ésta puede perderse en los ultimos
minutos si ya se ha conseguido hidrolizar practicamente todo el glucégeno de
la muestra. También se puede perder la proporcionalidad si no se afiade el
NaOH, en el caso de la hidrdlisis acida, o el DNS, en el de la hidrolisis
enzimatica, en los tiempos indicados pues no se pararia la hidrélisis de
glucogeno de forma adecuada.

Existe una diferencia clara entre los valores de absorbancia a 540 nm
obtenidos para la hidrdlisis acida y enzimatica, siendo mucho mayores los
primeros. Esto, l6gicamente, es debido a que con la hidrélisis acida se
consiguen hidrolizar todos los enlaces del glucogeno mientras que con la a-
amilasa solo los o(1-4).

A los alumnos al finalizar la parte practica, se les entregara un folio donde
tendran que mostrar los resultados obtenidos en ambas hidrdlisis y representar
los porcentajes. Ademas, tendran que contestar varias preguntas para evaluar
su aprovechamiento y comprension de la préactica.
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ANEXO 1: MEDIOS, SOLUCIONES Y MATERIAL BIOLOGICO EMPLEADO

Solucién de HCI 2M

Tabla 5. Solucién HCI
HCI 167,02 mL
)Agua destilada Hasta 1 litro

El HCI contiene una pureza del 35% y una
densidadigual a 1,18

Solucién de NaOH 1,2 M

Tabla 6. Solucién NaOH

NaOH 48 g
)Agua destilada Hasta 1 litro

Solucién amortiguadora: tampén fosfato soédico 0,02 M; NaCl 0,005 M pH 7,0

Tabla 7. Tampon fosfato sédico pH 7,0
Na,HPO, 1,70 g
NaH,PO, 1,59 g
NaCl 0,30 g
Agua destilada Hasta 1L

Ajustar el pH a 7,0 si fuera necesario

Solucion de glucégeno comercial (8 mg/mL)

Tabla 8. Solucidon glucégeno comercial
Glucogeno 80 mg
Fosfato sédico 0,02 M; NaCl 0,005 M pH 7,0 Hasta 10 mL

Reactivo DNS: se elabora a partir de las siguientes soluciones tal y como se
describe en la Tabla 12:

Solucién de NaOH 2,0 M

Tabla9. Solucién NaOH

NaOH 80¢g
Agua destilada Hasta 1 litro




Solucién de 3’-5’-DNS

Tabla 10. Solucién de 3'-5'-DNS
Acido dinitrosalicilico 10 g

NaOH 2,0 M Hasta 200 mL
Calentar hasta la disolucion total.

Solucién de tartrato sédico potésico:

Tabla 11. Solucién de tartrato NaK-4H,0
Tartrato NaK-4H,0 402,7 g

Agua destilada Hasta 500 mL
Calentar hasta la disolucion total.

Reactivo 3'-5’-DNS

Tabla 12. Reactivo DNS

Solucion de 3'-5'-DNS 200mL g
Solucién tartrato NaK-4H,0O 500 mL
Agua destilada Hasta 1 litro

Solucién de a-amilasa

Tabla 13. Solucién de a-amilasa

Saliva humana 0,25 mL

Solucién de fosfato sodico pH 7,0 Hasta 20 mL

Cada individuo elaborara la solucién de alfa amilasa con su propia saliva y la

utilizara inmediatamente después de ser diluida. Debido a su variabilidad entre
individuos, reajustar la dilucion si fuera necesario
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