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			Prácticas impartidas en las asignaturas de metabolismo en la Facultad de Ciencias de la Universidad de Málaga


			Esta sección reproduce las prácticas que se imparten en las asignaturas de Metabolismo en la Facultad de Ciencias de la Universidad de Málaga. El diseño definitivo de las mismas corresponde a Ignacio Fajardo Paredes. Los responsables de las asignaturas en las que se imparten son Francisco José Alonso Carrión, Mª Fernanda Suárez Marín, Antonio Heredia Bayona, Victoriano Valpuesta Fernández, Sonia Osorio Algar, Beatriz Martínez Poveda y Miguel Ángel Medina Torres. 


			Funcionalidad mitocondrial en levaduras mediante ensayo con MTT


			1.Introducción


			La respiración aerobia celular consiste en la oxidación de moléculas orgánicas hasta H2O y CO2. Tiene lugar mediante tres fases: I) oxidación de las moléculas orgánicas (glucosa, ácidos grasos, aminoácidos...) hasta la obtención de acetil-CoA.  II) oxidación de los grupos acetilo en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos, con producción de CO2, NADH y FADH2  III) oxidación de estos coenzimas reducidos, con la producción de H+ y electrones; estos electrones, por medio de una cadena de transporte electrónico, también llamada cadena respiratoria, son transferidos al O2, su aceptor final, que se reduce para formar H2O. En los organismos procariotas, la cadena de transporte electrónico se encuentra en la membrana plasmática. En cambio, en los eucariotas, se localiza en la membrana mitocondrial interna. 


			La cadena respiratoria mitocondrial consiste en una secuencia de transportadores de electrones; la mayoría de ellos son proteínas integrales de membrana con grupos prostéticos capaces de captar o donar 1 o 2 electrones. 


			•El Complejo I (NADH:ubiquinona oxidorreductasa) cataliza la transferencia de dos electrones desde el NADH hasta la ubiquinona y de cuatro protones desde la matriz hacia el espacio intermembrana.


			•El Complejo II (succinato deshidrogenasa) retira hidrógenos del succinato y los utiliza para reducir el FAD a FADH2; luego, por medio de centros Fe-S,  se transfieren hasta la ubiquinona. En este complejo no se bombean protones a través de la membrana.


			•El Complejo III (ubiquinona:citocromo c oxidorreductasa) acopla la transferencia de electrones desde ubiquinona reducida hasta el citocromo c con transporte de protones desde la matriz hasta el espacio intermembrana. La ubiquinona puede aceptar un electrón, convirtiéndose en el radical semiquinona (QH•), o dos electrones, dando lugar al ubiquinol (QH2); gracias a ello, es capaz de actuar como nexo entre un donador de dos electrones y un aceptor de un electrón; además, es capaz de difundir por la bicapa lipídica de la membrana mitocondrial interna. 


			•El Complejo IV (citocromo oxidasa) transporta los electrones desde el citocromo c hasta el oxígeno molecular, reduciéndolo a H2O, y bombea protones hacia el espacio intermembrana. 


			•El Complejo V (ATP sintasa) aprovecha la energía electroquímica del gradiente protónico (fuerza protón-motriz) generado a través de la membrana mitocondrial interna para la síntesis de ATP, en un proceso llamado fosforilación oxidativa. 


			[image: FiguraOXPHOS.pdf]


			Figura 1.   Cadena de transporte electrónico mitocondrial.
 En rojo, el MTT, los inhibidores y el desacoplador que  utilizaremos en esta práctica.


			   Existen diversas sustancias químicas capaces de interferir en el funcionamiento de la cadena de transporte electrónico y la fosforilación oxidativa, y que se usan desde hace años para estudiar estos procesos. En esta práctica utilizaremos los siguientes: 


			•Antimicina A: inhibe la transferencia electrónica entre el citocromo b y el citocromo c1 (complejo III). 


			•NaCN: el cianuro es un inhibidor de la citocromo oxidasa (complejo IV). 


			•FCCP: es un transportador de H+ que disipa el gradiente protónico (un desacoplador). 


			   El MTT es una sal de tetrazolio de color amarillo que puede ser reducida por enzimas deshidrogenasas mitocondriales, especialmente la succinato deshidrogenasa, dando lugar a formazano, un compuesto cristalino de color azul oscuro. El anillo de tetrazolio se metaboliza sólo en mitocondrias activas. El formazano puede cuantificarse de forma sencilla mediante espectrofotometría: la absorbancia obtenida es proporcional a la cantidad de formazano y ésta, a la actividad mitocondrial. 


			2.Objetivo de la práctica


			 Observar y comprender el efecto de varios sustratos metabólicos y compuestos sobre la actividad de la cadena de transporte electrónico mitocondrial. Para ello se monitorizará la actividad mitocondrial por reducción del MTT y medida de la absorbancia a 570nm. 


			3.Materiales y reactivos


			•Espectrofotómetro a 570nm y cubeta. 


			•Baño termostatizado a 30°C. 


			•Corcho con hielo. 


			•Gradilla para tubos de ensayo y  para tubos eppendorf™ (microtubos de centrífuga).


			•Pipeta de 5mL. Micropipetas P1000, P200 y P20. Puntas azules y amarillas. 


			•Suspensión de levadura fresca de panadería en estado de ayuno. 


			•Tampón MES 0,1M  pH6


			•Glucosa 1M [image: ]


			•NaCN 0,2M


			•Antimicina 2mM 


			•MTT  4mg/mL [image: ]


			•FCCP (carbonilcianuro-p-trifluorometoxi-fenilhidrazona) 5mM


			•Etanol 100%


			OJO: el NaCN, la antimicina, el FCCP y el MTT son tóxicos e irritantes, por lo tanto MANEJAR CON EXTREMA PRECAUCIÓN.


			4.Metodología


			1.Preparación de la suspensión de levaduras en ayuno


			1.1.En un matraz Erlenmeyer de 1L, añadir 500mL de agua destilada y 5g de levadura fresca de  panadería. Tapar la boca del matraz con papel de aluminio. 


			1.2.Incubar en agitación continua suave a 25°C toda la noche, en un incubador seco a 120 rpm, o   bien utilizando un agitador magnético. 


			1.3.Centrifugar a 2500 rpm a temperatura ambiente. 


			1.4.Descartar el sobrenadante y pesar el sedimento (peso húmedo).


			1.5.Resuspender el sedimento en agua destilada en proporción 2:1 (levaduras: agua ). 


			1.6.Mantener la suspensión en hielo hasta el momento de usarla. 


			5.Protocolo de la práctica


			1.Preparar la siguiente serie de tubos. MANTENERLOS EN HIELO MIENTRAS SE PREPARAN.


			NO AÑADIR LA SUSPENSIÓN DE LEVADURAS.
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			2.Añadir a todos los tubos 50µL de suspensión de levaduras y agitar bien (preferiblemente con vórtex). 


			3.Incubar los tubos en un baño a 30°C durante 15min (cubrir el baño para evitar la exposición a la luz).


			4.Sacar los tubos del baño e incubar 2-3 min en hielo. 


			5.Medir la absorbancia a 570 nm, ajustando el aparato a cero con el tubo 1 ( anotar la absorbancia correspondiente a cada tubo ). 


			6.Cuestiones


			1.Compara los resultados obtenidos con la glucosa y el etanol como sustratos energéticos.


			2.Compara el efecto producido por los inhibidores por separado y juntos.


			3.Interpreta el efecto del desacoplador sobre la absorbancia.


			4.En esta práctica se utiliza como desacoplador FCCP, ¿se te ocurre otro mecanismo capaz de disipar el gradiente de H+?


			5.¿Cómo afecta un desacoplador al consumo de O2 mitocondrial?


			6.La oligomicina es un antibiótico que bloquea la F0 ATP-sintasa:


			a.¿ Qué ocurre con la cadena transportadora de electrones ?


			b.¿ Cómo afecta al consumo de O2  ?


			c.¿ Qué pasa con el gradiente de H+  ?


			d.¿ Cómo se podría restituir el funcionamiento de la cadena transportadora de electrones ?
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			Producción fotoquímica
de peróxido de hidrógeno


			1.Introducción


			Los sistemas fotoquímicos pueden ser considerados como una alternativa a la fotosíntesis realizada por los seres vivos para la producción de compuestos ricos en energía que potencialmente pueden usarse como combustibles. La producción de peróxido de hidrógeno en un sistema fotosintético artificial resulta especialmente interesante, debido al alto contenido energético de este compuesto (su descomposición libera gran cantidad de energía, ∆G°’ ≈ -100 kJ/mol). El H2O2 se utiliza en la industria química como oxidante, además de su conocida función médica como antiséptico. También tiene la ventaja de que durante su fotoproducción no se originan productos secundarios contaminantes. 


			Una reacción fotoquímica es una reacción química inducida por la luz en la cual la energía lumínica se transforma en energía redox. Un sistema fotoquímico está formado como mínimo por tres componentes: 


			•Fotosensibilizador: la luz provoca en él un salto energético desde un estado fundamental (basal) a un estado excitado; esta transición implica un cambio de potencial redox que hace posible la captación de un electrón, que debe ser cedido por otra molécula.


			•Donador de electrones: es la molécula encargada de ceder un electrón al fotosensibilizador; para ello debe tener un potencial redox adecuado. 


			•Aceptor de electrones: el fotosensibilizador le cede un electrón (lo reduce), de modo que se transforma en un compuesto de interés rico en energía. 


			Una reacción fotoquímica comienza cuando el fotosensibilizador es excitado por la luz. La luz visible es capaz de provocar este salto energético en aquellas moléculas que posean un alto número de dobles enlaces conjugados. Esta característica está presente en los pigmentos fotosintéticos naturales (clorofilas), y en otras moléculas como las flavinas. Las flavinas son pigmentos que forman parte del grupo prostético de algunas enzimas (flavoproteínas), y son responsables de la absorción de luz azul en algunos procesos biológicos. 


			 Las flavinas poseen una estructura común consistente en un anillo de isoaloxazina, que puede encontrarse en tres estados de reducción diferentes: quinona, semiquinona e hidroquinona (Figura 1). 


			[image: Esquema-Flavinas]


			 Figura 1.  Estados de oxidación de las flavinas.


			Se presentan sólo las especies predominantes a pH 7,5 y 12,3. El valor de pK del N(5)H es 8,5.


			En esta práctica vamos a producir H202 en un sistema fotoquímico sencillo en el que usaremos rivoflavina como fotosensibilizador, semicarbazida como donador de electrones y oxígeno como aceptor (Figura 2).


			[image: Imagen 1]


			Figura 2. Transporte electrónico 
en el sistema fotoquímico de esta práctica.


			E° es el potencial redox. La flavina oxidada (F) absorbe la luz azul (absorbancia máxima a 450 nm), provocando un aumento de su potencial redox, lo que le confiere una mayor capacidad oxidante (flecha gruesa). La flavina en estado oxidado (F*) es reducida a semiquinona (FH) por la semicarbazida, que actúa como donador de electrones. La flavina en forma de semiquinona vuelve al estado fundamental, es decir, pierde potencial oxidante (o, lo que es lo mismo, gana potencial reductor; flecha curvada). La semiquinona puede transferir el electrón que ha adquirido al oxígeno, y entonces se forma ión superóxido, o bien a este último, tras una segunda fotoexcitación, para producir peróxido de hidrógeno. Si se produce una molécula de hidroquinona, se transfieren simultáneamente 2 electrones al oxígeno, formándose peróxido de hidrógeno en un paso (no mostrado en la figura). Parte de la energía absorbida durante la excitación por luz es utilizada para la obtención de energía química (la diferencia en el potencial redox del dador y el aceptor es de -0,6V). 


			La cuantificación del peróxido de hidrógeno formado se realiza mediante un ensayo enzimático que consiste en la oxidación de un compuesto coloreado, la o-dianisidina, en una reacción catalizada por la enzima peroxidasa: 


			[image: ]


			La o-dianisidina oxidada tiene un color anaranjado típico cuya intensidad será proporcional a la cantidad de H2O2 presente inicialmente en la muestra. Lo determinaremos espectrofotométricamente a 440 nm.


			2.Objetivos de la práctica


			Comprender el concepto de óxido-reducción y los fundamentos de una reacción fotoquímica. Producir peróxido de hidrógeno mediante un sistema fotoquímico sencillo. Cuantificar el peróxido de hidrógeno producido mediante medida espectrofotométrica e interpolación con una recta patrón. 


			3.Materiales y reactivos


			•Una fuente de luz (un foco) con una bombilla de 60 W


			•Tubos de ensayo


			•Placas de Petri de 15 cm de diámetro


			•Pipetas de 2 y 5 mL


			•Micropipeta P1000


			•Espectrofotómero


			•Baño a 30°C


			•Solución de peróxido de hidrógeno 0,1 mM


			•Mezcla de reacción: fosfato 0,2M, pH 7,5 + semicarbazida 10mM + riboflavina 50 µM


			•Tampón fosfato 50 mM, pH 7,5 [image: ]


			•Reactivo enzimático: Peroxidasa de rábano 1 U/mL en tampón fosfato 100 mM, pH 7,5 y o-dianisidina 150 µM. 


			OJO: la o-dianisidina es carcinogénica, MANEJAR CON PRECAUCIÓN. También es sensible a la luz, así que hay que protegerla de la misma.  


			4.Metodología


			1.Disponer los elementos para la realización del experimento como se indica en la Figura 3. 


			[image: Imagen 2]


			Figura 3. Esquema del fotorreactor.


			La luz se suministra mediante un foco con una bombilla de 60 W.  Se coloca una placa de Petri a 13 cm de la fuente de luz (esta distancia varía según el tipo de bombilla y de foco reflector). (En esta práctica no someteremos la mezcla a aireación). 


			2.Con la fuente de luz apagada, verter 100 mL de la mezcla de reacción (riboflavina + semicarbazida en medio tamponado) en la placa.


			3.Retirar una alícuota de 2mL al inicio del experimento (control). Guardarla en hielo y encender la luz. 


			4.Retirar alícuotas adicionales de 2mL cada una, a los 20, 40, 60 y 90 min. Conservar las alícuotas en hielo. 


			5.Durante los tiempos de espera, preparar la curva patrón de peróxido de hidrógeno de acuerdo a la siguiente tabla: 


			

				

					

					

					

					

				

				

					

							

							Tubo


						

							

							H2O2 (ml)


						

							

							Agua (ml)


						

							

							[H2O2] (µM)


						

					


					

							

							1


						

							

							0


						

							

							1


						

							

							0


						

					


					

							

							2


						

							

							0,1


						

							

							0,9


						

							

							10


						

					


					

							

							3


						

							

							0,2


						

							

							0,8


						

							

							20


						

					


					

							

							4


						

							

							0,6


						

							

							0,4


						

							

							60


						

					


					

							

							5


						

							

							1


						

							

							0


						

							

							100


						

					


				

			


			Curva patrón


			6.Hacer diluciones a ¼ de las 5 muestras (control + 4 tiempos), usando fosfato 50 mM, pH 7,5. Poner 1 mL de cada dilución en nuevos tubos.


			7.Añadir 1 mL de reactivo enzimático a cada tubo de la recta patrón y de las muestras diluídas. Incubar a 30°C durante 10 min.


			8.Utilizar el tubo 1 de la curva patrón para ajustar a 0 el espectrofotómetro a 440 nm.


			Medir la absorbancia de cada tubo. 


			Restar el valor de absorbancia de la alícuota tomada a tiempo 0 a los valores de absorbancia de las otras alícuotas (para corregir la interferencia que introduce la riboflavina (absorbe a 450 nm), en la medida de o-dianisidina oxidada a 440 nm. 


			5.Cuestiones


			1.Dibuja la recta patrón de H2O2 y calcula la producción de peróxido de hidrógeno en las mezclas de reacción. 


			2.Determina la fotodegradación del fotosensibilizador. 


			3.¿Qué proceso biológico utiliza un mecanismo similar al de la práctica? En plantas, ¿cuál sería el/los fotosensibilizador/es en ese proceso? ¿Y el donador de electrones? ¿Qué molécula es el aceptor final de electrones? 


			4.Haz una breve reflexión sobre la importancia de los procesos biológicos de fotoproducción para el funcionamiento de la Biosfera (aspectos energéticos y ambientales). 
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			Glucólisis en levaduras. 
Efecto Pasteur. Efecto de un Inhibidor


			1.Introducción


			La glucólisis es el proceso por el cual de glucosa, compuesta por 6 átomos de carbono, se transforma en dos moléculas de ácido pirúvico, de 3 átomos de carbono cada una. Además, durante el proceso el balance neto de energía es de 2 ATP. Por otra parte, al ser un proceso oxidativo o catabólico, ha de ir acompañado de una reducción, por lo que se obtienen 2 moléculas de NADH + H+. Es una vía íntegramente citosólica y está compuesta por 10 reacciones. 


			[image: F:\Glucolisis.jpg]


			En esta práctica se propone un sistema celular para el estudio del flujo de metabolitos de la ruta de la glucólisis en diferentes condiciones experimentales. El ensayo propuesto requiere el establecimiento previo de un cultivo de células de levadura. Las levaduras son microorganismos unicelulares pertenecientes al reino de los hongos y son anaerobios facultativos, pudiendo llevar a cabo distintos tipos de fermentaciones. 


			En la glucólisis se consume NAD+ en la reacción catalizada por la enzima gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa, generándose NADH. Para mantener la glucólisis activa, este NADH debe ser oxidado de nuevo, bien sea por medio de la cadena transportadora de electrones (presencia de oxígeno) o por medio de un proceso fermentativo (ausencia de oxígeno). La fermentación es un proceso redox donde el aceptor final de electrones es un compuesto orgánico. En la fermentación alcohólica, la de mayor importancia cuantitativa en levadura, el aceptor de electrones es el acetaldehído, compuesto que es producido por la descarboxilación del piruvato. La reducción del acetaldehído, que produce etanol, es catalizada por la enzima alcohol deshidrogenasa y conlleva la oxidación del NADH a NAD+. 


			2.Objetivo de la práctica


			Observar, estudiar y comprender la glucólisis en levadura de panadería en las siguientes condiciones experimentales:  


			a.A diferentes concentraciones de glucosa o en presencia de fructosa como sustrato: al aumentar la cantidad de glucosa (sustrato glucolítico), aumenta la velocidad del flujo glucolítico, medido por la producción de etanol. Además, se demostrará que otros azúcares, como la fructosa, también pueden ser metabolizados por la vía glucolítica dando el mismo producto final. 


			b.Glucólisis anaerobia. Efecto Pasteur: en anaerobiosis, la fermentación es la única vía de oxidar el NADH a NAD+ y que siga funcionando la glucólisis, aunque es un proceso poco eficiente para producir ATP. En estas condiciones, la célula necesitará consumir mucha más glucosa para satisfacer sus necesidades energéticas, lo cual se traducirá en un aumento del flujo glucolítico.


			c.Efecto de inhibidor glucolítico como la hidroxilamina: la hidroxilamina inhibe la enzima gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa, que es una enzima que participa en la glucólisis. Al añadir este compuesto a una suspensión de levaduras, este organismo es incapaz de degradar glucosa.


			3.Materiales y reactivos


			•Tampón Tris-HCl 100 mM pH 8,0.


			•Tampón Pirofosfato 75 mM, glicina 21 mM, semicarbazida 75 mM  pH 8,7.


			•Glucosa y Fructosa 0,2 M


			•Alcohol deshidrogenasa (ADH) 14 kU/mL en tampón pirofosfato-glicina-semicarbazida. 


			•Ácido perclórico al 20% y 5 %


			•Hidroxilamina 0,2 M.[image: ]


			•NAD+ 20 mM.


			•NaOH al 40% y 10%.          


			•N2 (bombona)


			•Parafina líquida.


			•Fenolftaleína 0,5 % en dimetilsulfóxido.


			•Tubos fondo cónico con tapón 50 mL. 


			•Tubos de vidrio graduados.


			•Pipeta Pasteur.


			•Pipetas automáticas.


			•Centrífuga.


			•Espectrofotómetro.


			•Baño con agitación a 25 °C.[image: ]


			¡OJO! La hidroxilamina es cancerígena e irritante. Manejar con precaución.


			Cuidado con el uso de los ácidos y bases.  [image: ]


			4.Metodología


			1.Obtención de la suspensión de levaduras.


			Se pesa una cantidad determinada de levaduras y se suspenden en un volumen de tampón Tris-HCl 0,1 M pH 8,0 igual a 5 veces su peso. Se introducen en un incubador metabólico a 30°C durante 12-15 horas, con el fin de que consuman todos los sustratos endógenos. Una vez transcurrido ese tiempo se lavan las levaduras con tampón Tris-HCl 0,1 M pH 8,0 para eliminar los productos del metabolismo de la levadura excretados al medio. Para ello, se toma 14 mL de suspensión repartidos en dos tubos de plástico y se centrifugan a 3.000 rpm durante 5 minutos. Seguidamente, se elimna el sobrenadante y se le añade el mismo volumen de tampón limpio. Esta operación se repite en total 2 veces (tres centrifugaciones en total), y la suspensión resultante del último lavado será la que se empleará en la práctica.


			2.Preparación de las mezclas de incubación en distintas condiciones experimentales


			Se procede a la realización de las mezclas necesarias para el estudio descrito en las diferentes situaciones experimentales.


			a.Glucolisis aerobia: para realizar este experimento se pondrán tubos o viales anchos, con las soluciones que se indican en la tabla.


			

				

					

					

					

					

					

					

				

				

					

							

							Reactivos


						

							

							

							

							Tubos


						

							

							50 mL


						

							

					


					

							

							( volumen en mL )


						

							

							Blanco AB


						

							

							A1


						

							

							A2


						

							

							A3


						

							

							A4


						

					


					

							

							Tris 100 mM  pH 8,0


						

							

							2


						

							

							1,9


						

							

							1,8


						

							

							1,4


						

							

							1,4


						

					


					

							

							Glucosa 0,2 M


						

							

							-


						

							

							0,1


						

							

							0,2


						

							

							0,6


						

							

							-


						

					


					

							

							Fructosa 0,2 M


						

							

							-


						

							

							-


						

							

							-


						

							

							-


						

							

							0,6


						

					


					

							

							Suspensión de levaduras


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

					


				

			


			Para la observación de la glucólisis aerobia es muy importante la buena oxigenación. Usar tubos o viales anchos y bajos. Las muestras deben agitarse continuamente en un baño con agitación y también los alumnos deben agitar periódicamente los tubos durante la hora de incubación.


			b.Glucolisis anaerobia, efecto Pasteur: para realizar este experimento se pondrán tubos de ensayo de plástico (Ø ≈ 1 cm ) con las soluciones que se indican en la tabla. 


			

				

					

					

					

					

				

				

					

							

							Reactivos


							( volumen en mL )


						

							

							Tubos 10 mL


						

							

					


					

							

							Blanco B


						

							

							B1


						

							

							B2


						

					


					

							

							Tris 100 mM  pH 8,0
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							Glucosa 0,2 M


						

							

							0


						

							

							0,1


						

							

							0,2


						

					


					

							

							Suspensión de levaduras


						

							

							1


						

							

							1


						

							

							1


						

					


					

							

							Gasear las mezclas con N2 durante 1 minuto


						

					


					

							

							Parafina líquida


						

							

							2


						

							

							2


						

							

							2


						

					


				

			


			OJO: La parafina se añade inmediatamente después de gasear las mezclas de incubación, dejándola resbalar por las paredes del tubo y formando una capa sobre la suspensión celular para conseguir la anaerobiosis. 


			Los resultados obtenidos se compararán con los de los tubos A1 y A2 del experimento anterior.


			c.Efecto inhibidor de la hidroxilamina: para ensayar esta condición experimental se pondrán tubos o viales anchos, con las siguientes soluciones.


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							Reactivos


							( volumen en mL )


						

							

							Tubos 50mL


						

					


					

							

							Blanco CB


						

							

							C1


						

					


					

							

							Tris 100 mM  pH 8,0
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							Glucosa 0,2 M


						

							

							0


						

							

							0,6


						

					


					

							

							NH2OH  0,2 M


						

							

							0,6 


						

							

							0,6


						

					


					

							

							Suspensión de levaduras


						

							

							1


						

							

							1


						

					


				

			


			3.Incubaciones y preparación de las muestras para la determinación enzimática de etanol.


			•Los tubos, una vez preparados como se ha indicado, se incuban en un baño termostatizado a 25 °C (o a temperatura ambiente si es aprox. 25ºC)  con agitación, durante 1h.


			•Verter el contenido en tubos de centrífuga (debidamente rotulados AB, A1….C1) previamente preparados con 1 mL de ácido perclórico al 20 %. En los tubos con parafina (condición experimental B) se extrae la parafina con pipeta Pasteur de plástico (hasta la primera interfase), y el resto del contenido se vierte en los tubos de centrífuga preparados como los demás.


			•Centrifugar a 3000 rpm  5 min  ( en una centrífuga de mesa ). 


			•Transferir los sobrenadantes a tubos de vidrio graduados (debidamente rotulados AB, A1….C1). Anotar el volumen en cada tubo.


			•Añadir 1 gota de fenolftaleína (indicador de pH) disuelta en dimentilsulfóxido.


			•Neutralizar el sobrenadante con NaOH, siguiendo el cambio de pH con el indicador. Para que la neutralización sea relativamente rápida, añadir una gota de una solución de NaOH 40% y después gotas de NaOH 10% hasta ajustar a pH ligeramente alcalino (viraje de transparente a rosa pálido). Si la solución es demasiado básica (rosa intenso) por exceso de NaOH, añadir ácido perclórico al 5% hasta alcanzar el punto de viraje del indicador.


			•Anotar el volumen tras la neutralización y transferir 1 mL de cada una de las muestras neutralizadas a tubos de microcentrífuga (eppendorf™) debidamente rotulados AB, A1….C1 y con el nombre del grupo de prácticas, para su almacenamiento a -20ºC hasta el día de la medida.


			4.Determinación del peso fresco de la suspensión de levaduras.


			Calcular el peso fresco de células de levadura que corresponde a 1 mL de la suspensión lavada: Centrifugar 1 mL de la suspensión de levadura lavada en un tubo tarado previamente, eliminar el sobrenadante y volver a pesarlo para determinar por sustracción el peso del sedimento obtenido.


			4.1.Medida del etanol en las muestras guardadas. 


			La medida del etanol producido en las diferentes muestras se realiza por un método enzimático que utiliza la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH): 


			[image: Imagen6.png]


			El equilibrio de esta reacción se desplaza hacia la formación de NADH retirando del medio de reacción el acetaldehído y los H+ que se producen, con semicarbazida (H2N-NH-CO-NH2) en medio básico (tampón a pH 8,7):


			[image: Imagen7.png]


			Para la medida espectrofotométrica del etanol, se preparan un blanco y tantas muestras como blancos y muestras (total = 10) había en los experimentos de incubación, según la tabla siguiente: 


			

				

					

					

					

				

				

					

							

							Reactivos (en mL )


						

							

							BLANCO


						

							

							MUESTRAS


						

					


					

							

							Pirofosfato-semicarbacida-glicina pH 8,7


						

							

							3


						

							

							3


						

					


					

							

							NAD+ 20 mM


						

							

							0,1


						

							

							0,1


						

					


					

							

							H2O


						

							

							0,1


						

							

							-


						

					


					

							

							Muestras neutralizadas


						

							

							-


						

							

							0,1


						

					


					

							

							Alcohol deshidrogenasa (ADH)


						

							

							0,005 


						

							

							0,005


						

					


				

			


			DATO: El coeficiente de extinción molar del NADH (∑340) es 6220 M-1cm-1


			Se dejan los tubos a temperatura ambiente durante 60 minutos para permitir que se complete la reacción. Al cabo de este tiempo se habrá formado tanto NADH como etanol teníamos al principio del ensayo. La concentración del NADH se determina espectrofotométricamente a 340 nm.


			5.Cuestiones


			1.Elabora la recta patrón de etanol e interpola los resultados obtenidos en cada condición experimental.


			2.Representa la actividad glucolítica en cada muestra por peso fresco de levaduras y comenta los resultados obtenidos.


			3.Compara la señal obtenida cuando usamos glucosa y fructosa a igual concentración (tubos A3 y A4 ).


			4.Explica el papel del oxígeno en el rendimiento energético (compara los tubos A1 y A2 con B1 y B2 ).


			5.¿Producen las levaduras etanol sólo en ausencia de oxígeno?


			6.¿Por qué se añade ácido perclórico antes de hacer el ensayo enzimático?


			7.¿Es la inhibición total en presencia de hidroxilamina? (compara los tubos C1 y A3).


			8.La 2-desoxiglucosa inhibe la hexoquinasa, ¿tendría el mismo efecto que la hidroxilamina? ¿ Y si inhibiéramos la enzima enolasa ?


			9.¿Qué ocurriría si no se pone semicarbazida en la reacción de cuantificación del etanol?
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			 Determinación cuantitativa de urea y análisis experimental de su ciclo


			1.Introducción


			El exceso de nitrógeno que un organismo no necesita para la síntesis de compuestos nitrogenados debe ser eliminado de alguna forma. De acuerdo al mecanismo que utilicen para la eliminación del nitrógeno, los animales pueden ser:


			•Amoniotélicos: el nitrógeno catabólico se excreta en forma de amonio. Puesto que el amonio es muy tóxico, los animales amoniotélicos son acuáticos, y de esa forma el amonio se diluye en el agua. Los peces teleósteos son amoniotélicos.


			•Ureotélicos: eliminan el exceso de nitrógeno en forma de urea. Es el caso de los peces elasmobranquios (tiburones y rayas), los anfibios, los reptiles quelonios y los mamíferos.


			•Uricotélicos: eliminan el exceso de nitrógeno como ácido úrico. Son uricotélicos los insectos, los gasterópodos, los reptiles (excepto los quelonios) y las aves. 


			 Nos centraremos en el caso de los organismos ureotélicos. En ellos ocurre el ciclo  de la urea, que es la ruta metabólica por la cual el amonio se convierte en urea; tiene lugar en el hígado. El proceso comienza en la mitocondria de los hepatocitos y concluye en el citosol. Puede resumirse de la siguiente forma:


			1.En el interior de la matriz mitocondrial, el amonio procedente del catabolismo de aminoácidos, principalmente, se utiliza, junto con bicarbonato y ATP, para sintetizar carbamoil fosfato. 


			2.Aún en la matriz mitocondrial, se forma citrulina a partir de ornitina y carbamoil fosfato. La citrulina sale al citosol. 


			3.Formación de argininosuccinato a partir de la citrulina, con formación de un intermediario citrulil AMP.


			4.Formación de arginina a partir del arginosuccinato, con liberación de fumarato.


			5.Formación de la urea con liberación de una molécula de ornitina que queda libre para iniciar el ciclo de nuevo. 


			[image: ]


			Figura 1. Ciclo de la Urea. 
1. Carbamoil fosfato sintetasa I. 2. Ornitina transcarbamoilasa. 
3. Arginosuccinato Sintasa. 4. Arginosuccinasa. 5. Arginasa. 
Figura tomada de http://www2.uah.es/tejedor_bio/bioquimica_Farmacia/tema30-2.htm


			El hígado de una persona adulta sana produce unos 20-30 g de urea al día, aunque depende de la cantidad de proteínas ingerida en la dieta. Varias situaciones provocan alteraciones en la producción de urea (por ejemplo, insuficiencia renal, deshidratación, inanición, diversas anomalías hereditarias del ciclo de la urea...), por lo que el estudio de los niveles de urea en pacientes puede aportar información muy orientativa sobre un posible trastorno fisiológico.


			La urea puede ser cuantificada mediante un método colorímetrico basado en la reacción de este compuesto con o-ftalaldehído, reacción que da lugar a la isoindolina; este compuesto, al reaccionar con N-(1-naftil)etilendiamina (NED), produce rápidamente un color característico. La absorbancia medida a 510nm es proporcional a la cantidad de urea presente en el tubo de ensayo. 
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Glucosa

= :

Fructosa-1 §-bisfostato

Auolasa | Dibidroriaceton fosfato

Y eyr—
Gliceraldehida 3 fosfao.

f Gl ot
ax b2t omy  son BB

@ 13-bisfosfogliceran

o gunr
2ATP

@ dostoglicersio

b
@) 2tosfoglicerato
P S

@ Ftrniginic

P (000
e :
=) o [E0] Mo

Pt diogmase
oo & co,
+1 -
CopeNAN 57 (2) Acetaldehido
@ AL 3 (ADH 1) —, i anatdsbiropnass
2(NAD "+ Pi)

Ciclo de Krebs @ Etanol






OEBPS/Images/UDL_escala_de_grises.jpg
L LETRAC DY





OEBPS/Images/1.jpg





OEBPS/Images/Imagen4894.png
-« 1B3ecm— >

aeration
260 mih™! £
= ~

-« 138cm ——— > o





OEBPS/Images/6.png





OEBPS/Images/Imagen4860.png
e gl
/QCXQ/ cuons
-
m\’f =

Neutra (FH) ~ © K85

e

=
ﬁ.
cHy \: Y (FH)

T

Semiquinona

Radlcal anionico (F*7)






OEBPS/Images/Imagen4868.png
E°IV
04—
0.0
+0.4
+0.8
1.2
16

+2.0

Electron
Donor

\

FIFH_&

/

F'/FH

0,

0,"

H;0,





OEBPS/Images/Portadilla1.png
RECURSQOS rara

LA ENSENANZA/APRENDIZAJE
DEL METABOLISMO

COORDINADORES:
MIGUEL ANGEL MEDINA TORRES
FERNANDA SUAREZ MARIN
FRANCISCO JOSE ALONSO CARRION





