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INTRODUCCION

A manera de introduccion se puede decir que la Toxicologia es la ciencia que
estudia los efectos nocivos de los xenobidticos con los que pueden estar expuestos
los organismos y es de vital importancia determinar la presencia de los principios
activos y/o sus metabolitos principales en diferentes muestras organicas. Para esto
se requiere la identificacion rapida y confiable de las sustancias téxicas que causan
un cuadro clinico en estudio, por ello, es imprescindible capacitar al estudiante en
el analisis quimico Toxicologico en las diferentes areas y en la interpretacion de
resultados en el campo analitico y para lograrlo es indispensable reconocer un
laboratorio de Analisis Instrumental y su Aplicacion a la Toxicologia.

El laboratorio de Toxicologia forma parte del plan de estudios de la
Licenciatura de Bioquimica Diagnostica y la Licenciatura en Farmacia, en la
Facultad de Estudios Superiores Cuautittan Campo | de la Universidad Nacional
Auténoma de México.

Estas practicas han sido aportaciones de diferentes dependencias
gubernamentales, trabajos de tesis, articulos cientificos y técnicas realizadas en la
actualidad, las cuales aportan al estudiante un mejor entendimiento del campo
laboral relacionado con la Toxicologia y se desarrollan en concordancia con el
programa de estudios.

El manual presenta nueve practicas, relacionadas con los conceptos
seguidos en la teoria. Cada practica consta de una introduccion general al tema con
el fin de darle una idea al estudiante sobre los conceptos que se van a trabajar, para
que él con ayuda de las preguntas indicadas en la investigacion previa pueda
ahondar en estos conceptos y sea capaz de integrarlos y entender plenamente el
tema. También se da a conocer al estudiante el objetivo general que se plantea para
cada practica y el cual se espera cumpla al final de ésta.

Se enlista el material y reactivos a utilizar en cada practica y se desglosa de
manera sencilla y l6gica la metodologia experimental a seguir para cumplir con los
objetivos. Cada practica cuenta ademas con tablas para que el alumno llene con
sus resultados experimentales y una orientacion para la disposicion de los residuos
generados durante su trabajo experimental.

El reporte se le pide al alumno en equipo y en formato de articulo para que

ademas de lograr el analisis de sus resultados se vaya acostumbrando al disefio y
elaboracién de un articulo con todas sus partes.
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OBJETIVO GENERAL DE LA ASIGNATURA

Comprender las areas de estudio de la toxicologia, que estan relacionadas
con el conocimiento de los xenobidticos a los cuales estan expuestos los
organismos en el medio ambiente.

Comprender el evento toxicoldgico al estudiar las etapas que lo integran para
conocer el riesgo asociado a la dosis, tiempo de exposicion, tipo de agente toxico y
el efecto inducido, asi como los factores que lo modifican.

Reconocer la importancia de la toxicologia en diferentes areas con objeto de
identificar y prevenir el riesgo, para que pueda aplicar dichos conocimientos durante
su desarrollo profesional

OBJETIVO DEL CURSO EXPERIMENTAL

El alumno aprendera a identificar, extraer y cuantificar algunos principios
activos presentes en diversas muestras biologicas con la finalidad de que conozca
las técnicas y la utilizacion del equipo para este propdsito y pueda inferir si el
contenido del principio activo es nocivo o no a los organismos.
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REGLAMENTO GEMERAL PARA LOS LABORATORIOS DEL
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

1) Este reglamento aplicara para personal académico, alumnos v laboratoristas.

2) Para todo trabajo realizado en &l laboratorio, sobre la vestimenta se debers
utilizar bata blanca. con manga larga completamente abotonada, calzado
cemado o la vestimenta edecuads en cada |sboratorio, asi como iraer el
equipe de proteccidn personal y el material requerido para la realizacién de la
practica.

3) La persona que use el palo lango, debera recogerio, por seguridad.

41 Latolerancia para el inicio de la sesitn de laboratorio serd hasta de 10 minutos
& partir del horario indicado para &l inicic de |a prachica.

51 Por seguridad, las puertas dal laboratorio e mantendran sin llave durante las
practicas y en caso de sinkesiro se deberan atender cbligatoriamenie las
indicaciones de evacuacidn del personal de proteccidn civil yo brigadisias.

iG] En todo moments se mantendra una conducta de orden y disciplina en el area
de trabajo.

7} Es obligacidn de todos para el busn funcionamiento de lzs practicas,
mantener limpio ¥ ordenado el lugar de trabajo.

8) Queda prohibido en los lsboratorios:

&) Bl ingreso a toda persona que no porte los elemenios personales de
proteccidn minimos requeridos.

Ib) Tirar basura fuera del cesio.

) Ingerir alimentos ywo bebidas.

d) Fumar.

&) Recibir visita.

f} Colocar en las puerias de acceso o salida de emergencia cuslguier cbieto
que imposibilite 13 evacuacion.

q) Laentrada a los inter-laboratonios a toda persona ajena a los mismos.

) Realizar reuniones o convivios en los laboratorios.

i) Salir del laboratono en el horario asignado para la sesidn experimeantal.

ii Sentarse sobre las mesas de trabajo.

k) Mower el mobiliario de su lugar.

) Utilizar las gawetas para guardar matenal que no comesponda a la
asignatura.

m) Lksar gorra ajena a las actividades de laboratonio.

m) El uso de sudifonos yio cualquier aparato o dispositivo electrdnico ajeno
&l propasito de las actividades que se realicen.

9) Los residucs peligrosos deben depositarse en los contenedores destinados
para tal fin, entendiendoc por residuo peligroso: elementos, sustancias,
compuesios, desechos o mezclas de elios gue en cualguier estado fisico
represantan un riesgo para el ambients, 18 salud o los recursos naturales, por
sus caracterisSces corrosivas, reactvas, explosivas, tdwicas, inflamables o
biologico-infecciosas (Art. 37 de la Ley General del Equilibrioc y Proteccion del
Ambiental].

10) Bl acceso al laboratorio s permitird Gnicaments cuando esté presente uno de
los profesores del grupo.
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11) Bl uso del laboratorio para clases tedncas deberd cumplir con los incisos 2, &
vy T del presenia reglamenio y registrarie en la bitacora.

12) Bl uso del laboratorio para trabajo extracrdinano deberd programarse con el
profesor responsable en un horario que no interfiera con e destinado para &l
desarrolle de las practicas y registraro en la bitdcora.

13) Para solicitar material y equipo, &8 requisito indispensable que el alumno fime
&l vale de material, dejando como depdsito la credencial vigents de la UMAR.

14) Bl alumno deberd revisar el matenial y'o equipo al momento de recibirlo
indicando cualguier anomalia (faltante o material dafiado) y sera devuelio en
lzs condicicnes en que s& recibid.

15) A la persona gue, por su negligencia o descuido inexcusable, cause dafios al
laboratorio, matenales o equipo, debera cubrr los gastos que se generen con
modivo de la reparacion yio reposicicn.

18] Los usuarios de laboratonios que sean sorprendidos haciendo wuso indebido
de equipos, sustancias, materales, instalaciones, y demas implemenios,
saran sancionados conforme a la legislacidn universitaria gue le cormesponda,
segln la gravedad de la falla cometida.

17) Bl incumplimiento a8 estas disposiciones faculia al responsable para que
instruya la salida del infractor v en caso de resistencia, la suspensidn de la
practica.

Atentamente
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cuautitlan lzcalli, Estado de México a 5 de agosto del 2024

VoBo Comité de Calidad de Ciencias Bioldgicas
Jafe del Comité de Calidad: M.C. Elizabeth Miranda Herndndez il 8,
Represemtants del Jefe de CC: M.C. Ercka Tornes Pénez G Fee ¥
Jefes de Seccidn Responsables de Calidad
LA, Miriam Alvarez Velasco QO.F B. Gabriela Escalanle Reynoso
e pr I
Q.F.B Maria de Lourdes Galvén Ruiz O F.B. Ladislan Palomar Morales
M.C. Javier Fraoytan Lasczang Reyes MV.Z Luis Jesis Lopez Marales
M. en M.V _Z. Zonia Tornes Palifia M.C.E. Andrea D Zanios Lopez
P -
M.\ Z. Edna Maribel Legaspi Mueso MV Z. Yesica Vinginga Torres Durdn
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RELACION DE LAS ACTIVIDADES EXPERIMENTALES
CON EL PROGRAMA DE LA ASIGNATURA

Practica de laboratorio

NUmero y nombre de la Unidad Tematica
en el programa de la Asignatura

Identificacion y cuantificacion de
cianuro en muestras vegetales

Unidad 1. Introduccién

Cuantificacion de metanol en
bebidas alcohdlicas

Unidad 2. Conceptos basicos de importancia
toxicologica

Determinacion de nitritos en
embutidos

Unidad 2. Conceptos basicos de importancia
toxicologica

Determinacion de la CL50 con
artemias

Unidad 2. Conceptos basicos de importancia
toxicoldgica

Toxicidad aguda en semillas de
lechuga

Unidad 2. Conceptos basicos de importancia
toxicologica

Cuantificacién de plomo en vasijas
de barro

Unidad 3. Bases moleculares de la toxicologia
Unidad 5. Efectos fisiopatoldgicos de origen
toxico

Toxicidad de sistemas
submicronicos

Unidad 3. Bases moleculares de la
toxicologia

Determinacion de alcaloides en
orina

Unidad 4. Biotransformacion

Determinacion de etanol en una
muestra bioldgica

Unidad 5. Efectos fisiopatoldgicos de origen
toxico

Determinacion de metahemoglobina

Unidad 5. Efectos fisiopatoldgicos de origen
toxico
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CRONOGRAMA 2026-I
CARRERA | GRUPO PROFESORES DE LABORATORIO
BQD 1701 | QFB Gabriela Escalante Reynoso, Dra. Dolores Molina Jasso
BQD 1702 | Dra. Dolores Molina Jasso, Dra Laura Denise Lépez Barrera
Dra. Patricia Ramirez Noguera, Dra. Azucena Lee Mendoza, Dra
BQD 1751 Laura Denise Lopez Barrgra
BQD 1752 | Dra. Dolores Molina Jasso, Dra Laura Denise Lépez Barrera
F 1701 Dra. Dolores Molina Jasso, Dra Laura Denise Lépez Barrera
F 1702 | Dra. Dolores Molina Jasso, MD Maria Verénica Vazquez Cianca
SEMANA ACTIVIDAD
1 | e
2 Inscripcidn y presentacion del curso
3 ¢ Determinacion de metanol en bebidas alcohdlicas
4 e Determinacién de plomo en vasijas de barro
e Determinacion de etanol en una muestra biolégica
5 Discusién del bloque 1
6 Inhabil
7 e Identificacion y cuantificacion de cianuro en muestra vegetales
8 e Determinacion de CLso con artemias salinas
e Toxicidad aguda en semillas de lechuga, parte 1
9 ¢ Toxicidad aguda en semillas de lechuga, parte 2
e Determinacién de nitritos en embutidos
10 Discusién del bloque 2
11 e Determinacion de alcaloides en orina
12 e Produccion de metahemoglobina y efecto protector del azul de
metileno
13 e Toxicidad en sistemas submicrénicos
14 Discusion del bloque 3
15 Examen final
16 | -
Departamento de Ciencias Bioldgicas Seccién Bioguimica y Farmacologia Humana
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CRITERIOS DE EVALUACION

La evaluacion del curso consiste en el 70% de teoria y 30% de laboratorio.
La evaluacion del laboratorio se hara con base en:

CONCEPTO PORCENTAJE
Promedio de practicas 70
Examen final 20
Seminarios 10

ASISTENCIA. Es requisito indispensable para acreditar el laboratorio, tener el 80%
del total de practicas y demas actividades realizadas y aprobadas.

PUNTUALIDAD. Se dara una tolerancia de 10 minutos para la entrada a la
practica, lo cual no significa que siempre se les permitira la entrada a la hora
indicada y 10 minutos, es obligacion de todos estar a la hora de la sesion.

PROMEDIO DE PRACTICAS. Para obtener el promedio de cada practica se
consideran el trabajo en el laboratorio, el reporte y el examen previo (se realizara el
dia de la practica y solo sera valido si se realiza en las hojas destinadas para ello
proporcionadas en el manual y si es resuelto con tinta negra o azul).

EXAMEN FINAL. Se realizara después de la ultima discusion e incluira preguntas y
problemas de las practicas que se realizaron.

TRABAJO EN EL LABORATORIO. El trabajo de laboratorio se evalua de acuerdo
con el desarrollo que cada alumno tiene durante la practica y el conocimiento que
tengan del trabajo a realizar, mediante un formulario que se llenara cada sesion
experimental y que el asesor dara a conocer a sus alumnos. Se consideran las
participaciones que tengan durante la explicacion de la practica y las respuestas
que den a las preguntas formuladas por su asesor durante el trabajo practico,
ademas del uso permanente del equipo de proteccién. De igual forma se consideran
los resultados obtenidos durante su experimentacion, asi como el orden y limpieza
en que se anotan en su manual.

REPORTE. Este es un trabajo de gran importancia, se entrega una semana
después de realizada la misma. Se entrega por equipo con un formato de articulo
impreso por ambos lados y a dos columnas que debe incluir:

Departamento de Ciencias Bioldgicas Seccién Bioguimica y Farmacologia Humana
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Formato del Reporte

Titulo: Original diferente al del manual, resgltar dos puntos en el tamafio de letra y con negritas
Autores: Apellido, Primera letra del Nombre; en orden alfabético
Carrera, Asignatura, Grupo, Equipo, Fecha de entrega
(0.5 pto)

Palabras clave: 4-6 palabras clave

Abstract: Traduccion del resumen a idioma ingles

Resumen: Rengldn corrido de 250-300 palabras o 12-15 renglones. Expresar las generalidades del objetivo de su
trabajo, que se hizo, como se hizo, que resultados obtuvieron y que concluyen de esos resultados

Keywords: 4-6 en inglés (0.5 ptos)

Introduccidn: Dos columnas, maximo 3, incluir citas.
(0.5 ptos)

s  Antecedentes

« Toxicocinética, toxicodinamica.

« Datos de referencia, limites maximos
permisibles.

* LOAEL: Lowell Observable Adverse Effect
Levels

s Normatividad o legislacion aplicada en la
regulacicn y control de téxicos.

s Redaccion a modo impersonal.

* Redaccion de objetivos

Discusion: Columnas que considere necesarias
(3.0 ptos)

+ Justificacion de resultados con base en la literatura
citada.

* Explicar el porgué de los resultados obtenidos
independientemente de si son los esperados o no.

+ Indicar los efectos toxicoldgicos si existe una
exposicién al xenobidtico evaluado y que cantidad
seria necesaria para producir el efecto, considerar
variables biolégicas.

Materiales y métodos: Media columna, maximo una
columna. (0.5 ptos)

Redaccion de |a descripcidn general de la metodologia
empleada (concentraciones, volimenes, temperatura)

Conclusiones: Maximo media columna

(1.5 ptos)
Claras, concretas tomando en cuenta los resultados y
los objetivos.

Resultados: Columnas que considere necesarias
(2.5 ptos)

* Cdlculos: Solo un ejemplo explicando el
método de célculo.

* Tablas: Titulo en el parte superior acompanado
de la descripcion o anotaciones

*  Graficos: Titulo en el pie de la grafica.
Acompafiada de una breve descripcidn.

*  Figuras: Titulo en el pie de figura. Descripcidn
que indigque lo que se quiere transmitir con la
figura.

Referencias: Minimo 7

(0.5 ptos)

Estilo APA

*Las imagenes y las grificas deben de estar acorde al
formato APA

Presentacidn (0.5 ptos)

+ Ortografia

+ Calidad de la impresion

* Imagenes, graficas, tablas de |a practica
+ Impresion a doble cara

+ Tamafio de letra 12

Departamento de Ciencias Bioldgicas Seccién Bioguimica y Farmacologia Humana
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MATERIAL DE USO COMUN

MATERIAL INDIVIDUAL

Manual de practicas engargolado con pastas de color NARANJA

Bata blanca de manga larga hasta la rodilla limpia y en buenas condiciones

Cubrebocas nivel 3

Guantes de nitrilo

Lentes de seguridad aun cuando se usen anteojos

Propipeta o perilla individual

Marcador indeleble de punto fino

Escobillén

Reglay tijeras

Cerillos o encendedor

Franela grande y jerga

Detergente para trastes

1 rollo de servitoallas desechables

1 pinzas de diseccion

MATERIAL POR EQUIPO

Fecha Practica Muestra
2-5 e Determinacién de metanol en bebidas 100 ml de bebida alcohdlica
septiembre alcohdlicas
e Determinacion de plomo en vasijas de 3 va_sijas de barro iguales  con
9-12 barro capgmdad de 100 mL
: L Aguja 21x32
septiembre e Determinacion de etanol en una S; .
muestra biolégica istema vacutainer
Tubo de EDTA
30 sept-3 e |dentificacién y cuantificacion de 5 g de la semilla elegida
oct cianuro Yuca o sorgo 20 g
e Determinacion de CL50 en artemias 1 bolsa de artemias salinas
7-10 salinas *Papel filtro para la de semillas de
octubre e Toxicidad de semillas de lechuga parte lechuga
1 Detergente
14-17 o Toxicidad aguda en semillas de Embutido 1 g
octubre lechuga, parte 2 Regla
e Determinacion de nitritos en embutidos
28- o Determinacion de alcaloides en orina Muestra de orina de una persona que
31octubre haya consumido drogas de abuso
4-7 e Produccién de metahemoglobina 'y 2 agujas insulinicas
noviembre efecto protector del azul de metileno Tubo de EDTA
11-14 Aguja 21x32
noviembre ¢ Toxicidad de sistemas submicrénicos Sistema vacutainer

Tubo de EDTA

Departamento de Ciencias Bioldgicas

Seccién Bioguimica y Farmacologia Humana
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SEGURIDAD EN EL LABORATORIO

El término seguridad en el laboratorio se refiere a controlar en la medida de
lo posible a controlar aquellas circunstancias de riesgo que nos pueden llevar a
tener un accidente. En el laboratorio de toxicologia al estudiar sustancias toxicas
por su misma naturaleza es importante concientizar a los alumnos para que hagan
un buen manejo de estas, asi como de los reactivos empleados ya que de igual
forma muchos de ellos son venenos o acidos o bases fuertes. Es indispensable por
lo tanto el uso adecuado y constante del equipo de seguridad.

Otro aspecto relevante en los aspectos de seguridad, son los primeros
auxilios, los cuales son los cuidados o la ayuda inmediata, temporal y necesaria que
se le da a una persona que ha sufrido un accidente, enfermedad o agudizacion de
ésta hasta la llegada de un médico o profesional paramédico que se encargara, sélo
en caso necesario, del trasladado a un hospital tratando de mejorar o mantener las
condiciones en las que se encuentra.

Es imprescindible el contar con las hojas de datos de seguridad de las
sustancias quimicas con que se trabaja en el laboratorio para consulta especifica
en caso de accidente, asi como conocer los simbolos de peligrosidad o pictogramas
que aparecen en las etiquetas e informan mediante un dibujo, del peligro que
conlleva su manejo y de las precauciones que deberan aplicarse. Existen 10
simbolos distintos. Los cuatro primeros estan relacionados con la posibilidad de
provocar una explosion, iniciar un incendio o favorecer la amplitud de incendios ya
declarados. Es fundamental que las sustancias que lleven cualquiera de estos
simbolos se almacenen en el laboratorio en lugares convenientes, debidamente
aislados y alejados de las fuentes de calor. Los otros seis simbolos estan
relacionados con el potencial toxico de las sustancias para los seres vivos, sus
propiedades corrosivas e irritantes.

e EXPLOSIVOS: Sustancias y preparados que pueden explosionar bajo el efecto
de una llama o que son mas sensibles a los choques o a la friccion que el
dinitrobenceno.

¢ COMBURENTES: Sustancias y preparados que, en contacto con otros,
particularmente con los inflamables, originan una reaccién fuertemente
exotérmica.

e INFLAMABLES: Sustancias y preparados cuyo punto de destello sea igual o
superior a 21°C e inferior o igual a 55 °C.

Departamento de Ciencias Bioldgicas Seccién Bioguimica y Farmacologia Humana
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o EXTREMADAMENTE INFLAMABLES: Sustancias y preparados liquidos cuyo
punto de destello sea inferior a 0 °C, y su punto de ebullicién inferior o igual a
35°C.

e TOXICOS: Sustancias y preparados que por inhalacién, ingestién o penetracién
cutanea puedan entrafar riesgos graves, agudos o cronicos e incluso la muerte.

e MUY TOXICOS: Sustancias y preparados que por inhalacién, ingestiéon o
penetracion cutanea puedan entrafar riesgos extremadamente graves agudos
o cronicos e incluso la muerte.

e CORROSIVOS: Sustancias y preparados que en contacto con los tejidos vivos
puedan ejercer sobre ellos una accion destructiva.

¢ NOCIVOS: Sustancias y preparados que por inhalacién, ingestion o penetraciéon
cutanea puedan entrafar riesgos de gravedad limitada.

e |RRITANTES: Sustancias y preparados no corrosivos que por contacto
inmediato, prolongado o repetido con la piel o mucosas puedan provocar una
reaccion inflamatoria.

e PELIGRO BIOLOGICO: bacterias y virus que entrafien peligro para personas y/o
animales.

e PELIGROSOS PARA EL MEDIO AMBIENTE: Sustancias y preparados cuya
utilizacién presenta o puedan presentar riesgos inmediatos o diferidos para el
medio ambiente.

Ademas, se busca en esta seccidon brindar al alumno la informacion basica
necesaria para actuar en forma adecuada durante una emergencia o accidente. Lo
mas importante siempre es AVISAR A SU ASESOR Y SEGUIR SUS
INSTRUCCIONES.

Los accidentes mas frecuentes en el laboratorio de toxicologia son:

1.- Cortes y heridas

Quitar cualquier prenda de vestir que cubra la herida, protegerse las manos con
guantes o una bolsa de plastico limpia. Lavar la parte del cuerpo afectada con agua
y jabon. No importa dejar sangrar algo la herida, pues ello contribuye a evitar la
infeccion. Aplicar después agua oxigenada y cubrir con gasa, tapar después con
gasa esterilizada y sujetar con venda o tela adhesiva. Si persiste la hemorragia o
han quedado restos de objetos extrafnos (trozos de vidrio, etc.), se acudira a un
centro sanitario.
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2.- Quemaduras o corrosiones

- Por fuego u objetos calientes:

Nota: Quitar la ropa que cubra el area afectada, si esta pegada a la zona no quitar

QUEMADURA QUE HACER QUE NO HACER

Primer grado
(enrojecimiento,
inflamacion ligera y dolor)

Aplique agua fria y/o una No aplique ningun
gasa esterilizada seca unguento casero

Sumerja en agua fria,

Segundo grado .
o . seque con una tela No reventar ampulas, no
(formacién de ampulas, - : o i,
. esterilizada. Consiga quitar jirones de tejido.
inflamacion, dolor severo) - - .
atencion medica.

Tercer grado (presencia Cubra con una tela .

- . . . . No retirar ropa pegada,
de tejido carbonizado, no | estéril. Consiga atencion

no aplicar hielo.

hay dolor) médica.

- Por acidos, en la piel. Cortar lo mas rapidamente posible la ropa empapada por el
acido. Agregar abundante agua a la parte afectada. Neutralizar la acidez de la piel
con disolucién de bicarbonato sédico al 1%. (Si se trata de acido nitrico, utilizar
disolucién de borax al 2%). Después vendar.

- Por alcalis, en la piel. Aplicar agua abundante y aclarar con acido bérico,
disolucion al 2 % o acido acético al 1 %. Después secar, cubrir la parte afectada
con pomada y vendar.

- Por otros productos quimicos. En general, eliminar los fluidos emanados con
grandes cantidades de agua cuando menos por 5 minutos. Conseguir atencién
meédica.

3.- Salpicaduras en los ojos

- Por acidos. Inmediatamente después del accidente irrigar los dos ojos con grandes
cantidades de agua templada de ser posible. Mantener los ojos abiertos, de tal modo
que el agua penetre debajo de los parpados. Continuar con la irrigacion por lo
menos durante 15 minutos. A continuacién, lavar los ojos con disolucién de
bicarbonato sddico al 1 % con ayuda de la bafiera ocular, renovando la disolucion
dos o tres veces, dejando por ultimo en contacto durante 5 minutos. Obtener ayuda
médica.

- Por alcalis. Inmediatamente después del accidente irrigar los dos ojos con grandes
cantidades de agua, templada a ser posible. Mantener los ojos abiertos, de tal modo
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que el agua penetre debajo de los parpados. Continuar con la irrigacion por lo
menos durante 15 minutos. A continuacién, lavar los ojos con disolucion de acido
borico al 1 % con ayuda de la bafiera ocular, renovando la disolucion dos o tres
veces, dejando por ultimo en contacto durante 5 minutos.

- Por_otros productos quimicos. Inmediatamente después del accidente, irrigar
ambos ojos con grandes cantidades de agua, a ser posible templada, a chorro o con
ayuda de una pera de goma grande. Mantener los ojos abiertos. Si es necesario,
coger los parpados, estirarlos hacia el exterior de modo que el agua penetre por
debajo de los mismos. Continuar la irrigacion al menos 15 minutos.

4.- Ingestion de productos quimicos

Antes de cualquier actuacion concreta: REQUERIMIENTO URGENTE DE
ATENCION MEDICA. Retirar el agente nocivo del contacto con el paciente. No darle
a ingerir nada por la boca ni inducirlo al vomito.

- Acidos corrosivos. No provocar jamas el vomito. Administrar lechada de magnesia
en grandes cantidades. Administrar grandes cantidades de leche.

- Alcalis corrosivos. No provocar jamas el vomito. Administrar abundantes tragos de
disolucién de acido acético al 1 %. Administrar grandes cantidades de leche.

5.- Inhalacion de productos quimicos

Aislar a la victima de la atmdsfera tdéxica y hacerle respirar aire puro. Si se observa
paro respiratorio practicarle las maniobras de resucitacion en el ambiente exterior
del mismo lugar del accidente.

Referencias:

% Hackett, W. y Robbins, G. (1992). Manual de Seguridad y Primeros Auxilios.
Editorial Alfaomega.

% Garibay, C., Pelaez, |. 2006. Manual de Primeros auxilios Basicos. UNAM.

% Mateo, P., Gonzalez, A. 2004. Manual para el Técnico en prevencién de
riesgos laborales. FC Editorial, Tomo I.

< http://www.quimicaweb.net/ciencia/paginas/laboratorio/auxilios.htmL

(Agosto 2008)
< http://www.quimicaweb.net/ciencia/paginas/laboratorio/normas.htmL
(Agosto 2008)
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Practica 1
Determinacion de metanol en bebidas alcohodlicas

El metanol es un liquido incoloro, venenoso, con olor a etanol y cuando esta
puro puede tener un olor repulsivo. Arde con flama no luminosa. Es utilizado
industrialmente como disolvente; materia prima en la obtencion de formaldehido,
metil-ter-butil éter, ésteres metilicos de acidos organicos e inorganicos. También es
utilizado como anticongelante en radiadores automovilisticos; en gasolinas y diesel;
en la extraccién de aceites de animales y vegetales y agua de combustibles de
automoviles y aviones; en la desnaturalizacién de etanol; como agente suavizante
de plasticos de piroxilina y otros polimeros y como disolvente en la sintesis de
farmacos, pinturas y plasticos (UNAM, 2016).

El consumo de bebidas alcohdlicas adulteradas se considera un serio
problema de salud publica debido a la alta toxicidad y mortalidad asociada a ellas
(que puede llegar hasta al 50% de los casos), por lo que requiere de un tratamiento
oportuno de cuidados intensivos hospitalarios. Durante la pandemia el problema de
intoxicacion aumenté debido al confinamiento que prevalecia y a la poca distribucién
de bebidas alcohdlicas en todo el mundo. El estado con mayor numero de decesos
fue Puebla, con 70 fallecimientos, seguido por Jalisco, con 43; Morelos,
29; Yucatan, 15, y dos mas en Veracruz. (El Universal, 2020). Aunque la Norma
Oficial Mexicana sobre bebidas alcohdlicas dispone que la unica materia prima
permitida debe ser el alcohol etilico de origen vegetal, se ha encontrado en diversas
ocasiones y regiones del pais, productos de origen informal, que para su
elaboracién han utilizado como materia principal al metanol y que puede ser afiadido
como un sustituto del alcohol etilico para adulterar las bebidas alcohdlicas. También
han sido identificadas otras sustancias toxicas como el propanol, el etilenglicol, los
aldehidos, entre otras (CNA, 2020).

En los procesos de produccién de alcohol artesanal o clandestino de diversas
comunidades del pais, no ha sido posible la vigilancia, el control y/o la denuncia de
la produccidén simultanea de metanol, por lo que su concentracion puede exceder
los limites maximos de consumo humano, ademas de las condiciones de higiene
con las cuales se realiza. En cualquiera de los casos no son aptas para el consumo
humano (CNA, 2020). Si se consumio una bebida alcohdlica adulterada, puede
presentar alguno o varios de los siguientes sintomas en las 48 horas después de
haberlo ingerido: Dolor de cabeza (principalmente del tipo punzante), vomitos, dolor
abdominal, suefio excesivo, mareo, veértigo, visidn borrosa, molestia excesiva
provocada por la luz, percepcién de colores alrededor de los objetos, incoordinacién
motora, dificultad para respirar, convulsiones (CNA, 2020). Las principales pruebas
de identificacién y cuantificacion estan clasificadas como presuntivas y método de
Deninges respectivamente, las cuales se basan en principios de oxido-reduccion,
proporcionando un color caracteristico en presencia de metanol.
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Objetivos

Identificar y cuantificar la presencia de metanol en diferentes bebidas
alcohdlicas comerciales, mediante pruebas presuntivas y la reaccion modificada de
Deninges, y comparar las concentraciones de este toxico con la normatividad
vigente.

Cuestionario previo

Mencionar las fuentes de exposicion a metanol.

Explicar la toxicocinética y la toxicodinamia del metanol.

Explicar cuales son los efectos toxicos de metanol en una intoxicacion aguda y

cronica.

4. Explicar el fundamento quimico de las pruebas presuntivas y del método
modificado de Deninges.

5. Explicar cual es la importancia de decolorar con el acido oxalico.

6. Explicar los calculos a realizar para obtener la concentracion de metanol en la

bebida elegida.

wn =

Actividades previas a la practica

Conseguir una bebida alcohdlica destilada de origen casero o de dudosa
procedencia y/o calidad con objeto de tener mayor posibilidad de encontrar metanol
en ella.

Tabla 1. Lista de bebidas alcohdlicas por grupo.

Eq. Bebida alcohédlica / Marca Z"t%i:::zhg 6er?clc?
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10
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Desarrollo experimental

1. Colocar 50 mL de la bebida alcohdlica asignada en el matraz de bola con 4 perlas
de ebulliciéon y armar el equipo de destilacion como se muestra en la figura 1.

l —— Termometro

\ — Liquido
destilado

Entrada
de agua

Salida
de agua

Fig. 1. Montaje del sistema de destilacion.

2. Eldestilado debera recibirse en un vaso de precipitados de 250 mL que contenga
10 mL de agua destilada, cuidar que el codo quede en contacto con el agua para
evitar la evaporacion de la muestra. Preferentemente este destilado no debera
de contener mas de 3 a 5 % de metanol.

3. Calentar cuidando que la temperatura se mantenga constante a 78.5 °C
durante 20 minutos.

4. Medir el volumen total obtenido después de transcurrido el tiempo de
destilacion.

Pruebas de identificacion

1. Reaccion presuntiva para alcoholes:
a) En un tubo de ensayo colocar 1.0 mL del destilado y anadir 1.0 mL de
solucion de dicromato de potasio al 10 % en acido sulfurico.
Una coloracién azul — verde indica la presencia de alcohol en la bebida.
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2. Reaccion presuntiva para metanol:

a) En un tubo de ensayo colocar 1.0 mL del destilado y una gota de una
solucién al 2.5 % de dicromato de potasio en acido sulfurico al 50 %.

b) Dejar en reposo a la temperatura ambiente durante 5 minutos.

c) Agregar una gota de etanol y unos cristales de acido cromotrépico (solo la
punta de una espatula chica) y agitar.

d) Estratificar con 1.0 mL de acido sulfurico concentrado adicionando
lentamente por la pared del tubo SIN AGITAR. En caso positivo para metanol
se producira un color purpura en la interfase de los 2 liquidos.

3. Prueba de oxidacion o reaccion modificada de Deninges:
Esta reaccidn se realizara simultaneamente para un tubo blanco, la curva
patrén y el destilado obtenido de cada bebida en estudio.

Uno o dos equipos asignados por su asesor realizaran la curva y el blanco.

Nota: Antes de iniciar, verificar quiénes la estan realizando y en qué paso van.
Mantener el reactivo de Schiff a 4 °C hasta su uso.

a) A 2.0 mL del destilado obtenido de la bebida o 2.0 mL del sistema

correspondiente de la curva patron, se le adicionan los reactivos respetando el
siguiente orden:

e 2.0 mL de permanganato de potasio al 2.5 %.
e 160 pL de acido sulfurico concentrado.

b) Mezclar con cuidado y dejar reposar 3 minutos.

c) Agregar 800 uL de acido oxalico al 8 %, agitando vigorosamente en el vortex
hasta la decoloracion total (tener cuidado, la reaccidn es exotérmica).

Nota: Si no decolora indicar a su asesor para recibir instrucciones.
d) Una vez decolorada la muestra, adicionar con cuidado:
e 400 uL de acido sulfurico concentrado

e 2.0 mL de reactivo de Schiff.
e Dejar reposar 3 min a temperatura ambiente.

Nota: si hay coloracién violeta leer los tubos antes de transcurridos 5 minutos. Si
no se obtuvo coloracién incubar tres minutos en bafio maria a 30°-35 °C.

e) Leertodos los tubos a 540 nm ajustando el espectrofotémetro a cero con el tubo
blanco (De la curva de calibracion).
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f) En caso de ser necesario realizar diluciones a los sistemas problema que
permitan cuantificar el metanol presente.

Curva patréon

a) Se preparara de la siguiente manera una curva patrén con concentraciones
conocidas de metanol:

Tabla 2. Preparacion de la curva patrén de metanol.

TUBO | % Metanol | pL Metanol | uL Etanol Iinel_sfilgg: Absorbancia
Blanco 0 - 100 9.9
1 0.05 5 95 9.9
2 0.1 10 90 9.9
3 0.3 30 70 9.9
4 0.5 50 50 9.9
5 0.7 70 30 9.9
6 0.9 90 10 9.9
Ecuacion de la curva:

b) Una vez preparados los sistemas de la curva, tomar un volumen de cada sistema
(por ejemplo 2.0 mL de cada uno y continuar como se indica en el punto a) de la
Prueba de oxidacion y en adelante con objeto de calcular la cantidad de metanol
en la bebida en estudio.

De ser necesario hacer los ajustes necesarios a la curva o diluciones a las

muestras problema.

Disposicién de residuos

En base a las normas NOM-087-ECOL-SSA1-2002 y NOM-052-SEMARNAT 2005:

e La bebida alcohdlica que haya quedado en el matraz se puede desechar a la
tarja.

e El resto de las soluciones provenientes de las distintas reacciones seran
depositadas en frascos por separado debidamente etiquetados.
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Resultados

Tabla 3. Resultados de las pruebas presuntivas por grupo.

Eq. | Bebida Alcohdlica (+,++‘?‘lﬁ‘j!‘3'§scolor (+,++,'l"ff'_‘)°)', color
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
Tabla 4. Resultados de la prueba de Deninges por grupo.
_ - ml de % de mg de metanol /100
Eq. Bebida alcohdlica destilado Abs Metanol ml de a_lcohol
calculado anhidro
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
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Practica 2
Determinacién de plomo en vasijas de barro

Los metales pesados constituyen un riesgo para la salud por el contacto
frecuente que se presenta a nivel laboral, ambiental y/o domiciliario, siendo los mas
peligrosos: el plomo, mercurio, arsénico y cadmio (Pérez & Azcona, 2012). Entre
ellos, se considera al plomo como un metal toxico ubicuo, ya que se le puede
detectar practicamente en todas las fases inertes del ambiente y en sistemas
bioldgicos (Goyer & Clarkson, 2005).

El plomo es un metal maleable, flexible, de muy baja temperatura para
fundirse, se le utiliza para hacer diversas aleaciones, que pueden ser usadas en la
fabricacion de baterias, acumuladores, pigmentos, pinturas, recubrimiento de
cables eléctricos, productos metalmecanicos, municiones, antidetonantes,
ceramica, plaguicidas, soldaduras, pulidores, plasticos, cosméticos, joyeria,
juguetes, y en la petroquimica, es decir, en la época moderna ha tenido un amplio
uso (Calderén & Maldonado, 2008).

Las principales vias por las que el plomo puede ingresar al organismo
humano a través del alimento, aire, tierra, agua potable y diversos materiales que
estan en contacto con la piel, siendo la via oral donde se presenta la mayor
absorcién, de un 10-15% en adultos y del 50% en nifios y mujeres embarazadas.
Los efectos téxicos del plomo se manifiestan principalmente a nivel de sistema
nervioso, hematopoyético, digestivo y renal; su efecto puede ser proporcional a la
cantidad presente en el organismo (Poma, 2008; Calderon & Maldonado, 2008). La
determinacion de plomo en sangre venosa es la prueba mas sensible de exposicion
al plomo, se recomienda que los niveles en sangre se mantengan debajo de 5 ug/dL
(Poma, 2008; DOF, 2017).

Muchos casos de intoxicacion con plomo se asocian a productos disponibles
en el hogar, y una fuente de plomo es la vajilla de ceramica vidriada, para el vidriado
de estas, se utilizan compuestos de plomo. Sin embargo, no todos los vidriados
ceramicos desprenden plomo, depende de su proceso de fabricacion y frecuencia
de uso. Pero se han reportado casos de intoxicacion con plomo como resultado del
consumo de bebidas acidas almacenadas en recipientes ceramicos vidriados
(Flores et. al., 2016), por lo que resulta importante determinar el contenido de
metales pesados de los articulos ceramicos que entran en contacto con los
alimentos, al ser sometidos a pruebas de extraccion utilizando soluciones similares
de prueba, para tratar de reproducir las condiciones mas extremas de uso de dichos
articulos.
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Objetivos

Determinar cualitativamente la presencia de plomo en vasijas de barro a

diferentes valores de pH.

—

ook

Cuestionario previo

¢, Cuales son los usos mas importantes del plomo?

¢,Como influye la edad de un individuo en la absorcién gastrointestinal de plomo?
¢, Cuales son los factores importantes que hacen variar el grado de toxicidad de
los compuestos de plomo?

¢, Cuales son los efectos toxicos que causa el plomo en los organismos?

¢ Por qué es importante cuidar el pH durante la determinacion de plomo?

¢, Cual es la normativa vigente de las concentraciones de plomo en vasijas de
barro en México?

Actividades previas a la practica

. Conseguir 3 pocillos o cazuelitas de barro vidriado iquales de por lo menos

100 mL de capacidad en algun mercado o poblacién cercana.

Colocar dentro de los 3 pocillos, 50 mL de la solucién acida elegida por cada
equipo (vinagre, salsa, refresco etc.).

Realizarlo durante 7 dias previos a la practica. En caso de que el contenido se
evapore agregar mas de la solucién.

Transcurridos los 7 dias, traer las 3 vasijas sin el contenido (vasijas con las que
se va a trabajar en clase).

Nota: Medir el pH en su casa o traer maximo 3.0 mL de la muestra para medir el pH
el dia de la practica.

Tabla 1. Muestras para las vasijas

Eq. Muestra pH de la muestra
1

2
3

4
5

6

7

8

9

10
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Desarrollo experimental
1. Identificacion de plomo liberado de vasijas de barro a diferentes pH.

a. En 2 vasos de precipitado rotulados como B y C preparar 100 mL de solucion
acida o basica de acuerdo con la siguiente tabla:

Vaso de precipitados
Reactivo B C
Agua destilada 99 mL 99 mL
HCI10 N 1 01| E [R—
NaOH10N | —eeeemee- 1 mL

b. Etiquetar las tres vasijas de barro nuevas como A, B, C.
c. En cada una de ellas, agregar 50 mL de la solucion indicada en la tabla:

Vasija
A B C
Agua Solucién de | Solucién de
destilada HCI NaOH

d. Medir el pH en cada vasija

e. Calentar las vasijas a ebullicion por 30 min., cuidando de mantener el volumen
constante, agregando mas soluciéon conforme se vaya evaporando.

f. Enfriar la solucién y medir el pH nuevamente.

g. Rotular tres tubos de ensaye como A, B y C y agregar lo siguiente:

Reactivo Tubo
A B Cc
Solucién de vasija 2.0mL 2.0mL 2.0mL
HNOs conc. 3 gotas 3 gotas 3 gotas

h. Adicionar a cada tubo gota a gota una solucion de Kl de 16.5 g/100 mL, sin agitar
y observar si se forma un precipitado.

i. Un precipitado amarillo indica la presencia de plomo en la solucién de la vasija
correspondiente.

Disposicién de residuos

En base a las normas NOM-087-ECOL-SSA1-2002 y NOM-052-SEMARNAT 2005.
a) La solucién Ay B se neutralizan y se desechan a la tarja
b) Los tubos con solucion de Kl se colocan en el frasco correspondiente
debidamente etiquetado.

Departamento de Ciencias Bioldgicas Seccién Bioguimica y Farmacologia Humana

Pdgina 24



o Manual de Laboratorio de Toxicologia 2026-1

Lic. en Bioquimica Diagnéstica  Lic. en Farmacia

Resultados

Tabla 2. Observaciones grupales de los cambios en la vasija A

Antes de calentar Después de calentar

Eq. Muestra
pH Observaciones pH Observaciones

10
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Tabla 3. Observaciones grupales de los cambios en la vasija B.

Eq.

Muestra

Antes de calentar

Después de calentar

pH

Observaciones

pH

Observaciones

10
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Tabla 4. Observaciones grupales de los cambios en la vasija C.
Antes de calentar Después de calentar
Eq. Muestra
pH Observaciones pH Observaciones
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
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Tabla 5. Resultados de la prueba cualitativa de plomo.

Observaciones de los tubos

Eq. A B C

10
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Practica 3
Determinacién de etanol en una muestra bioldgica

El etanol es un liquido incoloro, volatil, con un olor caracteristico y sabor
picante, también conocido como alcohol etilico. De manera natural, se obtiene a
través de fermentacion, por medio de levaduras a partir de frutas, cafia de azucar,
maiz, cebada, sorgo, papas y arroz entre otros, generando las variadas bebidas
alcohodlicas que existen en el mundo. Es muy utilizado como disolvente en sintesis
de farmacos, plasticos, lacas, perfumes, cosméticos, etc. También se utiliza en
mezclas anticongelantes, como combustible, como antiséptico en cirugia, como
materia prima en sintesis y en la preservacion de especimenes fisioldégicos y
patolégicos (UNAM, 2008).

Aunque se trata de una droga legal, el alcohol etilico contribuye a mas
muertes en los jévenes que el conjunto de todas las drogas ilegales. Tres millones
de personas mueren cada afio en todo el mundo como consecuencia del consumo
nocivo de alcohol (una cada 10 segundos), lo que representa aproximadamente el
5% de todas las muertes. Un numero desproporcionado de estas muertes se
produce entre los jévenes, ya que el 13,5% de todas las muertes entre las personas
de 20 a 39 anos estan relacionadas con el alcohol (OMS, 2022).

El consumo de alcohol esta relacionado con toda una serie de problemas de
salud, entre ellos trastornos mentales y del comportamiento, en particular la
dependencia del alcohol; graves enfermedades no transmisibles, como la cirrosis
hepatica, algunos tipos de cancer y enfermedades cardiovasculares; y lesiones y
muertes por violencia y accidentes de transito (OMS, 2022).

Niveles de intoxicacion por etanol (Lasarte, 2022):

e Intoxicacion legal (50-100 mg/dl): euforia, verborrea, desinhibicion e
incoordinacion.

e Intoxicacion leve (100-200 mg/dl): farfullar de palabras, labilidad emocional,
torpeza motora, ataxia, alteracion de reflejos, somnolencia y nauseas.

¢ Intoxicacion moderada (200-300 mg/dl): lenguaje incoherente, agresividad,
letargia, estupor y vomitos.

¢ Intoxicacion grave (300-400 mg/dl): depresion del SNC, coma. El coma suele ser
profundo sin signos de focalidad. Apareceran hipotermia, midriasis bilateral poco
reactiva, hipotonia, abolicion de los reflejos osteotendinosos, bradicardia e
hipotensién.

¢ Intoxicacion potencialmente letal (> 400 mg/dl): depresidon respiratoria,
convulsiones, «shock» y muerte. La muerte puede sobrevenir también por
aspiracion de un vomito, por coma cetoacidotico, por hipoglucemia y por
enfriamiento.
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Objetivo

Determinar cualitativa y cuantitativamente la presencia de etanol en una

muestra sanguinea utilizando el método de Conway.

Relacionar la concentracion de etanol obtenida con los signos y sintomas

que se presentan en una intoxicacion en el ser humano.

Cuestionario previo

1. Explicar los tipos de intoxicacion que se presentan por el consumo de etanol.

2. Explicar la toxicocinética y toxicodinamia del etanol.

3. Explicar el fundamento quimico de la técnica de microdifusion.

4. Explicar de manera breve que otro tipo de técnicas se pueden utilizar para la
cuantificacion de etanol en muestras bioldgicas.

5. ¢Qué valores de alcoholemia se consideran de importancia médico legal?

Desarrollo experimental

1. Al iniciar la sesion del laboratorio, un voluntario del grupo donara una muestra
de sangre a la que se afiadira una cantidad conocida de etanol de acuerdo con
las instrucciones de su asesor.

2. Una vez obtenida la muestra, preparar la camara de Conway de acuerdo con lo
siguiente:

a) Aplicar en el borde externo de la camara de Conway suficiente silicona o
vaselina, para que la camara quede bien sellada al cerrarla y evitar pérdida
del etanol difundido de la muestra.

b) En el compartimento interno de la camara, agregar 2.0 mL de la solucion de
dicromato de potasio (5 mg/mL en acido sulfurico al 25%).

c) En el compartimento externo de la cdmara, agregar 1.0 mL de la sangre por
analizar, posteriormente adicionar a la muestra de sangre, 1.0 mL solucién
saturada de carbonato de potasio. Cerrar inmediatamente la camara con
su tapa de vidrio, vigilar que dicha tapa selle perfectamente con la vaselina
o silicona.

d) Con un movimiento rotatorio suave, mezclar las soluciones que se
encuentran en el compartimento externo.

e) Dejar en reposo a la temperatura del laboratorio durante 15 min a
temperatura ambiente.

Departamento de Ciencias Bioldgicas Seccidn Bioquimica y Farmacologia Humana

Pdgina 30



Manual de Laboratorio de Toxicologia 2026-I

Lic. en Bioquimica Diagnéstica  Lic. en Farmacia

f) Transferir la solucion del compartimento interno a un matraz volumétrico de
10 mL, lavando 3 veces con 2.0 mL de agua destilada el compartimento
interno y aforar a 10 mL.

a) Para preparar el estandar de referencia (estandar de dicromato de potasio),
colocar 2.0 mL de la solucion de dicromato de potasio (5 mg/mL en acido
sulfurico al 25%) en un matraz volumétrico de 10 mL y aforar con agua
destilada.

b) Leer las soluciones en un espectrofotometro, a una longitud de onda de 430
nm, ajustando con el blanco (solucion de acido sulfuarico al 25%).

Compartimento

Interno Compartimento
. Externo
Dicromato de
Potasio Sangre (1.0 mL)
(2.0 mL) +

Carbonato de
Potasio (1.0 mL)

Fig. 1. Reactivos en la Camara de Conway.

3. Relacionar la concentracion de etanol de las muestras problema con los
efectos que presentarian en el individuo desde un punto de vista legal.

Disposicioén de residuos

En base a las normas NOM-087-ECOL-SSA1-2002 y NOM-052-SEMARNAT 2005:

e Los sobrantes de la bebida alcohdlica pueden ser vertidos en la tarja.
e Los residuos de la camara seran depositados en frascos etiquetados
adecuadamente.
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1.
2.

Resultados

Anotar los valores obtenidos de la absorbancia de cada muestra en la tabla 1.
Calcular la concentracion de alcohol en sangre tomando como base la
absorbancia obtenida del blanco de reactivos. Las lecturas obtenidas de la
absorbancia corresponden al dicromato de potasio que ya no reaccioné con el
alcohol.

Por medio de un calculo estequiométrico, calcular la concentracion de alcohol
presente en la muestra de sangre, de acuerdo con la siguiente reaccion:

2K2Cr207 + 3CH3 —CH2—OH + 8H2S04 — 2K2S04 + 2Cr2(S0O4)3 +3C2H402+ 11H20

Este método se basa en la oxidacion del alcohol con dicromato de potasio en medio
acido y se determina la absorbancia a la que da lugar el remanente de dicromato.

1.

Tabla 1. Determinacion de alcohol en sangre por el método de Conway.

Eq. Absorbancia Alcohol/ sangre (mg/dL)

Estandar | = |  ceee———————
1

O o N oo |~ WIN

-
o
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Practica 4
Identificacion y cuantificacion de cianuro en muestras
vegetales

Los compuestos cianogénicos son sustancias que contienen en su estructura
un grupo funcional nitrilo (-CN) terminal. En condiciones fisiolégicas, dentro del
organismo de los mamiferos, tanto los cianuros simples (como el cianuro de
hidrogeno, de sodio o de potasio) como las cianohidrinas pueden disociarse para
formar el anion cianuro (CN™), el cual representa la especie toxica activa (Amy Lavin
Williams & DeSesso, 2023). En particular, el cianuro puede unirse a los azucares
para formar glucdsidos cianogénicos. La familia Rosaceae incluye diversas
especies frutales cuyas semillas contienen pequefas cantidades de estos
glucésidos, como es el caso de la manzana, pera, membrillo, durazno, ciruela,
cereza, fresa, almendra amarga, zarzamora y frambuesa. Esta familia también
comprende numerosas especies ornamentales, entre ellas las rosas, que destacan
por su valor en jardineria y en la industria de la perfumeria.

Numerosas plantas y cultivos de relevancia en la nutricion animal pueden
acumular glucésidos cianogénicos capaces de liberar cianuro o acido cianhidrico
tras su hidrdlisis. Para que una planta sea considerada cianogénica, su contenido
de HCN debe ser al menos de 1 mg por cada 100 g de planta fresca (equivalente a
10 ppm). La intoxicacion por cianuro puede presentarse cuando este contenido
supera los 20 mg/100 g (200 ppm) de planta verde (Torres, 1984). En total, mas de
2,500 especies vegetales contienen compuestos cianogénicos, entre las que se
incluyen la almendra, trigo, cebada, sorgo, yuca, manzana y linaza (Jones, 1998).
Un contenido elevado de estos compuestos puede representar un riesgo para la
salud humana y animal, ademas de limitar el aprovechamiento alimentario de estas
plantas.

En el sorgo forrajero, la presencia de concentraciones elevadas del glucosido
cianogénico durrina puede reducir la productividad del cultivo y, en ocasiones,
provocar la muerte de animales en pastoreo. Este riesgo se incrementa durante
periodos de sequia, cuando los cultivos presentan retraso en el crecimiento y, por
lo tanto, mayores niveles de durrina. Por su parte, la yuca constituye una fuente
esencial de calorias para mas de 500 millones de personas (FAO, 1996). Su uso
como alimento animal y como materia prima para la obtencién de almiddén ha
aumentado considerablemente. Sin embargo, las dietas ricas en yuca pueden
generar toxicidad cronica tanto en humanos como en animales, debido a la
presencia de los glucdsidos cianogénicos linamarina y lotaustralina, en una
proporcion aproximada de 20:1. Estos compuestos, al ser hidrolizados por la enzima
enddgena linamarasa, liberan acido cianhidrico. La concentracidon de estos
compuestos toxicos varia ampliamente entre especies y también segun las
condiciones ambientales.
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Objetivos

Determinar la concentracion de cianuro en semillas de frutos de la familia de
la Rosaceae.

Cuantificar la cantidad de cianuro presente en algunas plantas y forrajes,
mediante el método de la titulacion alcalina.

Cuestionario previo

—

¢, Cuadles son las fuentes de exposicidn a cianuro que pueden causar una
intoxicaciéon accidental, incidental o intencional?

Explicar el fundamento de la técnica de Guignard.

¢En qué se fundamenta el tratamiento para las intoxicaciones con cianuro?

¢, Cuales son los glucdsidos cianogénicos mas frecuentes en las plantas?

¢, Cuales son las consecuencias de alimentar a los animales con plantas que
tienen estos glucosidos?

aR LN

Actividades previas a la practica
Elegir por equipo las muestras

Nota: Las semillas que pueden elegirse son: Durazno, nectarina, chabacano,
manzana, capulin, pera, ciruela y cereza

e Guardar y dejar secar al sol las semillas del fruto asignado
e Abrir las semillas y traer la almendra seca, se requieren por lo menos 1-2 g.

Tabla 1. Muestras de semilla.

Eq. Semilla gramos
1
2
3
4
5
6
7
8

9

10
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Desarrollo experimental

Técnica de Guignard

A. Preparacion de la curva estandar de cianuro (Stock 12 mg/50 ml)

El equipo prepara la curva de calibracion.

a) La curva estandar de cianuro se prepara colocando en matraces volumétricos
de 25 mL, los volumenes de la solucion patron indicados en la siguiente tabla 'y

aforando con agua destilada.

Tabla 2. Curva estandar de cianuro.

Sistema Solucién patrén (mL) Concentraciéon (mg/mL)
Blanco o0 | e
1 0.2 0.001
2 0.4 0.003
3 0.8 0.007
4 1.2 0.011
5 1.6 0.015
6 2 0.019
7 2.4 0.023

b) Una vez preparadas las soluciones de la curva patron, pasarlas inmediatamente
a los frascos, debidamente etiquetados.

c) Avisar al grupo que pueden comenzar a triturar su muestra problema.

d) A cada frasco con la muestra problema, adicionar 2 gotas de cloroformo y 1.0
mL de la solucion de HCI 0.5 N y colocar la tira reactiva tapando
inmediatamente.

e) Incubar a bafio maria a 40 °C por una hora agitando suavemente el frasco cada
15 minutos.

Nota: trabajar simultaneamente la curva y las muestras problema. (El gas de HCN
liberado reacciqna con el reactivo de Guignard de la tira reactiva, formando un
complejo NO TOXICO,).

B. Preparacion de la muestra problema

f) Pesar 0.5 g de la muestra problema seca (semillas de los frutos seleccionados
por equipo). Colocar las semillas en el mortero y ESPERAR hasta que esté lista
la curva estandar de cianuro.
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C.

1)
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El equipo asignado por el asesor preparara la curva estandar de cianuro. Una
vez que el equipo asignado haya preparado las soluciones de la curva estandar
y se encuentre ya en los frascos de reaccion correspondientes, cada equipo
empezara a triturar sus semillas.

En el momento que empieza el molido de las semillas, se daha el tejido y
comienza la liberacion del cianuro, por lo que se debe triturar rapidamente las
semillas con el mortero, hasta obtener una papilla fina.

Colocar la papilla en el frasco de reaccién correspondiente y agregar 25 mL de
agua destilada con pipeta volumétrica, después anadir 2 gotas de cloroformo y
1.0 mL de HCI 0.5 N.

Nota: se pueden realizar varios lavados con agua destilada en el mortero para
no perder muestra, pero sin exceder los 25 mL de agua y vaciar cada lavado en
el frasco de reaccion correspondiente y después afiadir los reactivos (2 gotas de
cloroformo y 1.0 mL de HCI 0.5N).

Colocar con cuidado una tira de papel reactivo Guignard en el frasco
(previamente humedecida ligeramente en el extremo inferior). Teniendo
PRECAUCION de no mojar esta tira reactiva Guignard con los reactivos que se
encuentran ya dentro del frasco y tapar inmediatamente cada uno de los frascos
con un tapon.

Colocar los frascos en un bafio de agua a 40°C durante 1 h, agitando
suavemente a intervalos de 15 min, teniendo precauciéon de que el contenido
del matraz no tenga contacto con la tira reactiva de Guignard.

Tratamiento de la muestra problema, curva estandar y blanco

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, los frascos se sacan del bafo
maria y se dejan enfriar.

m) Se observan las tiras reactivas de las muestras problema y aquellas que no

n)

muestren ni siquiera una leve coloracién café-rojiza se consideraran como
prueba negativa

Las que si presenten coloracion café-rojiza, son positivas y se introducen en un
tubo de ensaye, al cual se le adiciona 10 mL de agua destilada, se tapa y agita
vigorosamente con el fin de extraer el pigmento colorido; se procede en caso
necesario a filtrar (con papel Whatman No. 40) para eliminar residuos de la tira
de papel.

Se determina la absorbancia de las muestras y de la curva patron en el
espectrofotometro a 520 nm.
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Método de titulacion alcalina

Nota: Para la titulacion las muestras pueden ser: sorgo, yuca, tallo del sorgo, flor
del sorgo
Tabla 3. Muestras para titulacion alcalina.

m
Ko]

O OO NG | W N =

Muestras gramos

-
o

Actividades previas

A. Un dia antes de la sesién experimental en el horario acordado, pesar entre 10 y
20 g de la muestra y cortarla en trozos pequefnos. Anotar peso exacto para los
calculos de cuantificacién.

B. Colocar la muestra pesada en un matraz de bola de 500 mL, agregar 200 mL de
agua destilada, tapar con parafilm y rotular.

C. Dejar en reposo para la autélisis por lo menos 14 horas.

El matraz con la muestra debe permanecer tapado hasta que esté listo el
equipo de destilacion.

1. Armar el aparato de destilacion. Colocar en la salida del refrigerante un codo de
manera que la punta toque 10 mL de una solucion de NaOH al 2.5% y hasta el
ultimo destapar el matraz y conectarlo.

2. Destilar y recibir 60 mL del destilado y aforar el volumen del destilado a 100 mL
con agua destilada.

3. Tomar 2 alicuotas de 25 mL c/u y adicionar a cada una:

e 2.0 mL de NH4OH 6N.
e 0.5 mL de solucién de Kl al 5%
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4. Titular la mezcla con una solucion de AgNOs 0.02N. El punto final de la titulacion
se reconoce por la turbidez verde lechosa que se torna permanente en la
solucion durante 30 segundos por lo menos. Este punto final es mas facilmente
observable en un fondo negro.

5. Calcular la concentracion de HCN de acuerdo con la siguiente equivalencia:

1.04 mL de AgNO3 (0.02N) = 1.08 mg HCN.

Disposicién de residuos

Con base a las normas NOM-087-ECOL-SSA1-2002 y NOM-052-SEMARNAT
2005:

o Las cascaras de las semillas, las tiras reactivas y los restos seran depositados
en la basura municipal ya que no son residuos peligrosos.

e Las soluciones de la curva estandar y las muestras de los frascos seran
depositados en un frasco etiquetado.

e Los restos solidos de la titulacion alcalina seran depositados en la basura
municipal ya que no son residuos peligrosos.

e El residuo liquido que haya quedado en el matraz de bola puede ser vertido en
la tarja.

e Las soluciones de la curva estandar y las muestras de los frascos seran
depositados en un frasco etiquetado.

e El destilado y las alicuotas tituladas seran depositadas en otro frasco
debidamente etiquetado

Resultados

Tabla 4. Absorbancias de la curva estandar de cianuro

Concentracién (mg/mL) Absorbancia
0.001

0.003
0.007
0.011
0.015
0.019
0.023
Ecuacion de la curva:
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Tabla 5. Resultados de reaccion de Guignard

. Color de G Concentracion G EE
Eq. Semilla la tira Abs | Dilucién (mg/mL) de:N en mg g
e semilla

1

2

3

4

5

6

7

8

9
10

Tabla 6. Resultados de la Titulacion alcalina.

Eq. Muestra vegetal Peso g mg HCN/g de muestra

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10
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Practica 5
Determinacion de CL50 con artemias salinas

Para evaluar el efecto de los detergentes y otros xenobidticos en modelos
bioldgicos, se puede recurrir a la ecotoxicologia, disciplina que se ha definido como
“el estudio de los efectos nocivos de los productos quimicos sobre los ecosistemas”.
En este tipo de estudios no solo se observan los efectos directos sobre los
organismos individuales, sino que el objetivo principal es comprender las
consecuencias a nivel de poblaciones y ecosistemas completos (Zhou et al., 2019).

Los detergentes, ampliamente utilizados en el ambito doméstico, industrial y
agricola, constituyen una fuente significativa de contaminacién acuatica y terrestre.
Su presencia en cuerpos de agua puede alterar la tensién superficial, modificar la
biodisponibilidad de otros contaminantes, e interferir con procesos fisioldgicos
esenciales en organismos acuaticos, como la respiracion, la osmorregulacion y la
reproduccion. Por ello, su evaluacion toxicolégica es fundamental para estimar
riesgos ambientales y establecer limites seguros de uso y disposicion.

El bioensayo de toxicidad es una herramienta simple, econdémica y
reproducible que se emplea para determinar el efecto bioldgico de diversos
contaminantes. Los resultados de estos ensayos suelen correlacionarse bien con
pruebas mas especificas de bioactividad (Karchesy et al., 2016). Estos bioensayos
se han aplicado con éxito tanto en la evaluacion de la calidad del agua como en la
deteccion de toxinas naturales o contaminantes sintéticos, incluyendo detergentes,
pesticidas y metales pesados.

Para llevar a cabo estos estudios se utilizan distintos modelos biolégicos
experimentales, cuya eleccién depende del tipo de exposicion y del ecosistema a
evaluar. Entre los modelos mas comunes se encuentran el pez cebra (Danio rerio),
la pulga de agua (Daphnia magna), la artemia salina (Artemia sp.), semillas de
diversas especies vegetales y lombrices de tierra (Eisenia fetida), entre otros. Estos
organismos permiten evaluar respuestas agudas o crénicas, como la letalidad, la
inhibiciéon del crecimiento, la reducciéon en la germinacién o la afectaciéon de la
reproduccion, proporcionando asi una visidn integral del impacto ambiental
potencial de los detergentes.
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Objetivos

Determinar la CL50 de cianuro en el modelo de Artemia salina, por el método
Probit.

Observar y describir el comportamiento de las Artemias salinas expuestas al
xenobidtico.

Cuestionario previo

1. Investigar el ciclo de vida de la artemia salina y qué factores pueden afectar el

ciclo de vida.

Mencionar las ventajas y desventajas del uso de artemias salinas.

¢, Qué son las unidades Probit y cdmo se calculan?

¢ Qué componentes de los productos de limpieza podrian ser responsables de

su toxicidad en organismos acuaticos?.

5. ¢Cual es el mecanismo de accion de los tensioactivos sobre las membranas
celulares de los organismos acuaticos?

6. ¢Como afecta la presencia de detergentes a parametros como la oxigenaciéon
del agua y la tension superficial?

>N

Desarrollo experimental

Determinacion de la CL50 en Artemia salina

1. Elegir 9 envases pequeios y separar dentro de cada uno de ellos 15 artemias
salinas.

2. En otros 9 envases agregar los mL de agua con sal o agua con el xenobidtico
problema de acuerdo con la tabla 2 y 3 dependiendo del xenobidtico que les
haya tocado.

Tabla 1. Muestra que se va a trabajar

Eq. Muestra
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
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Tabla 2. Cantidades de detergente y agua salina para preparar los diferentes sistemas.

Sistema mL de agua con sal | mL de detergente | % concentracién
Control (-) 2> S e N —
Control (+) | = ——— |  e—_— |

1 244 0.6
2 241 0.9
3 23.8 1.2
4 23.5 1.5
5 22.0 3
6 21.0 4
7 20.0 5

*Control positivo son 25 mL de cloro

Tabla 3. Cantidades de pinol y agua salina para preparar los diferentes sistemas.

Sistema mL de agua con sal mL del pinol % concentracion
Control (-) 2> S e N —
Control(+) | ———— |  e— | -

1 24.95 0.05
2 24.9 0.1
3 24.8 0.2
4 24.7 0.3
5 24.6 0.4
6 24.5 0.5
7 244 0.6

*Control positivo son 25 mL de cloro

3. Etiquetar los envases con las concentraciones

4. Antes de vaciar la solucion preparada en las artemias, quitar el excedente del
agua con la que vienen. Tratar en lo posible que las 15 artemias sean adultas o
tengan un tamafio semejante.

5. Cuando tengan listos los sistemas entonces vaciar el contenido de los frascos
que tienen la solucion de semillas a diferentes concentraciones en cada uno de
los frascos con las artemias correspondientes y anotar la hora.
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6. Observar el comportamiento de las artemias durante 60 minutos, anotando si
tienen algun comportamiento distinto al control negativo y entre las diferentes
concentraciones del toxico, o dificultades para nadar, etc.

7. Registrar unicamente el numero de artemias vivas y muertas al final 60 min de
exposicion. Tabular los resultados y graficar para obtener la CLso. Los resultados
seran grupales.

Calculo de unidades Probit

A través del método Probit, también conocido como “Método de Unidades
Probabilisticas” se evalua la relacién concentracion respuesta de un contaminante
sobre un organismo, medido en términos de la concentracion letal media (CLso) y
Su precision o intervalo de confianza.

Para calcular las unidades Probit se requieren los siguientes datos:
1. Concentracion de sustancia (c)
2. Numero de individuos (n): las artemias totales empleadas por cada toxico por
todo el grupo.
3. Organismos muertos (r)
4. Porcentaje de efecto (p)

Con los datos anteriores se debe realizar una grafica de p vs c, la cual es la
relacidon concentracion-respuesta, se obtendra una curva parabdlica que dificulta un
modelo lineal. Debido a lo anterior se transforma c a una escala logaritmica y se
grafica p vs Log c, la cual debe mostrar una relacion concentracion-respuesta de
forma sigmoidea normal. Una vez realizada la grafica anterior, se debe considerar
si hay valores negativos, de ser asi se deberan sumar las unidades necesarias para
que todos los valores sean positivos, para trabajar solo con valores positivos.

Se calcula la probabilidad, estos valores se emplearan para obtener las
unidades Probit de la tabla de la pag. 46 si tiene dudas del uso de la tabla pregunte
a su asesor. Los datos anteriores serviran para realizar la ultima grafica, unidades
Probit vs Log c, se realiza la regresion lineal (y=mx+b), entre el Log c y los valores
Probit. Esta ecuacidon ayudara para obtener la CLso, por lo cual es necesario
considerar lo siguiente:

50 % = 5 unidades Probit

Log c, se debe tener en cuenta que si se sumaron unidades se le deben
restar al resultado de la interpolacién y/o ecuacion de la recta, posteriormente se
sacara el antilogaritmo y ese sera el resultado de la ClLso para el téxico
correspondiente.

Ejemplo:
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La ecuacion de la recta es la siguiente: y= 1.77+2.54x
Si el 50% es igual a 5 unidades Probit se tiene que: 5= 1.77+2.54x

x = 1.27, se debe restar la unidad que se sumo

x = 0.27, se saca el antilogaritmo
x = 1.86, este valor es la CLso

Disposicién de residuos

Con base a las normas NOM-087-ECOL-SSA1-2002 y NOM-052-SEMARNAT
2005:

e La solucién de semillas y las artemias deberan de filtrarse, el liquido puede irse
a la tarja y los residuos solidos debera de juntarse y desecharse en una bolsa a
fuera del laboratorio.

Resultados

Tabla 2. Observaciones de las artemias expuestas al xenobidtico 1

Sistema Antes de la exposicion después de la exposicion

C-
C+

1

2

3

4

5

6

7
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Tabla 3. Observaciones de las artemias expuestas al xenobiotico 2

Sistema Antes de la exposicién después de la exposicion
C-

C+
1

N o g b~ 0N

Tabla 4. Resultados por equipo

Vivas a | Muertas
los 60 | alos 60
min min (r)

Artemias
totales (n)

Probabilidad %E Unidades | Conc

Sistema P=(r/n) (P*100) probit (C)

C()

CH

1
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Grafica 1. Log concentracién vs Unidades Probit

Tabla 5. Resultados por grupo de la CLso del Detergente

Eq. CLso (%) en 60 min
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Tabla 6. Resultados por grupo de la CLso del Pinol

Eq. CLso (%) en 60 min

Tabla 7. Tabla de unidades Probit

4 ] G 7 8 0

w0 1 2 3
0 — 267 295 3512 3.26 3.30 8.45 3.52 3.59 3.60

10 3.72 377 3.82 3.87 3.92 3.00 4.01 4.06 4.08 4.12
20 4.1 4.10 4.23 4.20 4.20 4.33 4.30 4.30 4.42 4.456
30 4.48 4.60 4.03 4.050 4.59 4.01 "4.04 4.07 4.00 4.72
40 496 497 4.80 4.82 480 4.87 480 4,92 495 4.97
60 5.00 65.03 b65.06 6.08 6.10 6.13 6.16 b.1B 5.20 65.23
6o &6.26 6.28 6.31 6.33 6.30 06.30 G6.41 06.44 5.47 5.50
70 6,62 5.66 b6.68 O06.61 6.64 O5.07 571 b6.74 5.77 b5.81
80 6.84 6.88 5,92 5,95 599 06.04 6.08 6.13 06.18 (.23
D0 06.28 0.34 0.41 0©.48 6.60 0.64 6.76 0.88 7.06 7.33

— 00 01 02 03 04 05 006 07 0B 0.0
g 7.33 7.37 741 740 7.61 7.68 7.40 7.76 T7.88 R.0D
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Practica 6
Toxicidad aguda en semillas de lechuga

La evaluacion de la toxicidad aguda es una etapa crucial en la caracterizacion
del riesgo potencial de sustancias xenobiéticas para la salud humana y el medio
ambiente (OECD, 2018). En particular, las pruebas que utilizan organismos vivos
pueden proporcionar informacion valiosa sobre los posibles efectos téxicos a corto
plazo de una sustancia y ayudar a determinar la dosis letal aguda (DL5o0), que es la
dosis estimada que puede causar la muerte en el 50% de los organismos expuestos
(OECD, 1998, 2018; Pillai et al., 2021). Los fertilizantes no solo aumentan la
productividad de los cultivos, sino que también mejoran la calidad del suelo al
proporcionar nutrientes esenciales para el crecimiento
saludable de los cultivos y corregir deficiencias nutricionales. Sin embargo, por su
composicién quimica, son capaces de inducir efectos téxicos en diferentes
especies.

Las semillas son estructuras reproductivas de las plantas que pueden ser
facilmente cultivadas y manejadas en el laboratorio, lo que las convierte en una
opcidn conveniente para realizar este tipo de pruebas (Cruz et al., 2013). En este
tipo de ensayos se determinan los efectos de una sustancia xenobidtica en el
proceso de germinaciéon y crecimiento inicial de las semillas. La inhibicién o
alteracion del crecimiento de las raices y brotes puede indicar la presencia de
toxicidad aguda y proporcionar informacion sobre la concentracion a la que se
producen estos efectos (Mitelut & Popa, 2011).

Para llevar a cabo esta prueba, se seleccionan diferentes concentraciones
de la sustancia xenobidtica de interés y se aplican a las semillas en condiciones
controladas, se observan y se registra el porcentaje de germinacion, el crecimiento
de las raices, elongacién del hipocotilo, asi como posibles anomalias morfoldgicas.
Estos datos permiten determinar la concentracion a la que se produce un
determinado porcentaje de inhibicidon de la germinacién y crecimiento.

Es importante destacar que los resultados obtenidos en esta practica son
indicativos de la toxicidad aguda en el modelo de las semillas y pueden variar en
funcion del xenobidtico evaluado, asi como las condiciones especificas del
experimento. Ademas, esta prueba forma parte de un conjunto de enfoques
utilizados en la evaluacién de riesgos toxicolégicos y no debe considerarse como
una evaluacién completa del riesgo (Cruz et al., 2013; Smith et al., 2006; Tran et al.,
2023).
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Objetivos

Determinar la Clso de la sustancia problema en el modelo Lactuca sativa.

Observar los efectos fitotdxicos del xenobidtico problema en Lactuca sativa.

Cuestionario previo

—

Investigar el proceso de germinacion de semillas.

2. Investigar qué tipos de semillas pueden ser empleadas en estudios de
fitotoxicidad.

Mencionar los parametros a evaluar en la prueba de toxicidad de semillas.
Explicar la diferencia entre CLso y Clso.

Investigar que componentes de los fertilizantes podrian generar toxicidad

ok w

Desarrollo experimental
Actividades previas a la practica

e Traer 15 dias previos a la practica las semillas de lechuga y colocar en una caja
Petri 15 semillas y adicionar agua para observar la germinacién de estas.

e Revisarlas a la semana y si mas del 80% de las semillas germina se podran
utilizar para el experimento de lo contrario se tendran que utilizar otras.

Primera parte.
Preparacion de los sistemas.
a) Etiquetar los vasos o recipientes de plastico y preparar las diluciones como

se indica en la tabla. El control (+) es cloro doméstico.

Tabla 1. Preparacion de los diferentes sistemas.

Sistema mL de sustancia téxica mL de agua
C+
C-
1
2
3
4
5
6
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b) Medir el papel filtro y cortar circulos de acuerdo con el tamafo de las cajas
Petri.

c) Colocar el papel filtro dentro de las cajas Petri etiquetarlas conforme a los
sistemas preparados.

d) Colocar de 4-5 mL de la mezcla en cada caja Petri permitiendo que el papel
filtro sea humedecido y sin formar burbujas.

e) Con ayuda de unas pinzas colocar 15 semillas de lechuga cuidando que
guarden espacio entre ellas.

f) Tapar las cajas Petri y colocarlas en bolsas plasticas para evitar la pérdida
de humedad. Dado que algunas variedades de semillas de lechuga requieren
oscuridad para que se produzca la germinacion, las cajas de Petri deben
cubrirse de la luz inmediatamente después de colocar las semillas en su
interior y durante el periodo de ensayo

g) Incubar por 168 horas (7 dias) a una temperatura de 22 + 2°C

Segunda parte.

a) Al finalizar el periodo de germinacion contar las semillas que germinaron en
cada uno de los sistemas y determinar el % Clso de la germinacion.

b) Registrar de signos de fitotoxicidad en la parte de observaciones en la tabla
tomando en cuenta: necrosis en pelos absorbentes, pelos absorbentes poco
desarrollados, radiculas ensortijadas o manchas.

c) Medir utilizando una regla la longitud de la radicula y del hipocotilo de cada
una de las plantas de los diferentes tratamientos. La medida de elongacion
de la radicula se considera desde el nudo (regibn mas engrosada de
transicion entre la radicula y el hipocotilo) hasta el apice radicular. La medida
de elongacion del hipocotilo se considera desde el nudo hasta el sitio de
insercion de los dos cotiledones.

d) Calcular el % Clso de la longitud del hipocétilo y de la radicula mediante el
método Probit.

cotiledones

hipocotilo

radicula

Fig 1. Morfologia de la semilla y la plantula de lechuga Lactuca sativa.
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Fig 2. Estadios por los que atraviesa la semilla Lactuca sativa durante el ensayo
de germinacioén y elongacion

Interpretacion de los resultados

Los efectos cuantificados sobre la elongacién de la radicula o del hipocotilo
son efectos subletales. La inhibicion en la germinacion podria considerarse como
un efecto letal siempre y cuando podamos corroborar que finalizada la exposicién a
una muestra las semillas no germinaron por muerte del embrion y que no existe
simplemente un retraso en el proceso de germinacién, manteniéndose la viabilidad
de la semilla.

Disposicién de residuos
En base a las normas NOM-087-ECOL-SSA1-2002 y NOM-052-SEMARNAT 2005:

e Las semillas expuestas al ensayo, asi como el papel filtro deberan depositarse
en una bolsa y pueden desecharse en la basura municipal.
e Las soluciones de prueba pueden ser desechadas en la tarja.
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Resultados

Tabla 2. Resultados por equipo de la CI50.

- Crecimiento Obse_rv aciones
Semillas asociadas a la
(cm) Toxicidad
C+
C-
1
2
3
4
5
6
Tabla 3. Resultados por grupo de la Clso.
Téxico Iso'::;‘::::: Clso Germinacién Hipgclfgtilo Ragl!zoula
1
2
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Grafica 1. Log concentracion vs Unidades Probit de semillas no germinadas
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Practica 7
Determinacion de nitritos en embutidos

Los nitritos son aditivos utilizados en la industria alimentaria, especialmente
en productos carnicos como embutidos, para diversos propésitos (Govari & Pexara,
2015). Aun que desempefian un papel importante en la calidad y seguridad de los
alimentos, también presentan una importancia toxicologica que debe ser
considerada debido a sus potenciales efectos adversos para la salud (Shakil et al.,
2022).

Una de las preocupaciones en relacion con los nitritos en embutidos radica
en su capacidad para formar nitrosaminas y metahemoglobina. Las nitrosaminas
son compuestos quimicos que pueden ser potencialmente cancerigenos para los
seres humanos (McMahon et al., 2022). Estas sustancias se forman cuando los
nitritos reaccionan con aminas presentes en los alimentos, especialmente en ciertas
condiciones. Algunas nitrosaminas se han asociado con diferentes tipos de cancer,
especialmente cancer de estdmago, esofago, colon y vejiga. Por lo tanto, el
consumo excesivo de nitritos y la exposicion prolongada a nitrosaminas pueden
aumentar el riesgo de desarrollar cancer. Por su parte; la metahemoglobina es
incapaz de transportar oxigeno de manera eficiente, o que puede provocar hipoxia
o falta de oxigeno en los tejidos del organismo (De Mey et al., 2014; McMahon et
al., 2022).

Es importante destacar que, aunque los nitritos pueden presentar riesgos
para la salud en ciertas circunstancias, también juegan un papel importante en la
prevencion del botulismo, una enfermedad potencialmente mortal causada por la
bacteria Clostridium botulinum. Los nitritos, al combinarse con ciertas proteinas,
inhiben el crecimiento de esta bacteria y ayudan a mantener la seguridad
microbiolégica de los productos carnicos (Govari & Pexara, 2015).

Por lo tanto, su uso debe estar regulado y controlado para garantizar que los
niveles sean seguros para el consumo humano y se minimice el riesgo para la salud.
Es esencial seguir las pautas y normativas establecidas por las autoridades
sanitarias y la industria alimentaria para garantizar la seguridad de los productos
que consumimos. Para minimizar el riesgo y garantizar la seguridad de los
embutidos, se han implementado regulaciones y limites maximos de uso de nitritos
en la industria alimentaria. Las normativas, como las Normas Oficiales Mexicanas
(NOM) NOM-213-SSA1-2018 e internacionales como la Norma General para los
Aditivos Alimentarios del Codex Alimentarius de la FAO (Organizacion Mundial de
la Salud, 1995) establecen los niveles permitidos de nitritos en los alimentos y
especifica los métodos adecuados para su uso seguro.
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Objetivos

Determinar la concentracion de nitritos en diferentes muestras comerciales
de embutidos, mediante un método espectrofotométrico.

Analizar si el contenido de nitritos en los embutidos se encuentra dentro de
los limites establecidos en la normatividad mexicana.

Cuestionario previo

¢ Cual es la diferencia quimica entre los nitratos y nitritos?
Mencionar los principales usos de los nitritos y nitratos.

¢ Qué compuesto se forma en la reaccion de Griess?

Explicar el mecanismo de formacién de nitritos en el humano.
Explicar la toxicocinética y toxicodinamia de los nitratos y nitritos.

abhwb =

Actividades previas a la practica
Conseguir 1 g de embutido de marcas poco conocidas o sin marca.

Tabla 1 Muestras de embutidos por equipo

Eq. Tipo de muestra Marca
1
2

3

4

5

6

7

8

9

10
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Desarrollo experimental

Se realizara de acuerdo con los métodos de prueba descritos en la NOM-
213-SSA1-2002 con algunas modificaciones. Este método se basa en la reaccion
del analito en medio acido para formar una sal diazonio que acoplada a aminas
aromaticas produce un colorante azo (diazotizacion de Griess). Esta reaccion de
color es monitoreada facilmente por método espectrofotométrico.

Preparacion de la muestra

a) Para todos los equipos se calentara agua libre de nitritos a 80 °C en un vaso de
precipitados de 1 litro.
b) Por equipo pesar 0.5 g de la muestra elegida.

Desarrollo de la prueba con la muestra problema.

a) La muestra finamente molida se coloca en un vaso de precipitados de 50 mL y
se agrega aproximadamente 10 mL de agua libre de nitritos a 80°C.

b) Mezclar perfectamente con un agitador, teniendo cuidado de romper todos los
grumos, transferir todo el contenido a un matraz volumétrico de 50 mL.

c) Lavar el vaso y el agitador con varias porciones de agua caliente (con 20 mL
aproximadamente).

d) Colocar el matraz en bafno maria por espacio de 1.5 hrs, agitando
ocasionalmente.

e) Si hay color anadir menos de 2 g de carbdn vegetal y agitar.

f) Enfriar a temperatura ambiente y aforar a 50 mL con agua libre de nitritos y
mezclar.

g) Filtrar hasta obtener un filtrado claro, libre de turbidez. Tomar una alicuota de 5
mL y colocarlo en un tubo.
Nota: en caso de que esté turbio, realizar una dilucién para obtener una solucién
traslucida.

h) Agregar 200 L de reactivo de Griess, mezclar y dejar reposar 10 minutos para
desarrollar color.

i) Leer la absorcion en un espectrofotdmetro a una longitud de 520 nm, ajustando
el aparato a cero de transmisién con el blanco de reactivos.

j) Trazar la curva estandar e interpolar el valor y calcular la concentracién de
nitritos de la muestra elegida.

Preparacion de la curva de calibracion

a) En matraces volumétricos de 25 mL adicionar un poco de agua destilada y los
siguientes volumenes de solucion patron de nitrito de sodio (0.005 mg/mL),
aforando con agua destilada.
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Tabla 2. Curva estandar de nitritos.

Sistema solucion patrén (mL) Concentracion (mg/mL)
Blanco co | e

1 0.125
0.25
0.5
1.0
2.0
4.0
8.0

Njoa b~ wiN

b) Tomar una alicuota de 5 mL de cada sistema y agregar 200 pL del reactivo de
Griess.

c) Mezclar perfectamente y después de 10 minutos, leer en espectrofotometro de
ultravioleta visible a 520 nm. Ajustar el cero del instrumento con el blanco.

d) Trazar una curva graficando concentraciones (en mg de NaNO:2) contra
absorbancias y usar estos patrones para comparar visualmente.

Disposicion de residuos
En base a las normas NOM-087-ECOL-SSA1-2002 y NOM-052-SEMARNAT 2005:
e Todos los restos solidos de embutidos se pueden depositar en el bote de basura,
al igual que el papel filtro.

e El contenido de los tubos de reaccidn de las muestras y curvas seran
depositados en un frasco debidamente etiquetado.

Resultados

Tabla 3. Curva de calibracion de nitrito de sodio.

Sistema (m%?;ieglr?\l(:;gz) Absorbancia
1
2
3
4
5
6
7
Ecuacion de la curva:
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Tabla 4. Concentracion de nitrito de sodio en las muestras de embutidos.

Eq. Muestra Marca Peso (g) | Absorbancia mﬂ;ﬁ%ge
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
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Practica 8
Determinacion de alcaloides en orina

Los alcaloides forman parte de un grupo heterogéneo de metabolitos
secundarios que producen las plantas. La mayoria son compuestos solidos,
cristalinos, incoloros, de reaccion basica, que contienen uno o mas atomos de
nitrogeno que forman parte de un anillo; cuando se encuentran en forma de sal
idnica son solubles en agua y si se encuentran en forma de base libre son solubles
en disolventes organicos; con propiedades farmacologicas que dependen de los
grupos quimicos y configuracion que presentan (Valencia, 1995; Olofinsan et. al.,
2023).

Los alcaloides poseen especial interés por las actividades farmacologicas
que ejercen, ya sea como depresores a nivel de sistema nervioso central (morfina,
escopolamina), estimulantes (estricnina, cafeina), simpaticomiméticos (efedrina),
simpaticoliticos (yohimbina, ergotamina) parasimpaticomiméticos (fisostigmina,
pilocarpina), anticolinérgicos (atropina, hiosciamina). Asi mismo, otros presentan
propiedades antitumorales (vinblastina), antipaludicas (quinina), analgésicas
(morfina), amebicidas (emetina), entre otras (Bruneton, 2001; Valencia, 1995;
Heinrich et. al., 2021). Con estas propiedades, se les ha utilizado en la terapéutica
de varias enfermedades, pero un uso prolongado puede generar dependencia y/o
toxicomanias.

Las intoxicaciones por drogas de abuso, ha conllevado a desarrollar e
implementar técnicas analiticas para conocer las sustancias a las que se expuso el
paciente. Por lo que es importante la adecuada obtencién y almacenamiento de la
muestra bioldgica para obtener resultados utiles. La orina es el espécimen mas
utilizado para monitorear el consumo de drogas de abuso o la exposicidén a toxicos
industriales 0 ambientales (o0 sus metabolitos), ya que es un proceso no invasivo y
que proporciona cantidades apreciables de muestra (Queraltd, 2011).

Los métodos utilizados para la deteccion de alcaloides van precedidos de
una extraccion y posterior reaccidn de precipitacion. La extraccion se basa
principalmente en la diferente solubilidad que presentan las bases y sus sales (que
forman con acidos minerales u organicos) en agua y en disolventes organicos. Las
reacciones de precipitacion consideran la capacidad que poseen de combinarse con
metales y metaloides como bismuto, mercurio, tungsteno, yodo (ensayos
presuntivos) (Bruneton, 2001; Valencia, 1995). Los métodos presuntivos indican
ausencia o presencia de determinadas sustancias en una muestra, por lo que para
una identificacion positiva se pueden utilizar otros métodos analiticos como
cromatografia de capa fina, GC, HPLC o inmunoensayos, entre otros (SNMLyCF,
2017).
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Objetivos

Aislar un alcaloide de una muestra biolégica (orina) basandose en la
diferencia de solubilidad de las bases y de sus sales, en medio acuoso y con
solventes organicos.

Cuestionario previo

1. Definir qué es un alcaloide y describir sus caracteristicas quimicas para su
aislamiento.

2. Mencionar los alcaloides mas importantes desde el punto de vista de drogas
de abuso y describir los signos y sintomas que ocasionan.

3. Mencionar el fundamento de cada una de las técnicas usadas en la practica,
asi como ventajas y desventajas de éstas.

4. Mencionar cuales son las principales técnicas analiticas confirmativas para
un mejor analisis quimico toxicologico de drogas incluyendo de forma breve
su fundamento.

Actividades previas a la practica

Conseguir una muestra de orina (50 mL) de una persona que consuma
alcaloides de manera continua, conservar en refrigeracion previo a la practica.

Desarrollo experimental

Separar 25 mL de la orina para el inmunoensayo y 25 mL para la
extraccion del alcaloide.

1. Extraccién del alcaloide.

Extracto Etéreo 1

a. A 25 mL de orina, agregar HCI 1N hasta un pH = 4.0.

b. Realizar 3 extracciones con 10 mL de éter etilico c/u.

c. Colectar la fase etérea de las 3 extracciones en un vaso de precipitado
(volumen total de 30 ml aprox.) y guardar la fase acuosa (orina) para la
obtencion del extracto 2.

d. A lafase etérea afiadir sulfato de sodio anhidro y filtrarla.

e. Evaporar en bafio maria en un vaso de precipitado hasta tener
aproximadamente 5mL de la muestra y realizar las pruebas presuntivas.
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Extracto Etéreo 2

f. Alcalinizar la fase acuosa adicionando unas gotas de hidroxido de amonio
hasta un pH =9 - 10.

g. Extraer con éter etilico en 3 ocasiones (10 mL cada una)

h. Colectar la fase etérea de las 3 extracciones en un vaso de precipitado
(volumen total de 30 ml aprox.). Guardar la fase acuosa (orina) para la
obtencidén del extracto cloroférmico.

i. Alafase etérea anadir sulfato de sodio anhidro y filtrarla.

j- Evaporar en bafio maria hasta tener aproximadamente 5mL de la muestra y
realizar las pruebas presuntivas.

Extracto Cloroférmico

k. La fase acuosa es reextraida con 10 mL de cloroformo en 3 ocasiones c/u.

|. Colectar la fase cloroférmica de las 3 extracciones en un vaso de precipitado
(volumen total de 30 ml aprox.)

m. Afadir sulfato de sodio anhidro vy filtrarla.

Evaporar en baio maria hasta tener aproximadamente 5mL de la muestra y

realizar las pruebas presuntivas.

>

2. Pruebas presuntivas

Se realizan por separado a cada uno de los extractos, al extracto etéreo #1, al
extracto etéreo #2 y al extracto cloroférmico, en los pozos de una placa de
porcelana.

a. Reaccion de Dragendorff. Colocar 2 gotas del extracto mas dos gotas del
reactivo y observar si existe la aparicibn de un precipitado naranja
caracteristico de una prueba positiva.

b. Reaccién de Mayer. Colocar 2 gotas del extracto mas dos gotas del reactivo
y observar si existe la aparicion de un precipitado color crema caracteristico
de una prueba positiva

c. Reaccion de Bouchardart. Colocar 2 gotas del extracto mas dos gotas del
reactivo y observar si existe la aparicion de un precipitado café marrén
caracteristico de una prueba positiva.

d. Reaccion de Mandelin. Agregar unas gotas de vanadato de amonio (3 o 4)

sobre el alcaloide y a su lado una gota de H2SO4, mezclar ligeramente y en
la unién de los reactivos verificar el color formado al primer contacto entre el
vanadato y el alcaloide con el H2SO4, continuar mezclando y ver como vira
el color inicial.
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3. Determinacion de alcaloides por inmunoensayo

a. Verificar que el empaque del cartucho esté perfectamente cerrado.
b. No tocar ni mojar la zona reactiva.

c. Enun vaso de 150 mL colocar 25 mL de orina y colocar la prueba.
d. Esperar hasta que aparezca la banda de color.

RESULTADOS
I. Pruebas presuntivas.
S
o c <
- o) g o))
Y] - =
0Q o Q Q
() 2 < 0]
= a ® =
Q. ) pe> |
o -
Fase etérea acida | ~N
o/ \_/ oo/ =,
Fase etérea basica | /™ \ N\
NS / ot \_/
Fase cloroférmica | 7 (Y () /)
\ / o ¢ \\ 5 4
COLOR INICIAL | COLOR FINAL | ALCALOIDE IDENTIFICADO
Lila palido Fugaz Heroina
Anaranjado Gris Quinina
Azul - Verde Azul Codeina
Verde aceituna Incoloro Amfetamina

Il. Inmunoensayo cromatografico.

inmunoensayo
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Fig. 2 Ejemplo de resultado positivo
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Disposicion de residuos

Con base a las normas NOM-087-ECOL-SSA1-2002 y NOM-052-SEMARNAT
2005:

e La muestra de orina sobrante debera vaciarse en el inodoro y el envase puede
lavarse con agua y jabon.

e Las fases de la extraccion de los alcaloides seran depositados por separado en
los frascos debidamente etiquetados junto a la tarja.

e La placa de porcelana puede ser lavada normalmente, si se emplea algodén o
papel para limpiarla entre una reaccién y otra este sera depositado dentro de
una bolsa en la basura.

e Los inmunoensayos pueden ser guardados por los alumnos para su reporte si lo
desean o bien depositarse en la basura dentro de su empaque o una bolsa de
plastico.

Resultados

Tabla 1. Resultados de las pruebas presuntivas de alcaloides.

DRAGENDORFF MAYER BOUCHARDAT MANDELIN
+- +- +/- +/-
Eq.
#1 #2  #3 #1 #2 #3 #1 #2 #3 | # #2 #3
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
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Tabla 2. Resultados del inmunoensayo cromatografico.

m
Q

Resultado (+/-) Alcaloides Identificados

O 0 N o O A WO N =

-
o
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Practica 9
Produccion de metahemoglobina por nitritos y efecto
protector del azul de metileno

La metahemoglobina es una ferritoprotoporfirina idéntica a la hemoglobina.
En estas condiciones no es capaz de intercambiar Oz y se anula su funcién (Larios,
2008). Las fuentes inductoras de metahemoglobina son los nitritos, las anilinas, los
nitratos, los anestésicos locales y algunos antibiéticos (Bura et al., 2025). La
sintomatologia causada por la metahemoglobinemia esta relacionada con la
disminuciéon de la oxigenacién de los tejidos. Enfermedades previas como
insuficiencia cardiaca, enfermedades pulmonares y anemia incrementan la toxicidad

En condiciones fisiolégicas, una pequefa cantidad de hemoglobina se oxida
a metahemoglobina, no superando el 1% del total. Este estado de equilibrio entre la
hemoglobina y la metahemoglobina se mantiene por la presencia de dosis sistemas
enzimaticos reductores de la metahemoglobina dentro del eritrocito. El sistema
reductor primario es una metahemoglobina reductasa NADH dependiente que
cataliza la reduccion del 95 % de la metahemoglobina a hemoglobina.

Los pacientes con niveles de metahemoglobina del 10 al 15 % con frecuencia
presentan una coloracion ciandtica en la piel y las mucosas. Niveles entre 20 y 40
% producen ademas de cianosis, cefalea, fatiga, debilidad, vértigo, intolerancia al
ejercicio y taquicardia. Con niveles mayores del 40 %, se agrega disnea,
bradicardia, letargia, convulsiones y acidosis metabdlica, y niveles mayores al 70 %
pueden causar la muerte (PharmGKB, 2023).

El tratamiento de la metahemoglobinemia consiste en la administracion de
azul de metileno al 1%. La dosis es de un 1-2 mg/Kg de peso corporal, por via
intravenosa diluido en suero glucosado 5% administrado en 5 minutos. Pudiéndose
repetir la dosis al cabo de 30-60 min, pero sin superar la dosis de 7 mg/kg (Risso,s.f).

En personas con déficit de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, el antidoto de
eleccion es el acido ascorbico: 1-4 g por via intravenosa. Si no hay respuesta se
puede duplicar esta dosis, 0 en su defecto se necesitara una transfusion la cual esta
indicada en ausencia de respuesta al azul de metileno (cuando se alcanzan los 7
mg/kg) (Risso,s.f).
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Objetivo

Cuantificar la cantidad de metahemoglobina por la administraciéon de nitrito
de sodio en roedores.

Demostrar la capacidad reductora del azul de metileno en el tratamiento para
la metahemoglobinemia.

Cuestionario previo

1. Explicar el mecanismo de accion del azul de metileno.

2. ¢Por qué se realizan en el espectrofotometro 3 lecturas diferentes y a diferentes

longitudes de onda?

¢, Cual es la importancia de usar ferricianuro de potasio?

Mencionar tres ejemplos de xenobidticos que pueden inducir

metahemoglobinemia.

5. ¢Cuales son las sustancias que se emplean en el tratamiento para la
metahemoglobinemia?

o

Actividades

Pesar cada uno de los roedores, marcarlos y distribuirlos en lotes I, Il y Il y
administrarlos de acuerdo con la siguiente tabla:

Tabla 1. Tratamiento de los roedores el dia de la practica.

Lote Tratamiento
Administrar al roedor por via i.p, 0.1-0.2 mL de SSF, esperar 20 minutos y
[ colocarlo dentro de la camara de anestesia.

Administrar al roedor por via i.p. 50 mg/Kg de nitrito de sodio disuelto en SSF
Il (30 mg/mL), esperar 20 minutos y colocarlo dentro de la camara de anestesia.

Administrar al roedor por via i.p. 50 mg/Kg de nitrito de sodio disuelto en SSF
(30 mg/mL), después de 15 min administrar via ip. 4 mg/kg de una solucién de
]| azul de metileno disueltos en SSF (8 mg/mL), esperar 20 min y colocarlo dentro
de la camara de anestesia.

Departamento de Ciencias Bioldgicas Seccién Bioguimica y Farmacologia Humana

Pdgina 67



Manual de Laboratorio de Toxicologia 2026-I

Lic. en Bioquimica Diagnéstica  Lic. en Farmacia

Desarrollo Experimental

Preparar la jeringa con 0.2 mL de EDTA 10% para realizar la puncion cardiaca
Saturar la camara de anestesia con éter para anestesiar al roedor.

Una vez anestesiado el roedor realizar la puncion cardiaca para obtener 0.5 mL
de sangre y colocarla en un tubo de ensaye y mezclar.

1.
2.
3.

Obtencion de lectura A1

4. Colocar 4.9 mL de buffer de fosfatos en un tubo de ensaye.

5. Agregar 0.1 mL de sangre con EDTA.

6. Mezclar y dejar reposar durante 5 minutos.

7. Centrifugar a 2500 rpm por 10 minutos.

8. Decantar recuperando el sobrenadante.

9. Leer en el espectrofotometro a 630 nm (Lectura A1).

10.Cada equipo colocara en un tubo de ensaye de 5 mL de Buffer de fosfatos, el
cual sera usado como blanco.

11.Regresar la solucion de la celda al tubo problema.

Obtencion de lectura A2

12.Regresar la solucion Buffer al tubo de ensaye.

13.Agregar al sobrenadante y al blanco 1 gota de solucion neutralizada de cianuro
de potasio.

14.Mezclar y dejar reposar 2 minutos.

15. Determinar nuevamente la absorbancia a 630 nm (Lectura A2). (Blanco de Buffer
de fosfatos con 1 gota de solucién neutralizada de cianuro).

16.Regresar el contenido de cada celda al tubo correspondiente

Obtencion de lectura A3

17.Agregar una gota de hidréxido de amonio concentrado al tubo problema y al tubo
blanco y mezclar.

18. Transferir 1 mL de la solucién del tubo problema, a otro tubo y agregar 4 mL de
la solucién amortiguadora y 50 pL de la solucion de ferricianuro de potasio al
20% en solucion acuosa.

19.Preparar un blanco empleando 1 mL de la solucion del tubo blanco, a otro tubo
y agregar 4 mL de la solucién amortiguadora y 50 pL de la solucion de
ferricianuro de potasio al 20% en solucion acuosa.

20.Después de 2 minutos agregar una gota de la solucion neutralizada de cianuro
de potasio a cada tubo (blanco y problema).

21.Mezclar, esperar 10 minutos y determinar la absorbancia a 540 nm (Lectura A3).
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Calculos.
Hbt (—£—) = 43x367
100 mL
MHbt ( g )= (A1-A2)x234
100 mL

MHbt
MHDbt en sangre% = (

bt )x100

Disposicion de residuos

Con base a las normas NOM-087-ECOL-SSA1-2002 y NOM-052-SEMARNAT

2005:

v Los cadaveres de los roedores al no habérseles inoculado ningun
microorganismo patdégeno seran depositados en una bolsa de plastico
transparente, misma que se entregara al laboratorista quien la llevara al
congelador para ser trasladada posteriormente al incinerador de la facultad.

v’ Las agujas de las jeringas se depositaran en el contenedor rojo.

v Las jeringas no se consideran RPBI por lo que se pueden desechar envueltas
en la basura.

v' La torunda con éter debe envolverse en papel y posteriormente desechada en
la basura.

v' Las soluciones provenientes de las reacciones en base a sus caracteristicas
quimicas son consideradas residuos peligrosos, por lo que se depositaran en
frascos etiquetados adecuadamente.
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Resultados

Tabla 2. Absorbancias obtenidas durante la experimentacion.

m
o]

Lote A1 A2 A3 Hbt MHbt % MHbt

Ol O N O O | W N =

-
o
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Practica 10
Toxicidad de sistemas submicronicos

El desarrollo de sistemas submicronicos ha revolucionado multiples areas del
conocimiento, especialmente en el area biomédica, en donde se exploran como
plataformas para la liberacién controlada de farmacos, vehiculos de genes y
sustancias con actividad bioldgica y como medio de contraste en el diagnostico.
Estas estructuras, con dimensiones generalmente inferiores a los 100 nanémetros,
poseen una alta relacion superficie-volumen, lo que permite modificar su
funcionalizacion quimica, carga superficial y comportamiento en células aisladas u
organismos, ampliando sus aplicaciones (Vaseem et al., 2023). No obstante, estas
propiedades que las hacen tan versatiles también plantean desafios significativos
en términos de toxicidad por el acceso a espacios que otros sistemas no poseen,
por su acumulacion en tejidos y posibles efectos adversos en células humanas y
modelos animales.

El creciente interés de la nanotecnologia en medicina ha impulsado el
desarrollo de nanomateriales con disefios cada vez mas sofisticados; sin embargo,
la transicion de estas particulas desde el laboratorio hacia aplicaciones clinicas
exige evaluaciones rigurosas de su inocuidad. En este contexto, las pruebas de
toxicidad celular constituyen una herramienta esencial para establecer si las NPs
interfieren con procesos biolégicos basicos como la integridad de membranas, la
viabilidad celular o la homeostasis intracelular (Sharma et al., 2022). Entre estas
pruebas, destaca el ensayo con azul de tripano, que permite identificar células con
membranas comprometidas en su funcion, ya que el colorante penetra unicamente
en células no viables, facilitando una evaluacion rapida y efectiva de la citotoxicidad
inducida por sistemas submicrénicos (Marques et al., 2022).

Adicionalmente, la prueba de hemdlisis en eritrocitos humanos constituye un
parametro clave en la evaluacion toxicolégica de sistemas submicrénicos,
especialmente cuando pueden ser administrados por via intravenosa. La
susceptibilidad de la membrana eritrocitaria a dafios fisicos o quimicos la convierte
en un excelente modelo para detectar posibles efectos hemoliticos de
nanomateriales, los cuales pueden desencadenar complicaciones sistémicas si no
se controlan adecuadamente (Malekmohammadi et al., 2023). Los datos de
hemodlisis proporcionan informacion preliminar fundamental sobre la compatibilidad
hematica de nuevos sistemas submicronicos.

Asi, en un panorama donde la nanotecnologia representa un area en

constante desarrollo e innovacién con aplicaciones amplias, pero también con
riesgos potenciales a células u organismos vivos.
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Objetivo

Evaluar la capacidad de sistemas submicronicos por alterar la funcién
membranal mediante pruebas in vitro de hemdlisis en eritrocitos humanos y la
tincion celular con azul de tripano en linfocitos, con el fin de identificar posibles
efectos toéxicos.

Cuestionario previo

1. ¢Qué caracteristicas fisicoquimicas hacen que los sistemas submicrénicos

sean utiles en aplicaciones biomédicas?

¢, Qué se entiende por viabilidad celular?

Explique brevemente en qué consiste el ensayo de exclusion con azul de

tripano y qué informacién proporciona.

4. ;Por qué es importante realizar una prueba de hemdlisis cuando se trabaja
con sistemas submicronicos de uso potencial intravenoso?

5. Mencione al menos dos factores de los sistemas submicrénicos que podrian
influir en su toxicidad celular.

6. Desde una perspectiva ética, ¢ por qué es importante evaluar la toxicidad de
los sistemas submicronicos antes de su uso en humanos?

A

Desarrollo experimental

l. Obtencion de sangre.

a) Por mesa de trabajo obtener por venopunciéon de una sola persona dos
muestras de sangre en tubos de EDTA de 7 mL.

b) Por grupo se necesitan 4 tubos de sangre con EDTA (3 para hemolisis y
uno Ensayo de exclusion con azul de tripan) que realizaran dos personas
asignadas por el profesor.

1. Prueba de hemodlisis

1. Lavado de la muestra.

c¢) Centrifugar las muestras a 3500 rpm durante 10 minutos.

d) Remover cuidadosamente el plasma y el “buffy coat”, que contiene
leucocitos y plaquetas, con ayuda de una pipeta.

e) Anadir 1 mL de solucion salina fisiolégica por 3 mL de sangre por las
paredes del tubo de manera lenta para evitar la hemolisis del paquete
eritrocitario.

f) Homogeneizar suavemente la mezcla y centrifugar nuevamente a 3500
rpm por 5 minutos.
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g) Retirar el sobrenadante y cualquier resto visible de “buffy coat’.
h) Repetir el procedimiento del lavado una vez mas.

1. Preparacion de los sistemas experimentales.

a) Rotular los tubos Eppendorf y colocar en cada tubo los eritrocitos
lavados y anadir el tratamiento segun la mesa de trabajo y asi como
su respectivo control negativo, segun lo indicado en la tabla 1.

b) Una persona preparara el control positivo de hemolisis en diferentes
concentraciones, que consiste en realizar el lavado de la muestra con
los tres tubos extraidos por grupo y colocar los reactivos de acuerdo
con lo indicado en la tabla 2.

Tabla. 1 Preparacion de sistemas para la evaluacion de hemdlisis con diferentes
concentraciones de sistemas submicronicos

Sistema experimental por mesa
Reactivo ( pl)
1 2 3 4 5
SSF 94 86 75 50 ---
Paquete de eritrocitos 250 250 250 250 250
Sistema submicrénico 6 12 25 50 100

v" Para el control negativo se agrega 100 ul de SSF y 250 ul de paquete de eritrocitos

Tabla. 2 Preparacion de sistemas para el control positivo

Reactivo( pl) Sistemas control positivo
1 2 3 4 5
SSF 94 86 75 50 ---
Paquete de eritrocitos 250 250 250 250 250
Triton 1% 6 12 25 50 100

v' Para el control negativo se agrega 100 ul de SSF y 250 ul de paquete de eritrocitos

2. Incubacion y medicion de hemdlisis.

a) Incubar todos los sistemas experimentales a 37 °C en bafio maria durante 20

minutos.

b) Al finalizar el tiempo de incubacion, centrifugar las muestras a 3500 rpm

durante 5 minutos.

c) Rotular 2 tubos de ensayo y colocar en cada uno 2 mL de solucién salina

fisioldgica (SSF) y adicionar 20 yL del sobrenadante de cada muestra.
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Nota: En el caso del control positivo como se tienen 6 tubos eppendorf se
rotulan 6 tubos de ensaye y se adiciona a cada uno 2 mL de solucion salina
mas 20 ul de cada sistema.

d) Leer la absorbancia a 540 nm utilizando como blanco un tubo con solo SSF.

3. Calculo del porcentaje de hemdlisis. Calcular el porcentaje de hemdlisis
utilizando la siguiente formula:

% de Hemblisis = Abs muestra — Abs C negativo 100
0 e MEMONSS = “ps ¢ positivo — Abs C negativo *

e Abs muestra, es la absorbancia obtenida con cada sistema de sistemas
submicrénicos

e Abs C negativo, es la absorbancia del sistema con SSF (sin hemdlisis
esperada).

e Abs C positivo, es la absorbancia de una muestra sometida a hemdlisis total
(utilizar el sistema 5 de la curva del control positivo)

1. Ensayo de exclusion con azul de tripan

1. Obtencién de células mononucleares

a) Diluir 3 mL de sangre total (sin centrifugar) con 900 uL de SSF agregandola
con cuidado por las paredes.

b) Rotular 3 tubos eppendorfy colocar 300 uL de Ficoll mas 1000 yL de muestra
cuidando de no homogenizar el sistema, centrifugar a 13,000 rpm por 30
minutos,

c) Recuperar el plasma y la fase de mononucleares en otro tubo eppendorf.

d) Centrifugar a 13,000 rpm por 5 minutos y decantar el sobrenadante cuidando
de no desechar el boton celular.

e) Finalmente, resuspender de acuerdo con la tabla 3 y preparar los sistemas.

2. Preparacion de los sistemas experimentales.

Rotular los tubos Eppendorf y proceder de inmediato con la preparacién de los
sistemas experimentales segun indicado en la tabla 3.
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Tabla. 3 Preparacion de las muestras

Reactivo (uL) Control (+) [ Control (-) [ Sistema experimental
Triton 100X 1% 25 - -
Sistemas submicrénicos - - 75
SSF 175 200 125

Incubacién y preparacion de la muestra para el conteo.

a) Incubar todos los sistemas experimentales a 37 °C en bafio Maria durante 15
minutos para permitir la interaccidn entre los sistemas submicronicos y las
células.

b) Mientras tanto, preparar tres tubos Eppendorf, agregar 20 yL de azul de
tripan en cada uno y rotularlos adecuadamente.

c) Al finalizar la incubacion, afadir 20 uL de cada muestra a su respectivo tubo
con azul de tripan,

d) Mezclar suavemente y montar en la camara de Neubauer para realizar el
conteo celular bajo el microscopio.

Nota: La persona que prepara esta prueba preparar los tubos para cada mesa

4. Conteo de células viables.
a) Realizar el conteo celular bajo el microscopio 6ptico usando objetivo de 10x

Departamento de Ciencias Bioldgicas

haciendo uso de la camara de Neubauer, contando unicamente los 2 cuadros
primarios periféricos (CPP), que se encuentran senalados en la Fig. 1,
distinguiendo entre células viables (excluyen el colorante) y células no viables
(tinen de azul), y registrar por separado el numero de células viables y no viables.
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Fig. 1 Camara de Neubauer.
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Calcular el porcentaje de viabilidad celular utilizando la siguiente formula:

no.de células vivas

% de viabilidad = - x 100
no.de células totales

Disposicion de residuos

Con base a las normas NOM-087-ECOL-SSA1-2002 y NOM-052-SEMARNAT
2005:

e Las agujas de las jeringas se depositaran en el contenedor rojo.

e Las jeringas no se consideran RPBI por lo que se pueden desechar envueltas
en la basura.

e Tubos con sangre y muestras de plasma deberan de ser colocados en cloro
al 6% por 30 min y posteriormente desechar a la tarja

Resultados

Tabla 4 Resultados obtenidos para el control positivo

Sistema Abs % de hemolisis Abs del Control
1 negativo
2 % de Hemolisis
3
4
5

Tabla 5 Resultados obtenidos para los sistemas submicronicos

Sistema | Abs1 | Abs2 | Promedio | % de hemolisis
1
2
3
4
5
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Tabla 6 Resultados viabilidad

Sistema | % Viabilidad

C-

C+

NPs
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Examen 1. Metanol

GRUPO BQD F FECHA EQUIPO
NOMBRE FIRMA
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Examen 2. Plomo

GRUPO BQD F FECHA EQUIPO
NOMBRE FIRMA
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Examen 3. Etanol

GRUPO BQD F FECHA EQUIPO
NOMBRE FIRMA
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Examen 4. identificacion y cuantificacion de CN en muestras vegetales

GRUPO BQD F FECHA EQUIPO
NOMBRE FIRMA
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Examen 5. Determinacion de CLsg en artemias salinas

GRUPO BQD F FECHA EQUIPO
NOMBRE FIRMA
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Examen 6. Toxicidad de semillas de lechuga

GRUPO BQD F FECHA EQUIPO
NOMBRE FIRMA
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Examen 7. Determinacion de nitritos en embutido

GRUPO BQD F FECHA EQUIPO
NOMBRE FIRMA
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Examen 8. Determinacion de alcaloides en orina

GRUPO BQD F FECHA EQUIPO
NOMBRE FIRMA
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Examen 9. produccion de metahemoglobina y efecto protector del azul de metileno

GRUPO BQD F FECHA EQUIPO
NOMBRE FIRMA
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Examen 10. Toxicidad de sistemas submicronicos

GRUPO BQD F FECHA EQUIPO
NOMBRE FIRMA
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CODIGO: FPE-CB-DEX-01-09

VALE DE MATERIAL

N° Revisién: 00

ASIGNATURA Toxicologia SEMESTRE 2026-|
NOMBRE DEL SOLICITANTE
No. DE CUENTA GRUPO No. DE EQUIPO
NUMERO Y NOMBRE DE LA PRACTICA O EXPERIMENTO 1 Determinacion de metanol en bebidas
alcohdlicas
FECHA DE SOLICITUD FECHA DE DEVOLUCION
DESCRIPCION CANTIDAD OBSERVACIONES

Arillo metalico

Codo con boca esmerilada

Gradilla

Piseta con agua destilada

Llave Y de vidrio

Manguera latex

Matraz bola 500 ml

Mechero

Nuez para pinzas

Pinza para tubo de ensaye

Pinzas de 3 dedos

Pipeta graduada 5ml

Pipeta volumétrica 2ml

Tapones de latex para tubo de ensaye

Tapodn latex monohoradado

Pipeta volumétrica 1ml

Plancha hidraulico

Probeta graduada 50 mi

Propipeta

Refrigerante

Soporte universal

Tela de asbesto

Termdémetro

Tubo de ensaye 25x150

Tubos de ensaye 16x150

DW= N =222 WIN= NN =N -

Vaso de precipitado 250 ml

FIRMA DEL SOLICITANTE

LABORATORISTA O PROFESOR QUE ENTREGA LABORATORISTA O PROFESOR QUE RECIBE
EL MATERIAL EL MATERIAL
Nombre y firma Nombre y firma
ADEUDO

NOMBRE Y FIRMA DEL DEUDOR
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Practica 3 Determinacion de etanol en una muestra
bioldgica

FECHA DE SOLICITUD FECHA DE DEVOLUCION

DESCRIPCION CANTIDAD OBSERVACIONES

Caja Petri grande

Caja Petri completa chica

Gradilla

Matraz volumétrico 10 ml

Mechero

Pinzas para tubo de ensaye

Pipeta graduada 1ml

Pipeta graduada 2ml

Pipeta volumétrica 1 ml

Piseta

Probeta graduada 100 ml

Propipeta

Tela de asbesto

Tripié

Tubos de ensaye 15x100

NIWWWW=2|=2 2 INDW 2w

Vaso de precipitado 250 mL

FIRMA DEL SOLICITANTE

LABORATORISTA O PROFESOR QUE LABORATORISTA O PROFESOR QUE
ENTREGA EL MATERIAL RECIBE EL MATERIAL

Nombre y firma Nombre y firma

ADEUDO

NOMBRE Y FIRMA DEL DEUDOR




UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SECCION BIOQUIMICA Y FARMACOLOGIA HUMANA

CODIGO: FPE-CB-DEX-01-09

VALE DE MATERIAL

N° Revisién: 00

ASIGNATURA Toxicologia SEMESTRE 2026-
NOMBRE DEL SOLICITANTE
No. DE CUENTA GRUPO No. DE EQUIPO
NUMERO Y NOMBRE DE LA PRACTICA O EXPERIMENTO Practica 4 Identificacion y cuantificacion de
cianuro en muestras vegetales y titulacion
FECHA DE SOLICITUD FECHA DE DEVOLUCION
DESCRIPCION CANTIDAD OBSERVACIONES
Aro metalico

Codo de boca esmerilada

Frascos con tapon de rosca

Embudo de vidrio

Gradilla

Mangueras

Matraz aforado

Matraz de bola

Matraz Erlenmeyer

Mechero

Mortero con pistilo

Nuez

Pinzas de tres dedos

Pipeta graduada

Pipeta graduada

Pipeta volumétrica

Pipeta volumétrica

Piseta

Plancha hidraulica

Probeta graduada

Propipeta

Refrigerante

Soporte universal

Tapoén de hule

Tela de asbesto

Tubo de ensaye

Vaso de precipitado

Vaso de precipitado

Vidrio de reloj
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Y de vidrio
FIRMA DEL SOLICITANTE
LABORATORISTA O PROFESOR QUE ENTREGA LABORATORISTA O PROFESOR QUE RECIBE
EL MATERIAL EL MATERIAL
Nombre y firma Nombre y firma
ADEUDO

NOMBRE Y FIRMA DEL DEUDOR




UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SECCION BIOQUIMICA Y FARMACOLOGIA HUMANA

VALE DE MATERIAL

CODIGO: FPE-CB-DEX-01-09

N° Revisién: 00

ASIGNATURA Toxicologia

NOMBRE DEL SOLICITANTE

SEMESTRE 2026-

No. DE CUENTA

GRUPO

No. DE EQUIPO

NUMERO Y NOMBRE DE LA PRACTICA O EXPERIMENTO Practica 5 CL5 artemias salinas
Practica 6 Toxicidad aguda en semillas de lechuga

FECHA DE SOLICITUD

FECHA DE DEVOLUCION

DESCRIPCION

CANTIDAD

OBSERVACIONES

Caja Petri

8

Cristalizador

Embudo de vidrio

Pipeta graduada

Pipeta graduada

Pipeta graduada

Propipeta

1
1
3
1
2
1

Vaso de precipitado

—_

0

Vaso de precipitado

Probeta graduada

Piseta

3
1
1

FIRMA DEL SOLICITANTE

LABORATORISTA O PROFESOR QUE
ENTREGA EL MATERIAL

LABORATORISTA O PROFESOR QUE
RECIBE EL MATERIAL

Nombre y firma

Nombre y firma

ADEUDO

NOMBRE Y FIRMA DEL DEUDOR
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SECCION BIOQUIMICA Y FARMACOLOGIA HUMANA

UNAM
CUAUTITLAN

7834 on

VALE DE MATERIAL

CODIGO: FPE-CB-DEX-01-09

N° Revisién: 00

ASIGNATURA Toxicologia

SEMESTRE 2026-

NOMBRE DEL SOLICITANTE

No. DE CUENTA

GRUPO

No. DE EQUIPO

NUMERO Y NOMBRE DE LA PRACTICA O EXPERIMENTO Practica 7 Determinacion de nitritos en embutidos

FECHA DE SOLICITUD FECHA DE DEVOLUCION
DESCRIPCION CANTIDAD OBSERVACIONES
Embudo de vidrio 1
Gradilla

Matraz volumétrico 50 mL

Pipeta volumétrica 5 mL

Piseta

Propipeta

Tapdn de hule

Tubo de ensaye 25x150

Varilla de vidrio

Vaso de precipitado 100 mL

Vaso de precipitado 50 mL
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FIRMA DEL SOLICITANTE

LABORATORISTA O PROFESOR QUE
ENTREGA EL MATERIAL

Nombre y firma

LABORATORISTA O PROFESOR QUE

RECIBE EL MATERIAL

Nombre y firma

ADEUDO

NOMBRE Y FIRMA DEL DEUDOR




UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SECCION BIOQUIMICA Y FARMACOLOGIA HUMANA

VALE DE MATERIAL

CODIGO: FPE-CB-DEX-01-09

N° Revisién: 00

ASIGNATURA Toxicologia

SEMESTRE 2026-

NOMBRE DEL SOLICITANTE

No. DE CUENTA

NUMERO Y NOMBRE DE LA PRACTICA O EXPERIMENTO Practica 8 Determinacion de alcaloides en orina
FECHA DE DEVOLUCION

FECHA DE SOLICITUD

No. DE EQUIPO

DESCRIPCION

CANTIDAD OBSERVACIONES

Aro metalico con varilla

Embudo de filtracion

Embudo de separacién 125 mL

Nuez para pinzas de tres dedos

Pinzas de tres dedos

Pipeta Pasteur

Piseta con agua destilada

Placa de porcelana

Probeta 50 mL

Propipeta

Soporte universal

Triangulo de porcelana

Varilla de vidrio

Vaso de precipitado 100 mL

Vaso de precipitado 150 mL

Vidrio de reloj
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FIRMA DEL SOLICITANTE

LABORATORISTA O PROFESOR QUE
ENTREGA EL MATERIAL

LABORATORISTA O PROFESOR QUE
RECIBE EL MATERIAL

Nombre y firma

Nombre y firma

ADEUDO

NOMBRE Y FIRMA DEL DEUDOR

ASIGNATURA Toxicologia

SEMESTRE 2026-I




UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SECCION BIOQUIMICA Y FARMACOLOGIA HUMANA

VALE DE MATERIAL

CODIGO: FPE-CB-DEX-01-09

N° Revisién: 00

NOMBRE DEL SOLICITANTE

No. DE CUENTA

FECHA DE SOLICITUD

GRUPO No. DE EQUIPO
NUMERO Y NOMBRE DE LA PRACTICA O EXPERIMENTO Practica 9 Produccién de metahemoglobina por nitritos y

efecto protector de azul de metileno

FECHA DE DEVOLUCION

DESCRIPCION

CANTIDAD OBSERVACIONES

Gradilla

Pipeta graduada 0. 1 mL

Pipeta graduada 1 mL

Piseta

Propipeta

Tubos para centrifuga 10x100

Vaso de precipitados 100 mL
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FIRMA DEL SOLICITANTE

LABORATORISTA O PROFESOR QUE
ENTREGA EL MATERIAL

Nombre y firma

LABORATORISTA O PROFESOR QUE
RECIBE EL MATERIAL

Nombre y firma

ADEUDO

NOMBRE Y FIRMA DEL DEUDOR
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SECCION BIOQUIMICA Y FARMACOLOGIA HUMANA
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CUAUTITLAN

CODIGO: FPE-CB-DEX-01-09

VALE DE MATERIAL
N° Revisién: 00

ASIGNATURA Toxicologia SEMESTRE 2026-|
NOMBRE DEL SOLICITANTE

Nq. DE CUENTA ] GRUPO No. DE EQUIPO

NUMERO Y NOMBRE DE LA PRACTICA O EXPERIMENTO Practica 10 Toxicidad de sistemas submicronicos

FECHA DE SOLICITUD FECHA DE DEVOLUCION

DESCRIPCION CANTIDAD OBSERVACIONES

Gotero 2

Gradilla de metal

Gradilla para tubos eppendorf

Pipeta graduada

Pipeta pasteur

propipeta

Tubos eppendorf

Vaso de precipitados

1

1

1

1

1

Tubos de ensayo 3
5

4

1

Piseta

FIRMA DEL SOLICITANTE

LABORATORISTA O PROFESOR QUE LABORATORISTA O PROFESOR QUE
ENTREGA EL MATERIAL RECIBE EL MATERIAL

Nombre y firma Nombre y firma

ADEUDO

NOMBRE Y FIRMA DEL DEUDOR




