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INTRODUCCION

El curso practico de la asignatura de Bioquimica Metabdlica para los alumnos de la carrera de
Quimica abarca una serie de practicas que pretenden proporcionar al estudiante un panorama

general de técnicas de uso comun para el estudio del metabolismo.

La metodologia que se desarrolla en cada practica es sencilla, sin aparatos sofisticados ni
costosos, ademas con reactivos y soluciones de facil acceso. Lo anterior pretende que con
experiencias simples el estudiante reconozca el valor de algunos compuestos de importancia
metabdlica a través de extraccion de los mismos o la determinacidn de sus niveles para
relacionarlos con alguna alteracién o enfermedad, asi como, que comprenda la importancia de las
enzimas y sus mecanismos de regulacion; para que sea capaz de integrar el conocimiento

biolégico a la practica profesional del quimico, sin importar el area en el que se desarrolle.

Las practicas que se desarrollan en Bioquimica Metabdlica son: Cuantificacion de DNA, donde se
extrae, identifica y determina el material genético de una muestra vegetal. Introduccién al
metabolismo, en la cual con una técnica colorimétrica estudia una reaccién enzimatica in vitro. Se
realiza una fermentacion alcohdlica con levadura a diferentes sustratos y bajo diferentes
temperaturas. Se realiza la extraccion del polisacarido de reserva en animales, a partir del higado
de un ratén bajo diferentes condiciones experimentales. Se aborda el tema de fotosintesis
realizando la extraccion de cloroplastos para comprobar su capacidad reductora con una técnica
colorimétrica. Se determina y cuantifica colesterol, creatinina, calcio y bilirrubina en una muestra
sanguinea asi como urobilinbgeno en una muestra de orina mediante una técnica

espectrofotométrica y se compara con los niveles adecuados de cada uno de ellos.

FES-CUAUTITLAN/QUIMICA 3
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OBJETIVO GENERAL DE LA ASIGNATURA

Comprender la dinamica del metabolismo general, los mecanismos para su
regulacion y las bases del redisefio del metabolismo para su aplicacion en
biotecnologia.

OBJETIVO DEL CURSO EXPERIMENTAL

Que el estudiante reconozca el valor de algunos compuestos de Importancia
metabdlica a través de extraccion de los mismos o la determinacidén de sus
niveles, asi como, que comprenda la importancia de las enzimas y sus
mecanismos de regulacion.
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CRONOGRAMA 2026-II
CARRERA GRUPO PROFESORES DE LABORATORIO
Quimica 2701 Miriam Alvarez Velasco / Mariana E. Espinosa Matias
Paulina Cortés Acevedo
2702 Jessica G. Filisola Villasefio / Paulina Cortés Acevedo /
Laura Denise Lépez Barrera
SEMANA FECHA ACTIVIDAD
1 02-05/02/26 | Inhabil
2 09-12/02/26 Inscripcion y Presentacion
3 16-19/02/26 | Seminario 1
4 23-26/02/26 Practica 1: Cuantificaciéon de DNA
S 02-05/03/26 Practica 2: Introduccion al metabolismo
6 09-12/03/26 Seminario 2
! 16-19/03/26 | Inhabil
8 23-26/03/26 Practica 3: Fermentacion alcohdlica.
9 06-09/04/26 Practica 4: Extraccion de glucogeno en higado de raton.
10 13-16/04/26 Practica 5: Fotosintesis, aislamiento de cloroplastos y reaccion de Hill.
" 20-23/04/26 Seminario 3
12 27-30/04/26 Practica 6: Cuantificacion de Creatinina.
13 04-07/05/26 Practica 7: Cuantificacion de Colesterol y Bilirrubina en suero sanguineo.
14 11-14/05/26 Practica 8: Cuantificacién de Urobilindgeno
15 18-21/05/26 Examen Final
16

25-28/05/26

Entrega de calificaciones
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REGLAMENTO GENERAL PARA LOS LABORATORIOS DEL
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Este reglamento aplicara para personal académico, alumnos y laboratoristas.
Para todo trabajo realzado en el laboratorio, sobre la vestimenta se debera
utilizar bata blanca, con manga larga completamente abotonada, calzado
cerrado o la vestimenta adecuada en cada laboratorio, asi como traer el
equipo de proteccion personal y el material requerido para la realizacion de la
practica.

La persona que use el pelo largo, debera recogero, por seguridad.
Latolerancia para el inicio de la sesion de laboratorio sera hasta de 10 minutos
a partir del horario indicado para el inicio de la practica.

Por seguridad, las puertas del laboratorio se mantendran sin llave durante las
practicas y en caso de siniestro se deberan atender obligatoriamente las
indicaciones de evacuacion del personal de proteccion civil y/o brigadistas.
En todo momento se mantendra una conducta de orden y disciplina en el area
de trabajo.

Es obligacion de todos para el buen funcionamiento de las practicas,
mantener limpio y ordenado el lugar de trabajo.

Queda prohibido en los laboratorios:

a) El ingreso a toda persona que no porte los elementos personales de
proteccion minimos requeridos.

b) Tirar basura fuera del cesto.

¢) Ingerir alimentos y/o bebidas.

d) Fumar.

e) Recibir visita.

f) Colocar en las puertas de acceso o salida de emergencia cualquier objeto
que imposibilite la evacuacion.

g) La entrada a los inter-laboratorios a toda persona ajena a los mismos.

h) Realizar reuniones o convivios en los laboratorios.

i) Salir del laboratorio en el horario asignado para la sesion experimental.

j) Sentarse sobre las mesas de trabajo.

k) Mover el mobiliario de su lugar.

yUtilizar las gavetas para guardar material que no corresponda a la
asignatura.

m) Usar gorra ajena a las actividades de laboratorio.

n) El uso de audifonos y/o cualquier aparato o dispositivo electrénico ajeno al
propoésito de las actividades que se realicen.

Los residuos peligrosos deben depositarse en los contenedores destinados
para tal fin, entendiendo por residuo peligroso: elementos, sustancias,
compuestos, desechos o0 mezclas de ellos que en cualquier estado fisico
representan un riesgo para el ambiente, la salud o los recursos naturales, por
sus caracteristicas corrosivas, reactivas, explosivas, toxicas, inflamables o
biolégico-infecciosas (Art. 3° de la Ley General del Equilibrio ¥ Proteccion del
Ambiente).

10) El acceso al laboratorio se permitira Unicamente cuando esté presente uno de

los profesores del grupo.
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11} El uso del laboratorio para clases tedricas debera cumplir con los incisos 2, 6
y 7 del presente reglamento vy registrarlo en la bitacora.

12} El uso del laboratorio para trabajo extraordinario debera programarse con el
profesor responsable en un horario que no interfiera con el destinado para el
desamollo de las practicas y registrario en la bitacora.

13} Para solicitar matenial y equipo, es requisito indispensable que el alumno firme
el vale de matenial, dejando como deposito la credencial vigente de la UNAM.

14} El alumno debera revisar el material y/o equipo al momento de recibirlo
indicando cualquier anomalia (faltante 0 material darfiado} y sera devuelto en
las condiciones en que se recibid.

15} A la persona que, por su negligencia o descuido inexcusable, cause darios al
laboratorio, materiales 0 equipo, debera cubrir los gastos que se generen con
motivo de la reparacion y/o reposicion.

16} Los usuarios de laboratorios que sean sormprendidos haciendo uso indebido
de equipos, sustancias, materiales, instalaciones, y demas implementos,
seran sancionados conforme ala legislacion universitania que le corresponda,
segun la gravedad de la falta cometida.

17} El incumplimiento a estas disposiciones faculta al responsable para que
instruya la salida del infractor y en caso de resistencia, la suspension de la
practica.

Atentamente i
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cuautitlan lzcalli, Estado de México a 21 de Junio del 2024

VoBo Comité de Calidad de Ciencias Biologicas
Jefe del Comité de Calidad: M.C. Elizabeth Miranda Hernandez  sihiwsd 44,
Representante del Jefe de CC: M.C. Ericka Torres Pérez s fre. 1

Jefes de Seccion
|.A. Minam Alvarez Velasco

Q F.B Maria de Lourdes Galvan Ruiz

- c#l.e'u;x.

Responsables de Calidad
Q F.B. Gabriela Escalante Reynoso
LTt =
Q.F.B. Ladislao Palomar Maorales
et

M.C. Javier Froylan Lazcano Reyes

.-&;'

M.V Z. Luis Jesus Lopez Morales

P v

M. en M.V.Z. Sonia Tomres Patifio

el

M V.Z. Edna Maribel Legaspi Nuevo

oy

M.C E. Andrea De Santas Lopez
AT

M.V.Z. Yesica Virginia Torres Duran
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RELACION DE LAS ACTIVIDADES EXPERIMENTALES CON EL
PROGRAMA DE LA ASIGNATURA
NUMERO TITULO DE PRACTICA UNIDAD TEMATICA EN
EL PROGRAMA DE LA
ASIGNATURA
1 Cuantificacion de DNA UNIDAD 1. Flujo de la
informacion genética
2 Introduccion al metabolismo UNIDAD 3. Panorama del
metabolismo
3 Fermentacion alcohdlica UNIDAD 5. Metabolismo
energético
4 Extraccion de glucogeno en higado de UNIDAD 5. Metabolismo
ratén energético
5 Fotosintesis: Aislamiento de cloroplastos | UNIDAD 5. Metabolismo
y reaccion de Hill energético
6 Cuantificacion de colesterol en suero UNIDAD 5. Metabolismo
sanguineo energético
7 Cuantificacion de creatinina en suero UNIDAD 6. Metabolismo
sanguineo no energético
8 Cuantificacion de bilirrubina en suero UNIDAD 6. Metabolismo
sanguineo no energeético
9 Cuantificacion de urobilinbgeno en orina | UNIDAD 6. Metabolismo

no energético
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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 80
Examen 20

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

PUNTUALIDAD. De acuerdo al reglamento, se dara una tolerancia de 10 minutos para la
entrada a la practica. Es obligacion de todos estar desde la hora de inicio de la sesion.

PROMEDIO DE PRACTICAS. Para obtener el promedio de cada préactica se consideran:
el cuestionario previo, el trabajo en el laboratorio y el reporte.

CUESTIONARIO Y EXAMEN PREVIO A LA PRACTICA. Es un trabajo individual de
investigacion que se realiza previo a cada practica. Se presenta al inicio de la sesidn, se
desarrolla en el manual. Ademas deben incluir un esquema o diagrama metodologico del
trabajo experimental de la sesidn, se debe anotar la bibliografia consultada con un minimo
de 3 referencias. Se escribe en manuscrito y con tinta negra. Al inicio de cada practica se
realiza un examen, en el formato que se encuentra en el manual, que incluye preguntas
del cuestionario previo y de la practica correspondiente, haciendo énfasis en la
metodologia de trabajo. Este se responde en manuscrito con tinta negra o azul cobalto.

SEMINARIO DE PRACTICAS. De acuerdo a la practica se realizard previamente,
corresponde a una discusion con base en la informacion de los cuestionarios previos, se
revisan los objetivos y se analiza la metodologia de tal manera que en el momento en que
se lleve a cabo la parte experimental todo esté claro.

TRABAJO EN EL LABORATORIO. El trabajo de laboratorio se evalua en una lista de
cotejo con rubrica, de acuerdo al desarrollo que cada alumno tiene durante la practica y el
conocimiento que tengan del trabajo a realizar. Se consideran las participaciones que el
alumno tenga durante la explicacién de la practica y las respuestas que den a las
preguntas formuladas por su asesor durante el trabajo practico. Los puntos especificos a
evaluar seran explicados con detalle durante la presentacion del curso.

FES-CUAUTITLAN/QUIMICA 10
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DESEMPENO Y PARTICIPACION. Se considera de manera individual, se evalGia durante
el desarrollo de la practica.

REPORTE. Este es un trabajo de gran importancia, se entrega una semana despueés de
realizada la misma. Se debe realizar en manuscrito, con muy buena presentacion.
correcta redaccion y ortografia. Se debe cumplir con los siguientes puntos:

CARATULA: VALOR 1.0 LLENAR FORMATO CORRESPONDIENTE

INTRODUCCION Y FUNDAMENTO: VALOR 1.0 Breve descripcion del tema, con
conceptos, importancia y fundamento tedrico de la practica. Citar las referencias
utilizadas.

OBJETIVO: VALOR 1.0 Se debe plantear su propio objetivo general (¢qué?, ;cémo? y
¢para que?). Los objetivos particulares, son opcionales, adicionales de acuerdo a la
metodologia que se desarrolla; no se toman en cuenta si se copian textuales del manual.

RESULTADOS: VALOR 2.0. Esta es una parte muy importante del reporte, no se debe
omitir ningun dato. Los resultados se anotaran en cuadros o tablas (con su
correspondiente numero y descripcion), pesos, volumenes, cambios de color, temperatura
y cualquier dato obtenido durante el desarrollo de la practica. Se debe anotar todo lo que
se haya observado, por ejemplo si se hizo reaccionar A con B, se anota si se observo un
cambio de color, de apariencia, temperatura, o si no hubo cambio aparente, etc. Todo es
importante por lo que se deben tener alerta todos los sentidos. Se pueden realizar dibujos
de la experimentacion, lo mas semejante a la realidad.

En caso de que la practica lo requiera, se realizaran los calculos correspondientes, de
forma perfectamente clara y completa. Los graficos deben hacerse en papel milimétrico
y/o computadora pero siempre se debe anotar en cada coordenada la propiedad que se
esta representando con sus unidades respectivas. Se debe cuidar la escala y no olvidar
poner al grafico nombre completo y descripcion que permita su identificacion.

DISCUSION DE RESULTADOS: VALOR 3.0. Consiste en argumentar los resultados
obtenidos y relacionarlos con los conocimientos tedricos. P. ej. ¢Estan de acuerdo los
resultados con el fundamento? Si / No, ¢Por qué? Se discuten tanto lo que se considera
que si salié como lo que se cree que no y se explican las posibles razones. Todos los
argumentos utilizados deben tener un soporte tedrico que los respalde (citar la bibliografia
consultada).

CONCLUSION VALOR 1.0: En la conclusién, se hara una deduccién de los resultados.
Para escribir la conclusion se debe considerar los resultados que se analizaron y
fundamentaron en la analisis de la practica, se enfatiza cada uno de ellos con base en los
objetivos del trabajo, ademas se debe tomar la precaucién de no citar ningun autor ya que
eso es materia del marco tedrico consultado y la introduccion redactada. Se debe ser muy
claro y breve en cuanto a sefialar que las conclusiones estan referidas a tal objetivo,
ademas se debe ser preciso, seguro de lo que se afirma y se presenta como sentencia.

FES-CUAUTITLAN/QUIMICA 11
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Por ejemplo: “se logré identificar.....” o se extrajo __x_ proteina” o “, de forma que con solo
leer las conclusiones se pueda estar al tanto de lo que se hizo y los logros obtenidos.

REFERENCIAS VALOR 1.0: Las referencias consultadas para la realizacion del reporte
deben anotarse en esta seccion, tomando en cuenta libros (ho menos de 3 en cada
practica), paginas de internet, articulos, etc. y deben reportarse de acuerdo a normas
internacionales (estilo APA).

LIBRO

<+ Hackett, W. y Robbins, G. (1992). Manual de Seguridad y Primeros Auxilios.
México, D.F: Alfaomega.

ARTICULO

<+ Cintrén, G., Lugo, A. E., Pool, D. J. & Morris, G. (1978). Mangroves of arid
environments in Puerto Rico and adjacent islands.Biotropica, 10(2),110-121.

PAGINA DE INTERNET

Carroll, L. & Gilroy, P. J. (2002). Transgender issues in counselor preparation. Counselor

EXAMEN FINAL. Al término de las actividades programadas para el semestre los
alumnos realizan un examen en el que se incluyen preguntas de todas las practicas.

FES-CUAUTITLAN/QUIMICA 12
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ACCIDENTES MAS FRECUENTES EN EL LABORATORIO
PRIMEROS AUXILIOS

TRATAMIENTO URGENTE DE HERIDAS

Las heridas pequefias de las que no sale mucha sangre se desinfectan lavandolas con
agua oxigenada, alcohol o tintura de yodo, después se tapan colocando la gasa, el
algodon y, finalmente, se recubre con una venda.

Cuando existen hemorragias importantes conviene seguir estos pasos: compresion
inmediata del vaso sangrante, sobre la herida con los dedos perfectamente limpios o con
un pafnuelo. Elevacion de la parte afectada. Si se controla la hemorragia, se aplica un
aposito fuertemente aunque no tanto que detenga la circulacién del miembro. Cuando la
hemorragia continua posiblemente sea necesario realizar una compresion digital en el
trayecto del vaso sangrante por encima de la herida o aplicacion de un torniquete; el
mejor método de aplicacion de un torniquete consiste en una venda de goma enrollada
varias veces sobre una zona ancha por encima de la herida, pero proxima a ella (5 a 10
cm). Cada quince minutos conviene aflojar el torniquete durante unos segundos y se
vuelve a apretar.

En cualquier caso las indicaciones anteriores son para primeros auxilios, después de lo
cual es muy importante canalizar al herido a que reciba atencion médica.

TRATAMIENTO URGENTE DE QUEMADURAS

Las quemaduras leves (de primer grado) producidas por fuego u objetos calientes y a
quemaduras producidas por agentes quimicos. Las quemaduras de segundo grado
(formacion de ampollas) y las de tercer grado (destruccion de la capa superficial de la piel)
requieren la atencion inmediata del médico.

Las quemaduras leves producidas por objetos calientes o fuego se tratan con disolucion
acuosa o alcohdlica muy diluida de acido picrico, con dermatol o con vaselina y se vendan
después. Para tratar quemaduras con sulfamidas se deben tomar precauciones, debido a
que hay personas que presentan alta sensibilidad a estos medicamentos.

Las quemaduras con reactivos quimicos requieren retirar rapidamente las ropas
contaminadas y lavar repetidamente la zona afectada con grandes cantidades de agua. Si
la quemadura se produjo por un acido, posterior al lavado con agua conviene realizar otro
con solucion de bicarbonato de sodio, para asegurar la neutralizacién; si la quemadura se
produjo por alcalis la neutralizacion se efectua con disolucidén de acido borico.

Si la quemadura se produjo por salpicadura en los ojos, éstos deben lavarse
inmediatamente con mucha agua y posteriormente debe acudir al oftalmologo.

FES-CUAUTITLAN/QUIMICA 13
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TRATAMIENTO URGENTE DE LA ASFIXIAY ELECTROCUCION

Los sintomas de asfixia se manifiestan por el tono azulado que adquieren los labios y los
I6bulos de las orejas; la pérdida del conocimiento y la interrupcion de la respiracion. Debe
situarse a la victima al aire libre y practicarse la respiracion artificial.

Los sintomas de la electrocucion son la pérdida del conocimiento, la interrupcion de la
respiracion y las quemaduras en el punto de contacto con el cable eléctrico. Lo primero
es el rescate del herido y su aislamiento eléctrico. Después se le aplica respiracion
artificial y se tratan las quemaduras.

TRATAMIENTO DE LAS INTOXICACIONES MAS FRECUENTES

Generalmente lo mejor es intentar que la victima vomite bebiendo agua tibia o con una
solucién de sulfato de cobre al 0.2%. También se puede provocar por estimulacion de la
garganta con un dedo.

En la siguiente tabla aparecen los venenos mas comunes y las precauciones y antidotos
que se deben tomar:

INTOXICACIONES MAS FRECUENTES

SUBSTANCIA PROPIEDADES Y PRECAUCIONES Y ANTIDOTOS
ACCION
Acidos (HCI, Corrosivos Los acidos concentrados se manejan
HNO3, H,SOq,, preferentemente con guantes y gafas. Las
etc.) quemaduras se lavan con agua y con solucién de
bicarbonato. Si han sido bebidos, se debe tomar
agua con bicarbonato o magnesia.
Alcalis Corrosivos Las quemaduras se lavan con agua y con
solucion de acido bérico o acético al 2%. Si se
han respirado vapores de amoniaco concentrado
se bebe acido acético al 1% y se tragan trocitos
de hielo en reposo absoluto.
Arsénico, Muy venenosos. Los Usar guantes y mascarilla para su manejo.
arsenamida, vapores de fosfamina y
fosfamina arsenamida son Tomar aire fresco. Beber agua salada y caliente.
mortales.
Acido cianhidrico. Los vapores de HCN Usar mascarilla para su manejo. Beber disolucién
Cianuro de son mortales. También | de permanganato de potasio o sulfato ferroso .al
se produce 0.2%. Aplicar respiracion artificial de ser posible
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potasio envenenamiento a con oxigeno. Tomar café concentrado como

través dela piel.

vomitivo. Llamar enseguida al médico.

Cloro, Bromo y
vapores de acido

Corrosivos

Oler amoniaco diluido, alcohol o éter. Aplicar
lavados con solucion de tiosulfato de sodio.

clorhidrico
Derivados Dolores de cabeza. El Usar mascarilla para su manejo.
halogenados tetra cloro etano ataca
al higado.
Eter Narcético Respiracion artificial.
Si ha sido bebido utilice vomitivos. Beber solucién
de carbonato de sodio
Fenol Corrosivo. Usar guantes de plastico para su manejo. Mucho

Enfermedades de la
piel. Cancerigeno

aire. Solucion de sulfato de sodio

Acido fluorhidrico

Corrosivo y venenoso

Lavar la piel con amoniaco al 3%. Para los ojos
seguir tratamiento para acidos. Inhalar amoniaco

diluido
Faésforo Venenoso Beber grandes cantidades de solucién de sulfato
de cobre al 0.2%. Evite el uso de aceite.
Fosfogeno Venenoso Usar mascarilla para su manejo. Inhalacion de
oxigeno. Reposo. No aplicar respiracion artificial.
Gases nitrosos Venenosos Inhalar oxigeno. Respirar amoniaco diluido.

Mercurio y sus

Vapores perjudiciales

Tomar vomitivos. Leche, soluciéon de tanino.

compuestos
Monoxido de Venenoso. Mortal Aire fresco. Respiracion forzada, oxigeno si es
carbono necesario.
Sulfato de Venenoso Usar guantes de plastico para su manejo. Lavar
dimetilo la piel con agua y jabon. En caso de haberlo
respirado, inhalar vapores de amoniaco diluido y
beber solucion de bicarbonato.
Sulfuro de Venenoso Aire fresco.
carbono

FES-CUAUTITLAN/QUIMICA
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Acido sulfhidrico Venenoso Aire fresco. Respiracion forzada, inhalacién de
oxigeno si es necesario.

MANEJO DE RESIDUOS EN EL LABORATORIO DE BIOQUIMICA

En el laboratorio de bioquimica igual que en la mayoria de los laboratorios donde se
realizan practicas se manejan una cantidad de productos y se efectuan diversas
actividades experimentales que conllevan a la generacion de residuos que en la mayoria
de los casos son peligrosos para la salud y el medio ambiente. Aunque el volumen de
residuos que se generan en los laboratorios de docencia, es pequefio en relacion al
proveniente del sector industrial, no por ello se debe minimizar el problema.

Las condiciones de trabajo adecuadas en un laboratorio, incluyen el control, tratamiento y
eliminacién de los residuos generados en el mismo, lo cual disminuye los riesgos
potenciales en la salud que normalmente se corren al trabajar con agentes quimicos; por
lo que su gestion es un aspecto imprescindible en la organizacion de todo laboratorio. La
minimizacion, eliminacion y reduccion de los residuos generados, almacenados o
descargados y el almacenamiento y tratamiento de los residuos quimicos peligrosos, es
una actividad que cada vez esta adquiriendo mayor importancia en todas las instituciones
dedicadas a la ensefianza, y cada uno de los laboratorios en los que se imparten
practicas, se esta haciendo responsable de promover un manejo adecuado de los
residuos que generan para posteriormente canalizarlos a los responsables de su
tratamiento.

Algunos factores que deben tenerse en cuenta para solucionar el problema son:

e Aplicar permanentemente las Normas de Bioseguridad establecidas para los
desechos en el laboratorio.

e Tener en cuenta las Condiciones de Riesgo de algunos residuos.

e El incremento de los desechos por el uso de material desechable, como elemento
esencial de Bioseguridad.

e Informacion actualizada del manejo adecuado de los desechos.

e Integracion de la comunidad educativa, en el Manejo Responsable de los
Desechos.

RECOMENDACIONES

1. Considerar los desechos como potencialmente peligrosos, por ser el producto de
todos los procesos biolégicos y quimicos.

2. En el manejo de los desechos se deben tener en cuenta tres elementos basicos:

El Individuo
Las acciones Institucionales
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La coordinacion interinstitucional.

3. Clasificar los residuos en la fuente, utilizando recipientes debidamente marcados
y/o bolsas con los codigos de colores respectivos de acuerdo con el tipo de residuo
que se vaya a desechar.

BOLSA ROJA: Desechos Anatomopatologicos Residuos que implican
contaminacion biologica

BOLSA NEGRA: Desechos ordinarios, comunes, no reciclables

BOLSA BLANCA: Material reciclable.

DESECHO BIOLOGICO

Son aquellos desechos o residuos generados en el diagnostico, tratamiento,
inmunizacion, produccion o pruebas de productos bioldgicos, que alteran el proceso salud
— enfermedad debido a que contienen microorganismos patdégenos 0 que sus
caracteristicas fisico — quimicas pueden ser toxicas para las personas que tengan
contacto con ellos o alteren al Medio Ambiente.

DESECHO QUIMICO

Son todos los residuos derivados del manejo de productos quimicos, que por ser
corrosivos, reactivos, toxicos, explosivos, inflamables y radioactivos, generan efectos
nocivos para las personas y el Medio Ambiente.

GENERACION DE LOS DESECHOS

La generacion de residuos o desechos, esta determinada por la complejidad y la
frecuencia de las actividades que se realizan durante el desarrollo de las practicas en
cada uno de los laboratorios, la eficiencia que alcancen en sus tareas los responsables
(docentes) de realizar todas las acciones y de la metodologia aplicada. Estos factores son
utiles para evaluar la generacion de residuos en cada practica, ademas, son el punto de
partida para el dimensionamiento del sistema de manejo.

FES-CUAUTITLAN/QUIMICA 17



£ ,CI?EVY MANUAL DE PRACTICAS DEL LABORATORIO DE BIOQUIMICA METABOLICA
= SEMESTRE 2026-
-
SIMBOLO DE MANEJO FINAL
3 REALIZADO CON
PELIGROSIDAD REACTIVOS PRECAUCION IR GO De e
PROFESIONAL EXPERTO
AGENTES Manipular en Inactivar con Perexkit
OXIDANTES cantidades © sustancia analoga.
pequefas
* CROMATOS En caso de derrame,
+ PERCLORADOS usar Chemizorb o
\\ ¢+ NITRATOS sustancia analoga.
e CLORATOS Preparar mezclas
« PEROXIDOS para usoc inmediato.
EXPLOSIVO e ACIDO NITRICO
e« ETILAMINA Evitar todo contacto | Tratamiento especial.
e PERMANGANATO Considerar la
DE POTASIO posibilidad de
<« PEROXIDO DE incendio.
SODIO Disponibilidad de
extintores.
COMBURENTE
¢« BUTANO Adecuada - Evitar eliminarios
¢« PROPANO ventilacion. en desague o
e« CARBUROS No usar luz eléctrica vertedero.
- HIDRUROS sin proteccion. - Eliminar en
Mantener lejos del recipientes
fuego y las fuentes recolectores
de calor. especiales.
Uso de embase cerrados.
INFLAMABLE plastico.
_— —
SIMBOL O DE MANEJO FINAL
> REALIZADO CON
PELIGROSIDAD REACTIVOS PRECAUCION DRRECCION DE UN

PROFESIONAL EXPERTO

MERCURIO DE CRO

Evitar contacto con el
cuerpo humano.

Tratamiento especial.

CORROSIVO

ACIDOS
INORGANICOS
e HCI
e« Hz=2SOa=a
ALCALIS
HIDROXIDOS

Adecuada
ventilacion.

Evitar contacto con

ojos, piel y ropa.

No inhalar vapores

¢ Diluir con grandes
cantidades de
agua.

¢ Acidos,
neutralizarlos con
solucion de NaOH

+ Bases,
neutralizarlas con
solucion de HCILL

NOCIvVO

TRICLOROETILEN
O

XILENO _
SOLUCION DE
AMONIACO

evitar contacto con
el cuerpo humano.
No inhalar vapores.

Diluir con grandes
cantidades de agua.

IRRITANTES

SOLUCION DE
AMONIACO.
CLORURO DE
BENCILO

Evitar contacto con
el cuerpo humano.
No inhalar vapores.

Diluir con grandes
cantidades de agua.
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DESECHOS MANEJO INICIAL MANE JO FINAL
BIOTERIO
ANIMALES DE B + Colocar en bolsa roja. Enterrar
EXPERIMENTACION - Llevar al sitio de
MUERTOS almacenamiento
intermedio.
MATERIA FECAL + Colocar en bolsa roja. Llevar al sitio de

almacenamiento intermedio.
PRODUCTO RESIDUAL
DEL LECHO

LAVADO
DE MATERIAL
CEPAS Y CULTIVOS Eliminacion de residuos Llevar al sitio de
- solidos previamente -
MICROBIOLOGICOS esterilizados en bolsa roja. almacenamiento
Y MICOLOGICOS intermedio.

MATERIAL REUTILIZABILE
¢ Colocar en Hipoclorito de
Na. al 126 (Sanitizacién).
- Lavar con agua jabonosa.
- Eliminar cuidadosamente | ¢ Enjuagar.

TUBOS Y FRASCOS COCN en el vertedero.
RESTOS DE REACTIVOS || ¢ Dejar correr abundante
QUIMICOS. agua. e Colocar en Hipoclorito de

Na. al 1926 (Sanitizacion).
- Lavar con agua jabonosa.
¢ Enjuagar.
Colocar en bolsa roja.
RESTOS ANATOMO —

PATOLOGICOS Lievar al sitio de
almacenamiento intermedio.
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FLUTOGRAMA DEL MANEJO DE RESIDUOS QUIMICOS

ELIMINACION DE
RESIDUOS
Solvente arg#nico sin
halégena.
- ,E'EZZT'EOQ :clzlj:?:hemizor'b ¥ gﬁs‘f’s inorganicas. NaQH | C‘Ilgehidlosbl
. iluir en agua - i
depositar en recolectores Neu'rr-ali:cgu- con HEl A::er"rljaslgeuh ide;
Transformar con <+
solucién concentrada
de Hidrogeno sulfito
sodio
Solvente organico con
halégeno.
* Tetracloruro de carbono. Acidos organicos
Recoger por separado no Acido acético
mezclar cloroformo vy Neutralizar con
acetona Bicarbonato de sodio Compuestos érgano
salido o NaOH metalicos
Acido carboxilico con Gotear con agitacisn L
HCI con 4-butanol en -
campana de ventilacién
Reactivos organicos
Parafina
*| Son inertes no
representan peligro Bases inorganicas
Aminas
Etilendiamina .
Neutralizar con HCl & |~ Productos
H>504 diluidos cancerigenos y taxicos
Sulfato de alquilo L
Gotear con solucian
Halogenuros de acido elmifecal] e
Elii Gl sesilE v enfriada con hielo
Gotear metanol mas HCI
Neutralizar con sosa
caiustica Nitritos
Mercaptano -
Acetonitrilo
Oxidar con hipoclorito Peréxi o
B eraxidos organicos |
Aplicar prexkit
Acidos organicos HCI

*| Diluirlos en agua con hielo
Neutralizar con sosa
caustica
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EQUIPO DE PROTECCION Y MATERIAL DE USO COMUN

EQUIPO DE PROTECCION

En cada practica es requisito indispensable el uso de:

Cubrebocas nivel 3

MATERIAL DE USO COMUN

Cada alumno debe contar con:

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

Guantes de nitrilo para cirujano (se recomienda minimo 2 pares por practica)
Lentes de seguridad aun cuando se usen anteojos

Manual de practicas, impreso, con nombre completo y engargolado

Marcador indeleble de punto fino
Lapices de colores

Propipeta

1 Regla

1 Tijeras

Cada equipo de trabajo debe contar con:

1 L de alcohol 96°

1 L de cloro

Detergente liquido para trastes
Escobillén para tubos de ensaye
Escobillén para vasos y matraces
1 Rollo de servitoallas

1 Pinzas de diseccion

1 Navaja de un solo filo

Una franela para el area de trabajo de 50 x 60 cm

10 gasas de 10 x10 cm

10 abatelenguas

5 lancetas

Papel aluminio

1 espatula de cromo-niquel

1 paquete de algodén de 50g
Cerillos o encendedor

10 Bolsas de plastico para basura

2 jergas o franelas (una para secar material y otra para derrames)
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PRACTICA 1
CUANTIFICACION DE DNA
OBJETIVO

Cuantificar DNA mediante la reaccion colorimétrica con Difenilamina para determinar la
cantidad de material genético aislado en una muestra biologica.

CUESTIONARIO PREVIO

1. Explique los métodos de extraccion de acidos nucleicos en muestras bioldgicas

2. ¢ Cuales son las reacciones quimicas de identificacion de acidos nucleicos?

3. ¢ Cual es el fundamento de la reaccién colorimétrica que se realizara en la practica?

4. Investigar la longitud de onda a la cual se puede cuantificar el DNA
espectrofotométricamente.

GENERALIDADES

En los organismos eucariontes el DNA se encuentra formando parte de la nucleo—proteina
de los cromosomas del nucleo. La cantidad de DNA en las células de una especie
determinada es constante. La funcion es almacenar informacion genética.

Hay diferentes técnicas que permiten obtener acidos nucleicos con alto grado de pureza.
Las mas utilizadas suelen incluir una etapa de ultracentrifugacién en gradientes de CsCl o
una cromatografia de intercambio idnico. Sin embargo, muchas aplicaciones de
laboratorio no necesitan un grado de pureza tal que justifique incluir estas técnicas en los
protocolos de purificacion. Por ello se lleva a cabo procedimientos como la desintegracion
del tejido, solubilizacion y homogeneizacion de los componentes celulares, precipitacion
de los acidos nucleicos y disolucion en un buffer adecuado.

En la mayoria de los casos cuando se trabaja con DNA es importante realizar una
cuantificacion de la cantidad con la que se dispone. La cuantificacion del DNA se puede
llevar a cabo por estimacion de la intensidad de una banda en geles de agarosa en el que
el DNA es tefiido por algun colorante como Bromuro de Etidio o bien mediante técnicas de
espectrofotometria de luz ultravioleta.

Debido a las caracteristicas de los nucledtidos se han podido obtener métodos quimicos
de identificacion, por ejemplo mediante la reaccion colorimétrica del monosacarido con los
reactivos de Bial y Difenilamina. En solucion acida, la cadena lineal de una desoxipentosa
se convierte a la forma B-hidroxilevulinoaldehido altamente reactiva y que reacciona con
difenilamina para dar un complejo azul con una absorcion maxima a 595 nm.
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que el valor obtenido representa la mitad del total de desoxirribosa presente.

MATERIAL Y REACTIVOS

MATERIAL QUE DEBEN PROPORCIONAR LOS ALUMNOS

MANUAL DE PRACTICAS DEL LABORATORIO DE BIOQUIMICA METABOLICA

Levadura liofilizada

1 botella Etanol

MATERIAL POR EQUIPO

MATERIAL POR GRUPO

5 Tubos de ensaye 16 X 100mm

1 Varilla de vidrio

1 Mechero Bunsen

3 Espectrofotdmetros

1 Tripie

1 Balanza electronica

1 Tela de asbesto

6 Celdas de cuarzo y/o vidrio

1 Vaso de precipitados 600mL

1 Vasos de precipitado 250mL

1 Termdémetro

1 Probeta 100mL

1 Pipeta graduada 10mL

5 Vasos de precipitado 10mL

1 Pipeta graduada 5mL

1 Pipeta graduada 5mL

2 Propipetas

3 Pipeta graduada 1mL

1 Piseta

4 Vasos de precipitado 50mL

1 Gradilla

3 Centrifugas grandes

3 Balanzas de dos platos

6 Vasos de precipitados de plastico 250mL

2 Pipeta graduada 2mL

2 Micropipeta de 100-1000uL

2 Micropipeta de 10-100uL

2 Micropipeta de 20-200uL

1 Galén de agua destilada

5 Propipetas

2 Tubos de ensaye 16 x 100mm

1 Gradilla

1 Vortex
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REACTIVOS

Difenilamina (en frasco ambar) (0.45g de difenilamina en|15mL Acido perclérico 10% (PCA) (en gotero)
30 mL de &c. acético glacial y agregar 0.45 mL de acido
sulfurico concentrado), debe prepararse el mismo dia de
la practica.

15mL Solucién de lisis: 10mL HCI concentrado (en gotero)
1. Preparar una solucion de NaCl, agregando 1 g de
sal y 25 mL de agua.

2. Preparar una segunda solucién de Buffer de
fosfatos 0.15 M a pH 8.0 en 15 mL de agua.
3. Preparar una tercera solucion de EDTA,

agregando 1.117g en 25 mL de agua ajustar el pH a
8.0, en cuanto esté totalmente disuelto adicional el
volumen faltante hasta 30 mL.

4. Preparar una cuarta solucién de dodecilsulfato de
sodio agregando 1 g con 10 mL de agua.

5. Para los 15 mL de solucion de lisis agregar 1.5
mL de la solucién 1 (NaCl), agregar 1 mL de la
solucién 2 (buffer de fosfatos), agregar 150 pL de la
solucion 3 (EDTA), agregar 4.5 mL de la solucién 4,
posterior a esto adicionar el agua faltante hasta
completar 15 mL.

15mL Cloroformo 10mL Acetaldehido frio 0.8%

10mL Bial (en frasco ambar con gotero) 100mL Etanol absoluto

50mL Etanol 70%

METODOLOGIA

l. Preparacion de una suspension de levadura al 1% para todo el grupo

1. Enun vaso de precipitados de 250mL, vierta 1g de levadura liofilizada.
2. Agregue 100 mL de agua destilada.
3. Agite con varilla de vidrio hasta que se disuelva la levadura.

Il. Extraccion del DNA

En un tubo de ensaye 16 x 100mm, coloque 5 mL de suspension de levadura.
Centrifugar a 3,500 rpm durante 4 min.
Resuspender la pastilla con 1 mL de solucion de lisis.
La suspension de células se incubara en hielo durante 15 min.

Incubar en un bafio de agua a 95 °C durante 2 min, posterior a la incubacion
mezclar durante 1 min vigorosamente.

abrwn =
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Repetir el paso 4y 5.

Anadir 1 mL de cloroformo y mezclar por 3 min.

Centrifugar a 3,500 rpm durante 4 min.

Tomar la fase acuosa y transferirla a otro tubo de ensaye 16 x 100mm, afadir al
tubo con la fase acuosa 2 mL de etanol 96° previamente frio, mezclar.

10. Dejar reposar 5 min a temperatura ambiente, centrifugar nuevamente a 3,500

rom durante 10 min.

11. Retirar sobrenadante y lavar la pastilla con 1 mL de etanol al 70%, previamente

frio.

12. Dejar secar el tubo invertido sobre una servitoalla durante 3 min.
13. Resuspender la pastilla de ADN en 700 yL de agua destilada.

lll. Determinacién colorimétrica de la presencia de acidos nucleicos

1.

5.

6.

En un tubo Eppendorf coloque una alicuota de 10 yL de la muestra de DNA
obtenido.

2. Anada 2 gotas del reactivo de Bial y 15 pL de HCI concentrado.
3.
4

Caliente en bafio maria por 10min.

Observe el color producido. Anote su observacion en el cuadro A e indique para
gué molécula es una prueba positiva.

Adicional, en un tubo de ensayo coloque una alicuota de 250 yL de muestra de
DNA obtenido y 250 uL de acido perclérico (PCA) al 10%.

Anadir 2 mL del reactivo de Difenilamina y agitar. Proteger el tubo de la luz con
papel aluminio.

7. Anadir 100 yL de la solucion de acetaldehido y agitar.
8.
9

Caliente en bafo maria a ebullicion por 10min. Esperar a que enfrie un poco.
Observe el color producido. Anotar observacion en el cuadro A e indicar para
gué molécula es una prueba positiva.

10. Prepare una solucidn blanco (pasos del 5 al 8, sustituir DNA por agua) que

contenga los mismos reactivos, con las mismas cantidades, exceptuando el
analito de interés, para calibrar y ajustar a cero de absorbancia el
espectrofotometro.

11. Realice la lectura en el espectrofotdmetro a 595nm.

IV. Cuantificacion de DNA

1. Reporte la lectura de absorbancia registrada en el paso 11 del apartado Il y con
ayuda de la curva patron (Tabla 1) determinar la concentracion de DNA de la
muestra de interés..
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Tabla 1. Curva patrén de DNA

[ ]E‘jﬁ//’;"' 20 25 50 75 100
Abs 0.026 0.037 0.080 0.117 0.157

2. Grafique en papel milimétrico e interpole.

OBSERVACIONES Y RESULTADOS

Cuadro A. DETERMINACION COLORIMETRICA DE LA PRESENCIA DE ACIDOS
NUCLEICOS

Eppendorf Tubo de ensayo
Bial Difenilamina
Prueba positiva Prueba positiva

Cuadro B. CUANTIFICACION DE DNA

[1pg/mL
DNA

Absorbancia
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Calculos

MANEJO DE RESIDUOS

Los residuos producidos en esta practica seran manejados de acuerdo a las indicaciones
proporcionadas en el apartado correspondiente de este manual: los acidos o basicos se
neutralizan y se eliminan en las tarjas con suficiente agua; los solventes y mezclas de
reactivos se guardaran en frascos perfectamente etiquetados que permita conocer en
todo momento qué tipo de residuos son, quién los generd y en que practica. Se debe
ubicar los frascos contenedores de los residuos correspondientes a las reacciones
desarrolladas y productos de reaccidn obtenidos. Los desechos solidos organicos se
colocan en bolsas y se depositan en los cestos de basura fuera del laboratorio. Si tiene
dudas consulte a su asesor.
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PRACTICA 2
INTRODUCCION AL METABOLISMO
OBJETIVOS

1. Comprender que el metabolismo es un proceso integrado por una serie de reacciones para
determinar la funcion vital de las enzimas.

2. Reconocer la importancia de las enzimas dentro del metabolismo global, utilizando como
ejemplo la degradacién del almidon in vitro.

3. Conocer la funcién y actividad de la enzima alfa-amilasa.

CUESTIONARIO PREVIO

¢, Qué es el metabolismo? Explique

Explique cada una de las fases del metabolismo.

¢ Cual es la importancia de las enzimas dentro del metabolismo global?

¢, Qué significa IN VIVO e IN VITRO? Dé un ejemplo.

¢, Cual es la composicién de la saliva?

¢, Cuales son las funciones de la saliva?

¢, Qué es la didlisis y como se realiza?

¢, Qué le ocurre a una muestra de saliva al dializarla?

¢, Cual es la estructura del almidon y cuales son sus productos de hidrolisis?

= © © N O Ok b=

0. Explique la reaccion del yodo con el almiddn y sus productos de hidrdlisis.

CONTENIDO

En esta practica el alumno realiza la hidrolisis enzimatica del almidon, por medio de la
amilasa salival y para detectar la desaparicién de este polisacarido utiliza la reaccion con
lugol. Lleva a cabo la dialisis de la saliva y compara la actividad de una muestra de saliva
dializada y una no dializada. A través del método espectrofotométrico determina

cuantitativamente la actividad de la amilasa salival.
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GENERALIDADES
METABOLISMO

El metabolismo se define como la suma total de reacciones enzimaticas complejas que
se llevan a cabo en un organismo. Implica el estudio de miles de reacciones que suceden
dentro de la célula, pero también, la coordinacidén, regulacién y sus requerimientos
energeéticos.

Finalidades del metabolismo:

- Obtener energia quimica del entorno, ya sea de elementos organicos nutritivos
o de la luz solar.

- Convertir los elementos nutritivos exdgenos en precursores de
macromoléculas.

- Formar macromoléculas.

- Formar y degradar biomoléculas necesarias para las funciones celulares

especializadas.

Se le llama ruta metabdlica a la secuencia de reacciones que permite degradar, sintetizar
o transformar un sustrato en particular, por ejemplo, la degradacién de glucosa en
piruvato (glucdlisis). Una ruta metabdlica en especial puede ser lineal (como la glucdlisis),
ramificada (sintesis de aminoacidos), ciclica (el ciclo del acido citrico), o en espiral (la
degradacion de acidos grasos).

Las vias metabdlicas se pueden agrupar dentro de dos fases principales:

1. Catabolismo. Es la degradacion enzimatica de moléculas nutritivas complejas
como: grasas, carbohidratos y proteinas a moléculas mas simples como: lactato,
piruvato, etanol, CO,, H,O y NHs.

2. Anabolismo. Biosintesis enzimatica de grandes biomoléculas complejas a partir de
moléculas precursoras mas pequenas.
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Caracteristicas distintivas entre el catabolismo y el anabolismo:

Catabolismo

e Degradacion de biomoléculas

. Proceso global de oxidacién quimica y produccion de cofactores reducidos NADH,
NADPH y FADH,

e Liberacion de energia quimica (reacciones exotérmicas) y produccion de ATP a
partir de ADP

e Convergencia de vias

Anabolismo

e Sintesis de biomoléculas

e Abarca todo el proceso de reduccidén quimica y produccidon de cofactores oxidados
NAD", NADP", FAD

e Requiere de energia quimica (reacciones endotérmicas) y utiliza ATP

e Divergencia de vias

La comprension del metabolismo requiere del conocimiento de la quimica de las
biomoléculas, de las reacciones en las cuales participan y los mecanismos reguladores de
la velocidad de las reacciones.

DIGESTION

Los seres vivos requieren de un suministro continuo de energia para subsistir. Esta
energia la obtienen de la oxidacion de los alimentos, que son compuestos quimicos
procedentes de otros animales o de vegetales, tales como; carbohidratos, lipidos y
proteinas. Estos compuestos quimicos se caracterizan por ser de elevado peso molecular
y de estructura muy compleja; por lo que la mayor parte de ellos no pueden ser asimilados
directamente. Para que puedan ser absorbidos por el organismo deben ser degradados a
sus componentes mas sencillos, es decir: las proteinas a aminoacidos, los oligo y
polisacaridos a monosacaridos y los lipidos a alcoholes y acidos grasos.

El conjunto de procesos mecanicos e hidroliticos que sufren los alimentos para ser
asimilados se denomina digestion, ésta puede ser intra o extracelular. En la mayor parte
de los organismos inferiores la digestion es intracelular y en los organismos superiores
extracelular y se realiza en el tubo digestivo.

Los cambios quimicos que ocurren durante la digestion se llevan a cabo con la ayuda de
las enzimas, que se encuentran distribuidas en diferentes zonas del aparato digestivo. Los
factores que afectan la actividad de las enzimas son entre otros el pH y la temperatura y
para que cada enzima presente su maxima actividad debe encontrarse en condiciones
optimas, de lo contrario se disminuye considerablemente su actividad. Ademas, es
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importante recordar que se deben encontrar presentes en el medio de reaccioén los
cofactores o coenzimas respectivos.

SALIVA

En los organismos superiores, como el hombre, la digestion se inicia en la boca con la
masticacion de los alimentos que fragmenta las particulas grandes de alimento, que se
mezclan con la saliva y se transforman en una papilla denominada bolo alimenticio. En
ausencia de saliva, las particulas pequenas tienden a dispersarse y hacen dificil la
deglucién porque no forman bolo. La cantidad de masticaciones depende del alimento
pero, por lo general varia entre 20 y 25.

Glandulas salivales

La saliva es un fluido bioldgico viscoso producido por las glandulas salivales, que
contiene 99.5 % de agua, sales minerales (Na®, K*, CI, HCO;) y varias enzimas
digestivas; la lipasa lingual una enzima importante para la digestion de la leche, y la (-
amilasa. También contiene mucinas, glucoproteina lubricante del alimento y protectora de
la mucosa oral; es la responsable de la viscosidad de la saliva.

Otras proteinas presentes son la muramidasa o lisozima que ataca el acido muramico de
algunas bacterias, la lactoferrina, una proteina que liga al hierro, el factor de crecimiento
epidérmico que estimula el crecimiento de las células de la mucosa gastrica,
inmunoglobulinas (IgA) y sustancias del sistema sanguineo.

La saliva desempena varias funciones importantes: facilita la deglucién, conserva la boca
humeda, sirve como solvente para las moléculas estimulantes de las papilas gustativas,
ayuda al habla al facilitar los movimientos de los labios y de la lengua, ademas de que
conserva la boca y los dientes limpios. El agua y las mucinas que contiene ablandan y
lubrican el bolo y las enzimas digestivas que contiene inician el proceso digestivo.

La saliva puede servir de vehiculo para la excrecion de algunas sustancias, (como el

alcohol y la morfina), de iones inorganicos (como el K*, Ca**, HCOs, yodo, tiocianato) y de
inmunoglobulinas.
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El pH de la saliva por lo general es de 6.8, pero puede variar a ambos lados de la
neutralidad y debido a su contenido de HCOs- tiene propiedades neutralizantes de los
acidos, de manera que juega un importante papel en la higiene bucal.

Amilasa salival humana

alfa-AMILASA

Para los carbohidratos la digestion se inicia en la boca, por la saliva, la
cual contiene a la enzima ptialina, alfa-amilasa o amilasa salival, que
es una enzima que hidroliza enlaces glucosidicos del almidon y
glucogeno, dando como productos maltosa, maltotriosa, dextrinas
limites y algo de glucosa (in vitro); en el organismo, debido al corto
tiempo que actuan sobre los alimentos su accién, no es de mucha
importancia. Ademas es facilmente inactivada a pH de 4 o mas acidos,
por eso su accion cesa en el medio acido del estdmago. En ciertas personas la saliva
presenta una actividad de amilasa muy débil o nula.

DIALISIS
Activadores y
estimulo de condiciones Productos
.. " Sustrato -
recion Optimas para su finales
actividad

] Maltosa,
3s salivales, Oligosacaridos
saliva como Requiere CI Almidén 9 N

. . Maltotriosa
areflejaala pH de 6.6 a 6.8 Glucdgeno . o

; Dextrinas limite
de alimentos

Glucosa

Los liquidos presentes en los organismos son dispersiones de diversas sustancias en el
seno del agua. Segun el tamafio de las particulas se formaran dispersiones moleculares o
disoluciones verdaderas como ocurre con las que se forman con las sales minerales o por
sustancias organicas de moléculas pequefias, como los azucares o aminoacidos.

La dialisis es un método de separacion y purificacion de biomoléculas que consiste en el
paso de moléculas de bajo peso molecular a través de una membrana dializadora. El
disolvente, y las moléculas de bajo peso molecular como iones inorganicos (cloruro y
sodio) y pequefias moléculas organicas (glucosa) atraviesan la membrana desde la
solucion mas concentrada a la mas diluida, la difusion de las moléculas es inversamente
proporcional a su peso molecular. Las membranas dialiticas son aquellas permeables al
agua y a solutos cristaloides, como el celofan, pergamino y el colodion. Este método
permite la separacion de iones y moléculas pequeifias como la glucosa de
macromoléculas como las proteinas, con lo cual estas ultimas se pueden purificar.
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La dialisis es un proceso muy lento, en algunos casos requiere dias e incluso semanas
para su realizaciéon. Los coloides muy dializados se vuelven inestables al perder
demasiados electrolitos y tienden a precipitar.

La difusién es el fenomeno por el cual las moléculas disueltas tienden a distribuirse
uniformemente en el seno del agua. Puede ocurrir también a través de una membrana si
es lo suficientemente permeable.

Cuando se tienen dos disoluciones acuosas de distinta concentracion separadas por una
membrana semipermeable (deja pasar el disolvente pero no el soluto), se produce el
fendbmeno de la 6smosis que seria un tipo de difusion pasiva caracterizada por el paso
del agua (disolvente) a través de la membrana semipermeable desde la solucion mas
diluida (hipotonica) a la mas concentrada (hipertonica), este traslado continuara hasta que
las dos soluciones tengan la misma concentracién (isotonicas o iso-osméticas). Se
entiende por presion osmética la presion que seria necesaria para detener el flujo de
agua a través de la membrana semipermeable.

A través de estos fendmenos se realizan los intercambios de gases y de algunos
nutrientes entre la célula y el medio en el que vive. La membrana plasmatica de la célula
puede considerarse como semipermeable, y por ello las células deben permanecer en
equilibrio osmatico con los liquidos que las banan. Cuando las concentraciones de fluidos
extracelulares e intracelulares son iguales, ambas disoluciones son isotonicas. Si los
liquidos extracelulares aumentan su concentracion de solutos se hacen hipertdnicos
respecto a la célula, ésta pierde agua y se deshidrata, fenobmeno conocido como
plasmolisis. Y si por el contrario los medios extracelulares se diluyen, se hacen
hipotdnicos respecto a la célula, el agua tiende a entrar y las células aumentan su
tamano, se hacen turgentes, llegando incluso a estallar.

MEMBRANAS SEMIPERMEABLES

Son aquellas que permiten el paso de moléculas en funcion de su peso/tamano molecular,
permitiendo el paso de pequefias moléculas pero impidiendo el paso de moléculas de
gran tamafno. Estas membranas estan dotadas de poros microscopicos y dependiendo de
las dimensiones de los poros, podran pasar determinadas moléculas a través de ellas.
Unas lo haran libremente, otras a medias y otras no podran pasar en absoluto. Este
transporte de masa a través de las membranas semipermeables sigue determinadas
reglas:

Transporte difusivo: por diferencia de concentracién. Es un transporte pasivo que no
consume energia. El movimiento de solutos por difusion es el resultado del movimiento al
azar que tienen las moléculas dentro de esta solucion. Un soluto en una disolucién, en su
movimiento aleatorio de vez en cuando impacta contra la membrana. Si la molécula de
soluto encuentra un poro de tamafo adecuado podra pasar al otro lado de la membrana.
De igual manera en la solucion existente al otro lado de la membrana podra ocurrir lo
mismo Yy otro soluto podra pasar en direccion contraria.
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Diferencia o gradiente de concentracion: la cantidad de soluto que pase de una solucion A
a una solucién B y viceversa va a depender del numero de impactos o colisiones contra la
membrana. La frecuencia de colisiones contra la membrana va a depender de la
concentracion de solutos a cada lado de la membrana. Por ejemplo, si la concentracion de
un soluto x en una solucion A es 50 mmol y en la otra solucién B este mismo soluto tiene
una concentraciéon de 10 mmol, la probabilidad de que el soluto x en la solucidén A choque
contra la membrana, y por la tanto pase al lado B es 5 veces mayor que del lado B este
mismo soluto pase al lado A. Por tanto la transferencia neta de soluto de una solucion A, a
la solucion B va a ser mayor mientras mas grande sea el gradiente de concentracion entre
las dos soluciones.

Peso molecular: cuanto mayor sea el peso molecular de un soluto, menor sera su tasa de
transporte a través de una membrana semipermeable. Los motivos para esto se deben a
la velocidad y al tamafio. La velocidad de una molécula en una solucion esta
inversamente relacionada con el peso de la molécula. Por ejemplo, la velocidad de una
molécula que pesa 200 daltons sera menor que la de una molécula que solo pesa 100
daltons. Las moléculas pequenas se mueven a una velocidad elevada e impactan con
gran frecuencia con la membrana por lo que su transporte difusivo va a ser alto. Las
moléculas grandes, aunque pudieran pasar facilmente por los poros, van a difundir poco
ya que al ir a una velocidad mas lenta van a colisionar con menos frecuencia contra la
membrana. El tamafio de una molécula se relaciona con su peso molecular. La membrana
va a impedir parcial o totalmente el paso a través de un soluto que sea de un tamafno
aproximado o mayor que el del poro de la membrana.

Permeabilidad de la membrana: tamafio de poros, densidad de poros, grosor de la
membrana.

Resistencia de la membrana: la resistencia de la membrana al transporte de solutos sera
mayor si la membrana es gruesa, si el numero de poros es pequefio O si los poros son
estrechos.

MATERIAL Y REACTIVOS

MATERIAL QUE DEBEN PROPORCIONAR LOS ALUMNOS

1 liga o trozo de parafilm Hilo cafiamo
MATERIAL POR EQUIPO MATERIAL POR GRUPO
| 1 vaso de precipitados de 250mL | 1 vaso de precipitados 2000 mL
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2 vaso de precipitados de 100mL

1 vaso de precipitados de 250mL

8 tubos de ensaye 16 x 150mm

20 celdas para espectrofotometro

2 pipetas graduadas de 2mL

1 parrilla de calentamiento c/agitacién

5 pipetas graduadas de 1mL

4 propipetas

2 pipetas pasteur

1 pipeta graduada de 2mL

2 matraces volumétricos de 100mL

3 pipeta graduada de 1mL

1 probeta de 100mL

4 vasos de precipitado de 100mL

2 propipetas

5 espectrofotometro

1 gradilla 1 mechero bunsen
1 placa de porcelana 1 tripie
1 piseta 1 tela de asbesto
5 termometros
5 bafio maria
1 pinzas de punta roma
10L agua destilada
REACTIVOS
150 mL de almidén al 1% 100 mL de lugol 0.01M / en 5 frascos
goteros
60 mL HCI 1N Tiras de pH

10 tubos para dialisis de 10 cm de longitud

10 pzas Parafilm

100g Bicarbonato de sodio / 100mL NaOH

1 magneto grande

METODOLOGIA

l. Recoleccion de la muestra

1. Un voluntario se enjuaga perfectamente la boca y mastica la liga o un trozo de

parafilm

2. En un vaso de 100mL, colecte una muestra de 10 mL de saliva.

Il. Dialisis de una muestra de saliva

1. En un vaso de precipitados con agua destilada, hierva un segmento de tubo para

dialisis y cierre cuidadosamente por un extremo.

S

Cambie el agua cada 20 min.

lll. Método colorimétrico para la observacion de la actividad de amilasa salival.

1.  Diluya una fraccion de saliva no dializada. Elija usted la dilucion (Se sugiere iniciar

con una dilucién 1:10).
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2. Coloque en un tubo de ensaye 1 mL de sol. de almidén al 1% en agua.

3. Incube a 37°C por 2 min.

4. Anada al tubo 1 mL de saliva diluida, incube a 37°C y mezcle.

5. Tome, cada 30 seg una muestra de la mezcla de incubacion y coléquela sobre una
cavidad de una placa de porcelana a la cual previamente se le ha depositado 2 gotas
de solucion de lugol.

6. Busque la dilucién adecuada para que el tiempo en que la enzima degrade el almidon
sea de entre 3 y 5 min.

7. Una vez obtenida la dilucién adecuada, repita la metodologia con una muestra de
saliva dializada a la misma dilucion (no pipetee el precipitado obtenido en el tubo de
dialisis).

8. Compare sus resultados y concluya.

IV. Meétodo espectrofotométrico para la cuantificacion alfa-amilasa

1. Rotule dos tubos de ensaye como 1 (testigo) y 2 (problema).

2. Adicione a cada tubo 2 mL de almidén calentado previamente a 37°C.

3. Agregue al tubo 2 (problema), 0.1 mL de saliva.

4. Incube los dos tubos en un bafio a 37°C y deje actuar durante 30 minutos.

5. Mientras espera prepare dos matraces volumétricos de 100 mL y rotulelos como 1
(testigo) y 2 (problema).

6. Adicione a cada matraz 2 mL de HCI 1.0 N y 50 mL de agua destilada.

7. Transfiera el contenido de cada tubo al matraz respectivo y lave con agua destilada
cada uno de los tubos por lo menos cinco veces y vierta el agua de lavado al matraz.

8. Agregue al matraz No. 1, 0.1 mL de saliva.

9. Adicione a cada matraz 1 mL de solucion de lugol y homogenice perfectamente.
10. Lleve el volumen de cada matraz a 100 mL y deje reposar 15 minutos.

11. Lea la absorbancia de cada matraz en el espectrofotometro a 580 nm y utilice agua
destilada como blanco para ajustar el aparato.

12. Para obtener las unidades de amilasa utilice la siguiente relacion:

UNIDADES DE AMILASA (100ML) = Absorbancia testigo - Absorbancia problema * 600
Absorbancia testigo

Nota: Investigue el significado de “unidades de amilasa” para que pueda elaborar de
manera correcta su reporte.
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Observaciones y resultados

Método colorimétrico para la observacion de la actividad de amilasa salival.

(OO0 (OO0
OO0O| |[OOO
OO0O| |[OOO
©0J) 000
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Método de colorimetria visual para la observacion de la actividad de amilasa salival.

Tiempo Tiempo

Dilucion | (saliva no dializada) | (Saliva dializada)

Método espectrofotométrico para la cuantificacioén alfa-amilasa

Absorbancia del testigo

Absorbancia del problema

MANEJO DE RESIDUOS

Los residuos producidos en esta practica seran manejados de acuerdo a las indicaciones
proporcionadas en el apartado correspondiente de este manual: los acidos o basicos se
neutralizan y se eliminan en las tarjas con suficiente agua; los solventes y mezclas de
reactivos se guardaran en frascos perfectamente etiquetados que permita conocer en
todo momento que tipo de residuos son, quién los generd y en que practica. Se debe
ubicar los frascos contenedores de los residuos correspondientes a las reacciones
desarrolladas y productos de reaccidn obtenidos. Los desechos solidos organicos se
colocan en bolsas y se depositan en los cestos de basura fuera del laboratorio. Si tiene
dudas consulte a su asesor.
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PRACTICA 3
FERMENTACION ALCOHOLICA
OBJETIVOS

Realizar fermentacion alcohdlica con levadura bajo diferentes condiciones, para relacionar

el tipo de metabolismo con la produccidon de energia que se realiza en estos organismos.

CUESTIONARIO PREVIO

¢, Qué es la respiracion aerdbica? Explique

¢, Qué es la respiracion anaerdbica? Explique

¢ Qué es la fermentacion? ¢ Cuantos tipos hay?

¢ Qué organismo es Saccharomyces cerevisiae? ;Qué tipo de carbohidratos puede
metabolizar?

Investiga las rutas metabdlicas que realiza Saccharomyces cerevisiae

Explica con detalle la glucdlisis. Incluye formulas y enzimas que participan.

¢, Cuales son los posibles destinos metabdlicos del piruvato?

¢ Qué regulacion presenta la glucélisis?

. ¢ La tasa de fermentacion se afecta con la temperatura?

10. ¢ Qué efecto provoca el NaF sobre la glucdlisis? ¢ Afecta a alguna enzima en
especial? ¢ Cual y CoOmo?

hoOp =

©®~ND O

CONTENIDO

En esta practica el alumno realiza la fermentacion alcohdlica con levadura, comprueba la
desaparicion de glucosa con la prueba de Benedict, experimenta la fermentacion con
diferentes carbohidratos como sustratos: glucosa, fructosa, galactosa y sacarosa. Realiza
la fermentacidn a dos temperaturas diferentes y prueba también el efecto que el NaF
ejerce sobre la ruta metabdlica.

INTRODUCCION

De todos los organismos que habitan la tierra, solo unas cuantas especies son
estrictamente anaerobicos, es decir, que solamente pueden vivir en ausencia de oxigeno.
La mayoria son microorganismos que habitan ambientes que tienen poco oxigeno o
carecen de él, como: el intestino de los animales, el suelo profundo, sedimentos de lagos
y océanos o pantanos. Sin embargo, hay una gran cantidad de organismos que pueden
vivir en ausencia y presencia de oxigeno, entre ellos, se incluyen microorganismos, sino
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también animales superiores y plantas. Incluso ciertos tejidos de nuestro organismo
pueden funcionar anaerobica o aerobicamente.

Las células que pueden vivir bajo ambas condiciones reciben el nombre de células
facultativas. Un aspecto muy significativo de ellas es que, cuando el oxigeno esta ausente
de su medio ambiente, pueden extraer energia de la glucosa mediante el mismo tipo de
mecanismo de fermentacién anaerdbica que utilizan las anaerdbicas estrictas. Mientras
que en presencia de oxigeno prefieren oxidar completamente los alimentos hasta la
formacion de CO., agua y energia, esto es, hacen oxidacion aerobia.

Los productos de fermentacion varian de un tipo de célula o microorganismo a otro. La
fermentacion alcohdlica es un proceso anaerobico realizado por las levaduras y algunas
clases de bacterias. Estos microorganismos transforman el azucar en alcohol etilico y
didxido de carbono. La fermentacidn alcohdlica, inicia después de que la glucosa entra en
la célula. La glucosa se degrada en acido piruvico. Este acido piruvico se convierte en
seguida en CO; y etanol. Los seres humanos han aprovechado este proceso para la
fabricacion de pan, cerveza y vino. El bidéxido de carbono crea la efervescencia en la
cerveza y hace que el pan “suba” dentro del horno. El etanol que se produce es el alcohol
presente en la cerveza y en los vinos. Para la elaboracién de estos tres productos se
emplea el mismo microorganismo: la levadura comun o Saccharomyces cerevisiae.

Saccharomyces cerevisiae.

Cuando se requiere contraccion repetida en el musculo esquelético, por ejemplo, durante
el ejercicio fuerte y continuo, el suministro de oxigeno no puede mantener la demanda
metabdlica de las células y en este caso el piruvato producto de la glucdlisis se convierte
en lactato. La acumulacion de acido lactico causa el dolor caracteristico cuando se
ejercitan los musculos excesivamente. La fermentacion lactica ocurre también en algunas
bacterias gracias a este proceso se obtienen productos de origen lacteo tales como el
yogurt, crema agria y quesos.
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MATERIAL QUE DEBEN PROPORCIONAR LOS ALUMNOS

1 paquete de levadura
liofilizada

MATERIAL POR EQUIPO

MATERIAL POR GRUPO

MANUAL DE PRACTICAS DEL LABORATORIO DE BIOQUIMICA METABOLICA

2 vasos de precipitado de 250 mL

2 vasos de precipitado de 100 mL

5 banos maria con gradilla

1 probeta de 100 mL

5 termémetros

4 pipeta graduada de 10 mL

1 vasos de precipitado de 600mL

2 pipetas graduada de 5 mL

2 vasos de precipitado de 100mL

6 pipetas graduada de 2 mL

6 vasos de precipitado de 50mL

2 pipetas graduada de 1 mL

3 pipetas graduada de 10mL

2 pipetas pasteur

1 pipetas graduada de 2mL

6 tubos de ensaye de 16 x 250mm

4 pipetas volumétrica de 2mL

15 tubos de ensaye de 16 x 150mm

1 pipeta graduada de 1mL

1 gradilla p/tubo de ensaye 16 x 250mm

8 propipetas

1 gradilla p/tubo de ensaye 16 x 150mm

1 galén de agua destilada

1 piseta

Papel parafilm

3 propipetas

1 balanza digital

1 varilla de vidrio

1 gradilla p/tubo de ensaye 16 x 250mm

1 tripie

2 frascos de residuos 100mL

1 tela de asbesto

1 vaso de precipitados 600mL

1 mechero bunsen

2 pinzas para tubo de ensaye

REACTIVOS

400 mL de solucion de glucosa al 10 %

50 mL de solucion de sacarosa al 2 %

150 mL de solucion de glucosa al 2 %

80 mL de NaF al 0.01M

50 mL de solucién de galactosa al 2 %

100 mL Reactivo de Benedict

50 mL de solucion de fructosa al 2 %

10 pzas papel parafilm
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METODOLOGIA

Para esta metodologia es importante revisar la temperatura a la cual deben estar las
soluciones que se van a utilizar.

Preparacion de una suspension de levadura al 10%

En un vaso de precipitados de 250mL, vierta el sobre de 11g de levadura liofilizada
Agregue 110 mL de agua destilada

Agite con varilla de vidrio hasta que se disuelva la levadura

En un tubo de ensaye 16 x 150mm, coloque 10 mL de suspension de levadura y
manténgalo en un bafo de hielo y los otros 60 mL restantes, en un vaso de
precipitados de 100mL, coléquelo en el baifo a 37°C.

hwN =

ll. Fermentacién de glucosa y demostracion con la prueba de Benedict
Prueba de Benedict:

1. Para comprobar la presencia de azucares reductores en la solucion de glucosa
al 2%, realice una prueba de Benedict. Mida 0.5 mL de la solucién problema +
Agregue 1 mL del reactivo de Benedict. Caliente en un bafio de agua hirviendo
durante 3 minutos:

| Prueba positiva : color rojo ladrillo |  Prueba negativa: color azul |

2. Para verificar que la levadura no contiene ningun azucar reductor realice un
blanco de la siguiente manera: Mezcla 3 mL de levadura al 10% con 10 mL de
agua destilada. Efectue una prueba de Benedict tomando unicamente 0.5 mL
de esta disolucion.

Fermentacion de glucosa.

w

En un tubo de ensaye 16 x 150mm, agregue 10 mL de una solucion de glucosa
al 2%.

Agregue 3 mL de suspension de levadura al 10% a 37°C

Mezcle perfectamente hasta que la mezcla esté homogénea

Incube a 37°C

Realice una prueba de Benedict con 0.5 mL de la mezcla a los 30, 60, 90 y 120
minutos de incubacion.

8. Registre sus resultados en la tabla 1

No ok

lll. Fermentacién con diferentes carbohidratos
1. Rotule cinco tubos de ensaye como: agua, glucosa, fructosa, sacarosa, galactosa

2. Adicione a cada uno lo siguiente:
Agua: 2 mL de agua destilada
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Glucosa: 2 mL de glucosa al 2%
Fructosa: 2 mL de fructosa al 2 %
Sacarosa: 2 mL de sacarosa al 2%
Galactosa: 2 mL de galactosa al 2 %

Para cada uno de los tubos por separado y uno por uno:

Adicione 2 mL de suspension de levadura y

Llene completamente una pipeta graduada de 2mL con la solucién del tubo que
corresponda y tape el extremo con un dedo, mientras sella el lado opuesto con un
trocito de “parafilm”. Utilizando una pipeta pasteur, continue el llenado de la pipeta
graduada hasta que la solucién llegue hasta antes de que se desborde.

Invierta la pipeta y coloquela dentro del tubo de ensaye.

Inicie la toma del tiempo.

Observe cada 5 minutos, durante media hora y con ayuda de una regla anote el
volumen desplazado del liquido.

Registre sus datos en la tabla 2.

IV. Fermentacion a diferentes temperaturas

1.

Prepare un bano de agua con hielo (0°C) y un bafio a 37°C

2. Rotule dos tubos de ensaye de 15 x 1.5 cm como: A (0°C) y B (37°C)
3. Adicione a cada uno lo siguiente:

A: 7.5 mL de suspensién de levadura incubada 0°C + 7.5 mL de glucosa al 10% +
7.5 mL de agua destilada fria.

B: 7.5 mL de suspensién de levadura a 37°C + 7.5 mL de glucosa al 10% + 7.5 mL
de agua destilada a 37°C.

Coloque sobre cada tubo un tubo de ensaye de 15 x 2.5 cm, inviértalos
rapidamente y ponga el tubo A en el bafio de agua con hielo (0°C) y el B en el bafio
a37°C.

Inicie la toma del tiempo.

Observe cada 5 minutos, durante media hora y con ayuda de una regla anote el
volumen desplazado del liquido.

Registre sus datos en la tabla 3.

V. Efecto del NaF sobre la fermentacion.

1.
2.

3.

4.

Rotule dos tubos de ensaye de 15 x 1.5 cm como: C (sin NaF) y D (con NaF)
Adicione a cada uno lo siguiente:

C: 7.5 mL de suspension de levadura a 37°C + 7.5 mL de glucosa al 10% + 7.5 mL
de agua destilada a 37°C.

D: 7.5 mL de suspension de levadura a 37°C + 7.5 mL de glucosa al 10% + 7.5 mL
de solucion de NaF 0.01M a 37°C

Coloque sobre cada tubo un tubo de ensaye de 15 x 2.5 cm, inviértalos
rapidamente y ponga los dos tubos en un bafio a 37°C.

Inicie la toma del tiempo.

FES-CUAUTITLAN/QUIMICA 44



ﬁ* MANUAL DE PRACTICAS DEL LABORATORIO DE BIOQUIMICA METABOLICA

SEMESTRE 2026-l1

' @@8‘5

Observe cada 5 minutos, durante media hora y con ayuda de una regla anote el
volumen desplazado del liquido.
Registre sus datos en la tabla 4.

OBSERVACIONES Y RESULTADOS

Tabla 1. Fermentacién de glucosa y demostracion con la prueba de Benedict

Muestra Prueba de Benedict

Glucosa

Levadura

30 min

60 min

90 min

120 min
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Tabla 2. Fermentacion con diferentes carbohidratos

Tiempo

(min) Agua Glucosa Fructosa Sacarosa Galactosa

10

15

20

25

30

Tabla 3. Fermentacion a diferentes temperaturas

Tiempo (min) A (0°C) Volumen desplazado A (37 C) Volumen desplazado

10

15
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20

25

30

Tabla 4. Efecto del NaF sobre la fermentacion

Tiempo (min) |C(sin NaF) Volumen desplazado |D (con NaF) Volumen desplazado

10

15

20

25

30
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MANEJO DE RESIDUOS

Los residuos producidos en esta practica seran manejados de acuerdo a las indicaciones
proporcionadas en el apartado correspondiente de este manual: los acidos o basicos se
neutralizan y se eliminan en las tarjas con suficiente agua; los solventes y mezclas de
reactivos se guardaran en frascos perfectamente etiquetados que permita conocer en
todo momento qué tipo de residuos son, quién los generd y en que practica. Se debe
ubicar los frascos contenedores de los residuos correspondientes a las reacciones
desarrolladas y productos de reaccidn obtenidos. Los desechos solidos organicos se
colocan en bolsas y se depositan en los cestos de basura fuera del laboratorio. Si tiene
dudas consulte a su asesor.

BIBLIOGRAFIA
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Molecular de la Célula. (4a) Editoral Omega Barcelona, Espafia.
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Omega Barcelona, Espana.

3. Stryer, L. (1996). Bioquimica. (4a) De Reverté Barcelona, Espafia.

4. Yanez, A. R. (1996). Manual de Practicas de Bioquimica. IPN México.
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PRACTICA 4
EXTRACCION DE GLUCOGENO DE HIiGADO DE RATON

OBJETIVOS

1. Inducir la sintesis de glucégeno por medio de una dieta rica en carbohidratos para
extraerlo en higado de raton.

2. Conocer las rutas metabdlicas implicadas en la sintesis y degradacion del
glucogeno.

3. Realizar el sacrificio de los animales de experimentacidén y su diseccion posterior
para obtener el 6rgano que se va a trabajar.

CUESTIONARIO PREVIO

¢, Cual es la importancia del uso de animales de experimentacion?

¢ Cuales son las formas de sacrificar a un raton?

¢, Como se realiza la diseccion de un raton?

¢ Qué es el glucogeno y cual es su estructura?

¢ Cual es la via metabdlica de sintesis del glucogeno?. Explique ampliamente e
incluya las enzimas que participan.

¢ Cual es la via metabolica de degradacion del glucdégeno?. Explique ampliamente
e incluya las enzimas que participan.

Explique ampliamente la gluconeogénesis e indique qué significa.

Explique la regulacion energética de la sintesis y degradacién del glucégeno.
Explique la regulacion hormonal de la sintesis y degradacion del glucégeno.

O Investigue como se realiza la prueba de Molish y Lugol para identificar
carbohidratos.

abrwbh =

o
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CONTENIDO

En esta practica se manejan como minimo 4 grupos de trabajo; de los cuales se debe
considerar un blanco, un control positivo y un problema (se sometera a dieta rica en
carbohidratos por un periodo minimo de 3 semanas).

Se sacrifican los animales de experimentacion por exposicion de solvente. Del lote “dieta
rica en carbohidratos”, se debe someter al menos un ratén a estrés durante un minimo de
15 minutos y posterior sacrificio. Se realiza la diseccion, se extrae el higado y se pesa.
Después se realiza la técnica de extraccion de glucogeno y por ultimo se identifica
mediante la reaccion con Molish y Lugol.

El alumno realiza una investigacién completa de las rutas metabdlicas implicadas en la
sintesis y degradacién del glucégeno.
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GENERALIDADES

En animales, el glucogeno es la forma principal de almacenamiento de los carbohidratos.
Se presenta sobre todo en higado (hasta 8 %) y en musculo donde raras veces excede el
1%. Sin embargo, debido a la gran masa muscular de los animales, el glucégeno del
musculo, representa de 3 a 4 veces la reserva hepatica. El glucdégeno es un polimero de
glucosa con una estructura mucho mas ramificada que la amilopectina del almidon,
presenta cadenas de 12 a 14 residuos de alfa — D - glucopiranosa, con enlaces
glucosidicos alfa -D[1 - 4] y ramificaciones unidas por enlaces glucosidicos alfa [1 - 6].

El glucogeno muscular funciona como fuente de facil disponibilidad de unidades de
hexosa para la glucdlisis dentro del propio musculo. El glucégeno hepatico sirve en gran
medida para exportar unidades de hexosa para la conservacion de la glucosa sanguinea,
en particular entre comidas. Después de un ayuno de 12 a 18 horas, el higado casi agota
sus reservas de glucogeno. Por su parte el glucogeno muscular sélo disminuye de
manera significativa después de un ejercicio vigoroso prolongado.

El glucégeno se sintetiza por medio de glucogénesis a partir de glucosa y otros
precursores, ocurre en todos los tejidos, pero es mas activa en musculo y en higado. La
glucogendlisis es la degradacién de glucogeno a glucosa; la degradacion se realiza tanto
en el higado como en el musculo por la enzima glucogeno-fosforilasa, que es la enzima
que cataliza la fosforolisis de los enlaces alfa [1 - 4] glucosidicos del glucégeno liberando
glucosa 1-P, las fosforilasas del higado y del musculo son semejantes; son alostéricas y
requieren de fosfato de piridoxal (vitamina Beg), las dos enzimas presentan una
interconversion entre la forma fosforilada activa y la forma desfosforilada inactiva. La
adrenalina activa a las dos fosforilasas, en su efecto interviene el AMPc, la insulina tiene
un efecto depresivo en la degradacién del glucégeno, el glucagon tiene efecto estimulante
al igual que la adrenalina.

La regulacién de la sintesis de glucogeno y su utilizacion esta vinculada en los
mecanismos reguladores de la glucdlisis y del ciclo de Krebs. Asi un exceso de glucosa,
se refleja por una elevada concentracion de glucosa-6-fosfato, o un abundante suministro
de otros combustibles que se refleja en una gran carga energética, tiende a hacer
funcionar a la glucogeno sintetasa (para la glucogénesis) y desconectar la glucogeno
fosforilasa (para la glucogendlisis) con lo que se producira un almacenamiento de glucosa
en forma de glucogeno en higado y musculo. Cuando hacen falta combustibles por que la
carga energética es baja, como ocurre en el trabajo muscular intenso o cuando el nivel de
glucosa sanguinea es bajo, se estimula la glucégeno fosforilasa y se inhibe la glucogeno
sintetasa y el glucogeno hepatico se degrada para rendir glucosa sanguinea y el
glucogeno muscular produce glucosa-6-P.

La regulacién en el metabolismo del glucogeno se basa en el equilibrio de la actividad

entre la glucogeno sintetasa y la fosforilasa, las cuales estan bajo control del sustrato por
medios alostéricos y desde luego bajo control hormonal. Asi la fosforilasa no sélo se
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activa cuando hay elevacion de AMPc por accion de la fosforilasa-cinasa sino que, la
glucogeno sintetasa es convertida a su forma inactiva y estos efectos estan mediados por
protein-cinasas que depende del AMPc. Al inhibirse la glucogendlisis se incrementa la
glucogénesis y si se inhibe la glucogénesis aumenta la glucogendlisis. La concentracion
de la fosforilasa a, es el factor mas importante en el control del metabolismo del
glucogeno en el higado ya que esta enzima no solo controla el paso limitante de la
velocidad en la glucogendlisis, también inhibe la actividad de la protein-fosfatasa 1 y en
esta forma controla la sintesis de glucégeno.

Las enfermedades por almacenamiento de glucogeno son un grupo de trastornos
hereditarios caracterizados por la deficiente movilizacion de glucégeno o por la deposicion
de formas de glucégeno anormales, originando debilidad muscular e incluso la muerte.

MATERIAL Y REACTIVOS

MATERIAL QUE DEBEN PROPORCIONAR LOS ALUMNOS

Navaja para bisturi

1 Jaula con bebedero

Tabla de madera para diseccion | Periodico y/o papel estraza

1 botella de Etanol 96°C

1 bolsa p/residuos

MATERIAL POR EQUIPO

MATERIAL POR GRUPO

1 vaso de precipitados de 100 mL

10 vasos de precipitado de plastico

6 tubos de ensaye para centrifuga

1 mechero

4 tubos de ensaye de 16 x 150mm

1 gradilla

1 pipeta graduada de 5 mL

5 centrifugas

1 pipeta graduada de 2 mL

5 balanzas granataria de 2 platos

1 pipeta graduada de 1 mL

2 balanzas electronicas

1 propipeta

1 vaso de precipitado de 250mL

1 mango p/bisturi,

4 vaso de precipitado de 50mL

1 tijeras de diseccion

1 vaso de precipitado de 100mL

1 pinzas de diseccion

1 pipeta graduada de 10mL

1 gradilla

1 pipeta graduada de 5mL

1 mortero chico con pistilo

1 pipeta graduada de 2mL

2 vidrio de reloj

1 pipeta graduada de 1mL

2 varilla de vidrio

1 vortex

1 piseta

1 frasco para residuos de 100 mL

1 placa de porcelana

3 campanas de anestesia

1 pinza p/tubo de ensaye

3 caja Petri

1 galén agua destilada
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REACTIVOS
120 mL etanol de 96° 60 mL etanol absoluto
50 mL acido tricloroacético al 10% 3 g NaCl (cristales)
20 mL solucion de lugol (gotero) 40 mL reactivo de molish (gotero)
40 mL acido sulfurico concentrado 2 pliego de papel filtro

METODOLOGIA

NOTA: Durante el seminario teérico se detalla el manejo bioético de los animales de
experimentacion, los cuidados y las consideraciones con base en las normativas
vigentes. El alumno asume el compromiso de respetar las disposiciones
establecidas asi como generar un trato digno al modelo biolégico experimental.

Todo el material que se va a usar para pesar, homogeneizar y centrifugar se debe
colocar en hielo al inicio de la sesién. Adicional enfriar acido tricloroacético.

. P : :
1. Se alimentan dos ratones durante 3 semanas con alimento rico en

carbohidratos (10% almidon y 5% sacarosa) y se les da a beber una solucion
al 5 % de glucosa o sacarosa. Se debe disponer de 2 animales de experimentacion
control los cuales se someten a una normodieta.

2. Un ratén con normo dieta y otro con dieta rica en carbohidratos se sacrifican, mediante
exposicion a camara de CO2. Se realiza la diseccion del animal, se extrae el higado, lo
mas rapido posible y se coloca sobre un vidrio de reloj, en hielo . El tercer ratén, dieta
normal, y el cuarto ratdn, dieta alta en carbohidratos, se someten a estrés por un periodo
minimo de 15 minutos y posteriormente se sacrifican con sobredosis de éter etilico.

3. Se seca el higado con una tela o toalla de papel y se coloca sobre hielo molido.

4. Una vez frio el higado, se pesa lo mas exacto posible y se anota el peso.

5. Corte el higado en trozos pequefios y coléquelo en un mortero previamente enfriado
que contenga 1 mL de acido tricloroacético al 10 % (frio) por cada gramo de peso del
tejido.

6. Moler el tejido con mucho cuidado hasta obtener una pasta totalmente homogénea.

7. Transfiera cuidadosamente el homogenizado a tubos de centrifuga (previamente
enfriados). Lave el mortero con la minima cantidad de acido tricloroacético al 10 % (frio).
8. Equilibre los tubos de centrifuga con las camisas, que deben estar frias también

9. Centrifugue a 2500 rpm durante 10 minutos.

10. El sobrenadante se decanta en otro tubo previamente pesado y la pastilla se desecha.
11. Agregue lentamente dos volumenes de alcohol etilico (96%) al extracto de acido
tricloroacético, agitando constantemente.

12. Deje reposar la mezcla hasta que observe un precipitado. (Si no hay precipitado
agregue un poco de cloruro de sodio en cristales y caliente ligeramente el recipiente).

13. Centrifugue a 2500 rpm durante 5 minutos.

FES-CUAUTITLAN/QUIMICA 52



£5 ﬁ* MANUAL DE PRACTICAS DEL LABORATORIO DE BIOQUIMICA METABOLICA

=
=/ SEMESTRE 2026-II

14. Deseche el sobrenadante y lave el precipitado con 2 mL de alcohol etilico al 96 % y
agite fuerte.

15. Elimine el sobrenadante y repita el lavado con 3 mL de alcohol absoluto, nuevamente
centrifugar.

16. Si el precipitado no es blanco repita el lavado.

17. Deje secar el precipitado, pese el tubo nuevamente y anote sus resultados.

18. En un tubo de ensaye, realice prueba de Molish y en la placa de porcelana, realice
prueba de Lugol, para corroborar presencia de glucégeno.

18. Calcule el rendimiento del glucogeno con base al peso humedo del tejido de cada
animal.

19. Analice los resultados de todos los ratones y concluya.

OBSERVACIONES Y RESULTADOS

Peso del Peso del % de Prueba de

Muestra Higado glucégeno glucégeno | identificacion*

Ratén con dieta
normal

Sacrificado sin
estrés

Ratén con dieta
normal

Sacrificado con
estrés

Ratén con dieta rica
en carbohidratos

Sacrificado sin
estrés

Ratén con dieta rica

en carbohidratos
Sacrificado con
estrés

e Prueba de identificacion positiva / negativa Molish / Lugol
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MANEJO DE RESIDUOS

Los residuos producidos en esta practica seran manejados de acuerdo a las indicaciones
proporcionadas en el apartado correspondiente de este manual: los acidos o basicos se
neutralizan y se eliminan en las tarjas con suficiente agua; los solventes y mezclas de
reactivos se guardaran en frascos perfectamente etiquetados que permita conocer en
todo momento que tipo de residuos son, quién los generd y en que practica. Se debe
ubicar los frascos contenedores de los residuos correspondientes a las reacciones
desarrolladas y productos de reaccidn obtenidos. Los desechos solidos organicos se
colocan en bolsas y se depositan en los cestos de basura fuera del laboratorio. Si tiene
dudas consulte a su asesor.
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PRACTICA 5
FOTOSINTESIS
AISLAMIENTO DE CLOROPLASTOS Y REACCION DE HILL

OBJETIVO

Realizar el aislamiento de cloroplastos de hojas de espinaca mediante una técnica de
fraccionamiento celular para aprender algunos principios fundamentales de la
fotosintesis asi como demostrar la capacidad reductora de los cloroplastos aislados: la
reaccion de Hill.

CUESTIONARIO PREVIO

¢ Cuales son los componentes estructurales del cloroplasto?

¢ Cuales son los componentes quimicos de cada parte del cloroplasto?
¢ Qué pigmentos estan presentes en las membranas tilacoides y qué
caracteristicas de absorcion tienen?

¢ Qué es la fotosintesis y cuales son sus fases?

¢ Qué sony como estan estructurados los fotosistemas |y [I?

¢ Cual es el fundamento de la practica? Nota: busque la reaccion de Hill

wn =

ook

CONTENIDO

En esta practica el alumno realiza el aislamiento de cloroplastos de hojas de espinaca. Se
asegura de trabajar siempre a temperaturas frias para preservar la actividad de los
cloroplastos. Posteriormente con el uso de un colorante de 6xido reducciéon demuestra la
capacidad reductora de los cloroplastos a diferentes condiciones de longitud de onda,
tiempo y oscuridad.

GENERALIDADES

Los cloroplastos é;_ - ) son estructuras subcelulares que se encuentran en las
algas eucariotas —— ~ y en las células del tejido fotosintetizador de las plantas
superiores; pertenecen a un grupo de organelos citoplasmaticos denominados plastidos,
contienen entre otros, un pigmento verde: la clorofila. La fotosintesis es el proceso a
través del cual algunos organismos captan y transforman la radiacion luminosa del sol, en
compuestos de alto poder reductor o elevada energia quimica de enlace; estos productos
se utilizan posteriormente para la reduccion y transformacién del CO, a carbohidratos.
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La vida en la tierra depende de la energia que suministra la luz solar, pero las células no
pueden emplear o almacenar la energia luminosa directamente, sino que tienen que
convertirla en energia quimica. Los electrones son “moneda” de uso comun en la
conversion de energia en los sistemas bioldgicos: muchas de las reacciones energéticas
de la célula se explican en términos de transferencia de electrones entre moléculas. Por
tanto, las células necesitan para vivir una fuente de electrones. Hace aproximadamente
tres mil millones de afos, algunas células fotosintéticas aprendieron a prosperar casi en
cualquier tipo de entorno natural; sacaron electrones de una sustancia simple: el agua.
Estas células desarrollaron la facultad de disociar pares de moléculas de agua en
electrones, protones y oxigeno molecular. Los protones y electrones resultaron
energéticamente muy utiles; el oxigeno era simplemente un producto de desecho. La
fotosintesis produce todo el oxigeno de la atmdsfera y se realiza en los cloroplastos.

La fotosintesis, es el proceso que transforma la luz solar en la energia que precisan las
funciones vitales de los organismos. Es sin duda, el proceso bioquimico mas importante
de la Biosfera por varios motivos:

e La sintesis de materia organica a partir de la inorganica se realiza principalmente
mediante la fotosintesis.

e Produce la transformacion de la energia luminosa en energia quimica, necesaria y
utilizada por los seres vivos.

e Libera oxigeno, que sera utilizado en la respiracién aerébica como oxidante.

e Fue causante del cambio producido en la atmdsfera primitiva, que era anaerobia y
reductora.

e De él depende también la energia almacenada en combustibles fésiles como
carbon, petroleo y gas natural.

e Mantiene el equilibrio necesario entre seres autoétrofos y heterotrofos.

Se puede concluir que la diversidad de la vida existente en la Tierra, depende
principalmente de la fotosintesis.

1. Etapas de la fotosintesis: En la fotosintesis se diferencian dos fases o etapas:

La luminosa y la obscura.

Fase luminosa: se realiza en el tilacoide, en ella se
producen transferencias de electrones, se produce
oxigeno.

GLUCOSA

s

Ciclo de Calvin

Fase oscura: se lleva a cabo en el estroma, en ella
se realiza la fijacion de carbono, se producen

a" 4 carbohidratos.

Vision global de la fotosintesis.

Fase luminosa y Fase oscura

Los eventos de la fase luminosa, se pueden resumir
en los siguientes puntos:

PRl a) Sintesis de ATP o fotofosforilacion que puede

NADPH

ADP +P
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ser: aciclica o ciclica.

b) Sintesis de poder reductor en forma de NADPH".

c) Fotolisis del agua.

Descripcidn de eventos de la fase luminosa

Cuando un pigmento absorbe energia, uno de tres cosas puede ocurrir: la energia es
disipada como calor; la energia puede emitirse inmediatamente como una longitud de
onda mas larga (fluorescencia) o la energia puede activar una reaccién quimica, como el
caso de la fotosintesis.

La captacion de energia radiante la realiza el cloroplasto a través de las antenas y los
CCL. En el proceso dos fotorreacciones operan en serie para elevar electrones desde el
agua, un donador con alto potencial redox, al aceptor final NADP”, de bajo potencial
redox, una y otra reaccion se desarrollan en los fotosistemas | y Il. La captacion fotonica
por ambos fotosistemas, viene facilitada y canalizada via los correspondientes CCL, e
induce un estado excitado en los centros P-700 y P-680; que ceden inmediatamente un
electron a los aceptores primarios respectivos: un componente para el fotosistema |, y una
feofitina para el fotosistema II. A consecuencia de ello aparecen los radicales cationicos
P-700" y P-680" , que, por su elevado potencial redox, son inmediatamente reducidos por
los donadores primarios de ambos fotosistemas, ese electron es recogido por una
sustancia aceptora de electrones que se reduce: la Plastoquinona (PQ) y desde ésta va
pasando a lo largo de una cadena transportadora de electrones, entre los que estan
varios citocromos (cyt b/f) y asi llega hasta la plastocianina (PC), que se los cedera a
moléculas de clorofila del FSI. A su vez, la plastocianina se vera reducida por el flujo
electronico procedente del fotosistema Il mientras que un complejo enzimatico
dependiente de manganeso, tras acumular cuatro cargas positivas a consecuencia de
cuatro fotoactos sucesivos en P-700, recupera su situacion basal mediante los cuatro
electrones que proceden de la escisidbn o ruptura de dos moléculas de agua, con
desprendimiento simultaneo de oxigeno el proceso se llama fotdlisis del H,O. De este
modo se puede mantener un flujo continuo de electrones desde el agua hacia el
fotosistema Il y de éste al fotosistema |. Finalmente, el flujo de electrones procedentes del
fotosistema | suministra los equivalentes de reduccidn necesarios para la sintesis del
potencial reductor generado en la fotosintesis; el NADP" obtiene dos electrones y un ién
hidrégeno.

En el descenso por esta cadena, con oxidacidn y reduccion en cada paso, el electréon va
liberando la energia que tenia en exceso; energia que se utiliza para bombear protones
de hidrogeno desde el estroma hasta el interior de los tilacoides, generando un gradiente
electroquimico de protones. Estos protones vuelven al estroma a través de la ATP-asa y
se originan moléculas de ATP.
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Flujo electrénico durante la fotosintesis en la membrana tilacoide.

light light

antenna
complex

STROMA

thylakoid [

membrane

2H0 electrochemical

water-splitting plastoquinone plastocyanin ferredoxin proton gradient

enzyme

THYLAKOID
SPACE

07 + 4H* nH*

NADP reductase

bg-f complex

La sintesis de ATP en el cloroplasto se explica mediante la hipotesis quimiosmoética de
Mitchell, de forma muy semejante a como ocurre en la mitocondria. El transporte de
electrones en la cadena transportadora de la membrana tilacoidal produce el bombeo de
protones desde el estroma hacia el espacio tilacoidal a nivel del complejo citocromo b6-f,
lo que genera un gradiente electroquimico. El flujo de protones a favor del gradiente
desde el espacio tilacoidal hasta el estroma, a través del canal de protones de la ATP
sintasa, activa la sintesis de ATP a partir de ADP y fosfato. Los electrones se emplean
para reducir el NADP+ a NADPH. El ATP y el NADPH producidos de esta forma pueden
utilizarse en la fase oscura.

Los dos fotosistemas pueden actuar conjuntamente proceso conocido como esquema en
Z, para producir la fotofosforilacion (obtencion de ATP) o hacerlo solamente el fotosistema
I; se diferencia entonces entre fosforilacion no ciclica o aciclica cuando actuan los dos, y
fotofosforilacion ciclica, cuando actua el fotosistema | unicamente. En la fotofosforilacion
aciclica se obtiene ATP y se reduce el NADP+ a NADPH, mientras que en la
fotofosforilacion ciclica unicamente se obtiene ATP y no se libera oxigeno.

Mientras la luz llega a los fotosistemas, se mantiene un flujo de electrones desde el agua
al fotosistema Il, de éste al fotosistema |, hasta llegar el NADP" que los recoge; ésta
pequena corriente eléctrica es la que mantiene el ciclo de la vida.

P700*

NADPHHT
pront . . NT T
& ci (ﬂ Flujo de electrones ciclico y no ciclico
172 ) o + &
H0 2e-

q 2@211‘: -
)ﬂuju deel 1o ciclico

Flujo de electrones ciclico
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Fase oscura:

En esta fase, se va a utilizar la energia quimica obtenida en la fase luminosa, en reducir
CO,, Nitratos y Sulfatos y asimilar los elementos C, H, y S, con el fin de sintetizar
carbohidratos, aminoacidos y otras sustancias.

Descripcidon de eventos de la fase obscura.

Las plantas obtienen el CO; del aire a través de los estomas de sus hojas. El proceso de
reduccion del carbono es ciclico y se conoce como Ciclo de Calvin, en honor de su
descubridor M. Calvin.

La fijacion del CO2 se produce en tres fases:

1. Carboxilativa: El CO; se fija a una molécula de 5C, la ribulosa 1,5 difosfato,
formandose un compuesto inestable de 6C, que se divide en dos moléculas de
acido 3 fosfoglicérico conocido también con las siglas de PGA.

2. Reductiva: El acido 3 fosfoglicérico se reduce a gliceraldehido-3-fosfato, también
conocido como PGAL, utilizando ATP y NADPH

3. Regenerativa/Sintética: Las moléculas de gliceraldehido-3-fosfato formadas siguen
diversas rutas; de cada seis moléculas, cinco se utilizan para regenerar la ribulosa
1,5 difosfato y hacer que el ciclo de Calvin pueda seguir, y una sera empleada para
poder sintetizar moléculas de glucosa (via de las hexosas), acidos grasos,
aminoacidos, etc; y en general todas las moléculas que necesita la célula.

En el ciclo para fijar el CO,, intervienen una serie de enzimas, y la mas conocida es la
enzima Rubisco (ribulosa 1,5 difosfato carboxilasa/oxidasa), que puede actuar como
carboxilasa o como oxidasa, segun la concentracion de CO..

Si la concentracion de COz es baja, funciona como oxidasa, y en lugar de ayudar a la
fijacion de CO, mediante el ciclo de Calvin, se produce la oxidacion de carbohidratos
hasta CO, y H»0, y al proceso se le conoce como fotorrespiracion. La fotorrespiracion no
debe confundirse con la respiracion mitocondrial, la energia se pierde y no se produce ni
ATP ni NADPH * H"; y se disminuye el rendimiento de la fotosintesis, porque solo se
produce una molécula de PGA que pasara al ciclo de Calvin; en cambio cuando funciona
como carboxilasa, se obtienen dos moléculas de PGA.

CICLO DE CALVIN co2

ADP |T Fase1:
1,5 difosfato

AT Fase3:
“PGAL |
fosfogliceraldehido 3- fosfoglicérico
Fase2: ATP
NADP ADP
Esquema simplificado del Ciclo de Calvin. NADPH

w, sintesis de otras moléculas
V4
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En la mayor parte de los vegetales pluricelulares, todas las células que poseen
cloroplastos tienen las mismas actividades fotosintéticas; incorporan en presencia de luz
el anhidrido carbénico dando moléculas de tres atomos de carbono. En ciertas plantas
superiores, la mayoria de las cuales viven en regiones calidas y aridas, los primeros
productos de la incorporacion del CO2 no son moléculas de 3C, sino acidos dicarboxilicos
de 4C; esta plantas son las llamadas C4. Las células fotosintéticas de las plantas C4, son
de dos tipos: unas incorporan el CO, del aire formando acidos dicarboxilicos, las otras
descarboxilan estos acidos e incorporan el CO; en la ribulosa 1,5 difosfato. El desarrollo
de la fotosintesis en las plantas C4 requiere de intercambio entre dos tipos de células
cuyas funciones estan diferenciadas y son complementarias y este intercambio esta
favorecido por la organizacion anatomica de las hojas en estos organismos. En las
plantas C4, las células clorofilicas estan dispuestas en dos capas concéntricas alrededor
de los haces de las células conductoras de la savia; una capa interna o vaina perivascular
y una capa externa o capa del mesdfilo, con excepcion de las células de los estomas, las
otras células de la hoja no tienen cloroplastos funcionales; en las plantas C3 todas las
células del parenquima foliar son clorofilicas.

(@) (b)

chloroplast epidermis mesophyll cells bundle-sheath

cells

vascular
bundle

vascular
bundle

bundle-sheath
mesophyll cells
cells

stoma epidermis chloroplast

Anatomia foliar de las plantas (a) Cs y (b) Ca.

MATERIAL Y REACTIVOS

MATERIAL QUE DEBEN PROPORCIONAR LOS ALUMNOS

1 rollo de espinacas frescas | Papel aluminio
25 mL de aceite vegetal 3 lamparas con focos de color rojo, azul y verde
(con cable y socket)

Hielo
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1 vaso de precipitados de 600 mL

10 vasos de precipitado de plastico

1 vaso de precipitados de 100 mL

20 celdas para espectrofotometro

10 tubos de ensaye 16 x 150mm

1 frasco para residuos de 500 mL

6 tubos para centrifuga

5 centrifugas

1 pipeta graduada 10 mL

5 balanza granataria de 2 platos

1 pipeta graduada de 5 mL

5 espectrofotometros

1 pipeta graduada de 1 mL

4 gradillas

1 pipeta pasteur

2 balanza electronica

2 propipeta 2 pipetas graduada de 10mL

1 piseta 1 pipeta graduada de 5mL

1 mortero chico con pistilo 4 vasos de precipitado de 50mL
1 gradilla 3 propipetas

1 mechero bunsen 6L de agua destilada

1 tripie

1 tela de asbesto

1 vidrio de reloj

REACTIVOS

150mL buffer fosfatos 0.02 M pH 8.0

150mL NaCl 0.35M

450mL 2,6 diclorofenolindofenol 2x 10 = M

METODOLOGIA

1. OBTENCION DE CLOROPLASTOS A PARTIR DE HOJAS DE ESPINACA

Las técnicas de aislamiento de cloroplastos no son muy sencillas; sin embargo, pueden
utilizarse técnicas aproximadas, que permiten mantener algo de la actividad de los
cloroplastos. Para poder preservar la actividad debe asegurarse de trabajar siempre a
temperaturas frias, incluyendo las soluciones y la cristaleria.

1. Mantener los extractos y los reactivos en hielo.

2. Pese 3 g de hojas de espinacas frescas y lavadas; cértelas (descartando las venas

grandes)

3. Macerar las hojas en un mortero con 15 mL de una mezcla (2:1) de una solucién
buffer de fosfatos 0.02 M pH 8.0 y una soluciéon de NaCl 0.35 M.
Centrifugue todo el contenido del tubo, por 2 minutos a 1500 rpm.
Centrifugue el sobrenadante a velocidad maxima durante 10 minutos.
Resuspender la pastilla en 7 mL de solucion de NaCl 0.35 M.
Durante todas las manipulaciones, asegurese de que el envase que contenga los
cloroplastos esté sumergido en hielo.

No ok
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2. MEDICION DE LA ACTIVIDAD FOTOSINTETICA: REACCION DE HILL

En esta parte de la practica el DCPIP (2,6-diclorofenolindofenol), que es un colorante
redox que en su forma oxidada presenta color azul y en su forma reducida pierde color, se
utilizara para demostrar la capacidad reductora de los cloroplastos. El objetivo es observar
el transporte electronico de la fase luminosa, mediante la reduccion de un colorante que
realizara la aceptacion de los electrones en lugar del NADPH.

1.

2.

Preparar una serie de tubos, rotulados del 1 al 8 y agregar a cada uno 5 mL de la
solucién de Diclorofenolindofenol 2x 10 > M. Recuerde el reactivo es fotosensible.
Leer en un espectrofotdmetro a X nm la absorbancia de la solucién en el tubo 1.
Nota: Investigar la longitud de onda de maxima absorcion del colorante.

Agregar al tubo 2, 0.5 mL de la suspension de cloroplastos y agitar. Leer la
absorbancia del tubo 2 a las mismas condiciones indicadas en el punto anterior.
Agregar al tubo 3, 0.5 mL de la suspension de cloroplastos, agitar y colocar una
capa delgada de aceite vegetal y exponer el tubo a la luz solar durante 30 minutos.
Enseguida leer, en el espectrofotdmetro, la absorbancia. Exponerlo nuevamente a
la luz solar por 30 minutos y leer absorbancia. Analizar la intensidad de color.
Agregar al tubo 4, 0.5 mL de la suspension de cloroplastos, agitar, colocar una
capa de aceite vegetal y exponer durante 30 minutos a luz roja. Transcurridos los
30 minutos leer la absorbancia.

Agregar al tubo 5, 0.5 mL de la suspension de cloroplastos, agitar, colocar una
capa de aceite vegetal y exponer durante 30 minutos a luz azul. Transcurridos los
30 minutos leer la absorbancia.

Agregar al tubo 6, 0.5 mL de la suspension de cloroplastos, agitar, colocar una
capa de aceite vegetal y exponer durante 30 minutos a luz verde. Transcurridos los
30 minutos leer la absorbancia.

Anadir al tubo 7, 0.5 mL de la suspension de cloroplastos previamente hervidos,
durante 5 minutos. Exponer el tubo a la luz solar durante 30 minutos. Leer la
absorbancia.

Anadir al tubo 8, 0.5 mL de la suspension de cloroplastos, cubralo con papel
aluminio durante 30 minutos. Transcurridos los 30 minutos leer la absorbancia.
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OBSERVACIONES Y RESULTADOS

Tubo
No.

. Observaciones
Absorbancia
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MANEJO DE RESIDUOS

Los residuos producidos en esta practica seran manejados de acuerdo a las indicaciones
proporcionadas en el apartado correspondiente de este manual: los acidos o basicos se
neutralizan y se eliminan en las tarjas con suficiente agua; los solventes y mezclas de
reactivos se guardaran en frascos perfectamente etiquetados que permita conocer en
todo momento que tipo de residuos son, quién los generd y en que practica. Se debe
ubicar los frascos contenedores de los residuos correspondientes a las reacciones
desarrolladas y productos de reaccidn obtenidos. Los desechos solidos organicos se
colocan en bolsas y se depositan en los cestos de basura fuera del laboratorio. Si tiene
dudas consulte a su asesor.
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PRACTICA 6
CUANTIFICACION DE CREATININA EN SUERO SANGUINEO

.

OBJETIVO

Cuantificar la concentracion de creatinina, en una muestra de suero sanguineo, mediante
el método colorimétrico de Jaffé, con el fin de hacer una comparacién con los valores de
referencia reportados en la literatura.

CUESTIONARIO PREVIO

1.Investigar la forma correcta de obtener una muestra sanguinea y el tratamiento a seguir
para obtener el suero sin provocar hemalisis.

2. ;Qué es la creatinina y cuales son sus propiedades?

3. ¢ Cual es la importancia metabdlica de la creatinina?

4. ;Cuales son los niveles normales de creatinina en sangre de acuerdo con la edad?

5. Investigue el fundamento de la técnica de cuantificacion de creatinina que se utilizara
en el laboratorio.

6. ¢ Qué enfermedades estan ligadas a los niveles andmalos de creatinina en sangre?

INTRODUCCION

La creatina es una sustancia producida en la degradacion metabdlica de los aminoacidos
glicina, arginina y metionina, principalmente en el higado, los rifiones y el pancreas; de alli
es transportada en el torrente sanguineo a todas las células del cuerpo. Ya que la creatina
participa en todos los procesos que requieren energia, las células musculares, cerebrales
y nerviosas contienen mucha creatina.

La creatinina es un producto final del metabolismo muscular, se origina a partir de la
creatina por pérdida de una molécula de agua. A su vez, la creatina se produce por
hidrolisis del fosfato de creatina, por accion de la creatin-fosfokinasa (CPK), apareciendo
como metabolitos de dicha reaccion el fosfato energético y la creatina. El radical fosfato
puede aportar energia directamente por dicha reaccion a través de su acoplamiento a una
molécula de ADP para formar ATP y posterior hidrolisis por accién de ATPasa.

A diferencia de la urea, la eliminacidon de creatinina por la orina no viene afectada por la
diuresis, al mismo tiempo que para una persona es muy constante su eliminacion diaria
casi independientemente de la dieta alimenticia, siendo la masa muscular el factor
condicionante mas directo de su excrecion total por dia.
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Jaffé describié un método en 1886 para la determinacidon de creatinina el cual envolvia
una proteina libre filtrada y una reaccion con acido picrico en una solucion alcalina.
Aunque desde entonces se han descrito varios métodos, el método clasico de reaccion de
Jaffé sigue siendo el mas utilizado.

La creatinina reacciona con el acido picrico en condiciones alcalinas para formar un
complejo de color amarillo — anaranjado, el cual absorbe a 510 nm. La reaccion quimica
de Jaffé no es especifica para la creatinina. También reacciona principalmente con las
proteinas, bilirrubina y hemoglobina. Es por esta razon que la muestra debe ser
desproteinizada.

MATERIAL Y REACTIVOS

MATERIAL QUE DEBEN PROPORCIONAR LOS ALUMNOS

Lentes de seguridad Material para toma de muestra sanguinea
Equipo vacutainer® Tubo vacutainer® de tapdn amairillo o rojo
Papel aluminio

MATERIAL POR EQUIPO MATERIAL POR GRUPO

5 tubos de ensaye 16 x 150mm 5 centrifugas

1 pipeta Pasteur 5 balanzas granatarias de dos platos
2 propipetas 5 espectrofotometros

1 piseta 4 celdas de cuarzo

1 gradilla 2 propipetas

1 vaso de precipitado de 250 mL 3 vasos de precipitados 50mL

2 vasos de precipitados 100mL

1 vasos de precipitados 250mL

2 pipeta graduada 5mL

5 goteros de plastico

2 pipeta graduada 5mL

2 micropipeta 20-200mL

2 micropipeta 10-100 pL

2 micropipeta 100-1000 pL

1 frasco p/residuos 100L

1 galén de H,0 destilada

10 vasos de precipitado de plastico
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Kit de creatinina Spinreact®

10mL solucién de creatinina estandar 2 mg/L

METODOLOGIA

. TOMA DE MUESTRA

Se debe considerar un ayuno no mayor de 8 hrs. previo a la toma de muestra.

Il. PREPARACION DE LA MUESTRA

1. Para evitar que se produzca hemdlisis, se quita la aguja de la jeringa y se vacia la
sangre lentamente a un tubo perfectamente limpio y seco. Es muy importante que el
contenido de la jeringa no se vacie a través de la aguja, ni se empuje mucho el
émbolo y que no se forme espuma. Para obtener el suero, el tubo se somete a
centrifugacion a 2500 rpm durante 10 minutos, se saca el tubo, el suero es el
sobrenadante y debe ser de un color amarillo palido, libre de coloracion roja.

2. Preparar las muestras con base en la informacion del inserto Spinreacte.

3. Leer la absorbancia de la muestra, en 492nm, a los 30 (AM1) y 60 segundos (AM2).
Calcular AM= (AM2 - AM1)

4. Cuantificar con ayuda de la férmula.

OBSERVACIONES Y RESULTADOS

CUADRO A. Medidas de absorbancias

m Absorbancia (P) Absorbancia (M)

CUANTIFICACION

Para cuantificar la creatinina presente en el suero consulta el siguiente inserto (spinreact):
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CREATININE -J

C€

Creatinina

Jaffé. Colorimétrico - cinético

Determinacion cuantitativa de creatinina
IVD

Conservar a 2-8°C

PRINCIPIO DEL METODO

El ensayo de la creatinina esta basado en la reaccion de la creatinina con
el picrato alcalino descrito por Jaffé.

La creatinina reacciona con el picrato alcalino formando un complejo
rojizo. El intervalo de tiemp ido para las lect permite eliminar
gran parte de las interferencias conocidas del método.
La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de
creatinina en la muestra ensayada’.

SIGNIFICADO CLINICO

La creatinina es el resultado de la degradacion de la creatina,
componente de los musculos y puede ser transformada en ATP, fuente
de energia para las células.

La produccién de creatinina depende de la modificacion de la masa
muscular. Varia poco y los niveles suelen ser muy estables.

Se elimina a través del rifdén. En una insuficiencia renal progresiva hay
una retencion en sangre de urea, creatinina y acido Grico.
Niveles altos de creatinina son indicativos de patologia renal
El diagnéstico clinico debe realizarse teniendo en cuenta todos los datos
clinicos y de laboratorio.

||,4_5

REACTIVOS

R1

Reactivo Picrico

R2

Reactivo Alcalinizante
CREATININE CAL

Acido picrico 17,5 mmol/L

Hidroxido sédico 0,29 mol/lL

Patron primario acuoso de Creatinina 2 mg/dL

PRECAUCIONES

Hidréxido sodico: Irritante (Xi): R36/38: Irrita ojos y la piel. S26: En caso de
contacto con los ojos, lavar de inmediato con abundante agua y acudir al
medico. S37/39: Usar guantes adecuados y proteger cara y ojos. S45: En
caso de accidente o , acudir i

PREPARACION

Reactivo de trabajo (RT): Mezclar volimenes iguales de R 1 Reactivo
Picrico y de R 2 Reactivo Alcalinizante.

Estabilidad del reactivo de trabajo: 10 dias a 15-25°C.

CONSERVACION Y ESTABILIDAD

Todos los componentes del kit son estables, hasta la fecha de
caducidad indicada en la etiqueta, cuando se mantienen los frascos
bien cerrados a 2-8°C, protegidos de la luz y se evita su
contaminacion. No usar reactivos fuera de la fecha indicada.
CREATININE CAL

Una vez abierto, es estable 1 mes si se mantienen los viales bien
cerrados a 2-8°C, protegidos de la luz y se evita su contaminacion.
Indicadores de deterioro de los reactivos:

- Presencia de particulas y turbidez.

- Absorbancia (A) del Blanco a 492 nm = 1,80.

MATERIAL ADICIONAL

- Espectrofotémetro o analizador para lecturas a 492 nm.
- Cubetas de 1,0 cm de paso de luz.

- Equipamiento habitual de laboratorio.

MUESTRAS

- Suero o plasma heparinizado‘.
Estabilidad de la creatinina: al menos 24 horas a 2-8°C.

- Orina": Diluir la muestra al 1/50 con agua destilada. Mezclar.
Multiplicar el resultado obtenido por 50 (factor de dilucion)
Estabilidad de la creatinina: 7 dias a 2-8°C.

PROCEDIMIENTO

1. Condiciones del ensayo:
Longituddeonda: ............... 492 nm (490-510)
Cubeta:.: . ..qave 1 cm paso de luz
TROIDOT ORI o cr.0.10:1 05 00 c0w e mcmomm oz esiesa 37°C/15-25°C

2. Ajustar el espectrofotémetro a cero frente al blanco de reactivo.

3. Pipetear en una cubeta:

Blanco Patron Muestra
RT (mL) 1.0 1.0 1.0
Patron M2 (ul) - 100 -
Muestra (ul) - - 100

4. Mezclar y poner en marcha el cronémetro.

5. Leer la absorbancia (A,) al cabo de 30 segundos y al cabo de 90
segundos (Az) de la adicion de la muestra.

6. Calcular: AA= Az — A, .

CALCULOS
AA Muestra

x 2 (Conc. Patrén) = mg/dL de creatinina en la muestra
AA Patrén

Factor de conversion: mg/dL x 88,4= umol/L.

CONTROL DE CALIDAD

Es conveniente analizar junto con las muestras sueros control valorados:
SPINTROL H Normal y Patolégico (Ref. 1002120 y 1002210).

Si los valores hallados se encuentran fuera del rango de tolerancia, revisar el
instrumento, los reactivos y el calibrador.

Cada laburatoriv debe disponer su propio Control de Calidad y establecer
correcciones en el caso de que los controles no cumplan con las tolerancias.

VALORES DE REFERENCIA'
Suero o plasma:
Hombres 0,7 - 1,4 mg/dL B 61,8-123,7 pmollL
Mujeres 0.6 - 1,1 mg/dL ® 53,0-97,2 pmollL
Orina: 15-25 mg/Kg/24 h
Hombres 10-20mg/Kgi24 h B 88- 177 umol/Kg/24 h

Mujeres 8-18mg/Kg/24h B 71-177 pmol/Kg/24 h
Estos valores son orientati Es recc dable que cada
establezca sus propios valores de referencia.

CARACTERISTICAS DEL METODO

Rango de medida: Desde el limite de deteccion de 0,09 mg/dL hasta el limite
de linealidad de 15 mg/dL.

Si la concentracion es superior al limite de linealidad, diluir la muestra 1/2 con
CINa 9 g/L y multiplicar el resultado final por 2.

laboratorio

Precision:
Intraserie (n=20) Interserie (n=20)
Media (mg/dL) | 1,06 3,58 1,03 3,31
SD 0,22 0,06 0.04 0,06
CV (%) 2,07 1,54 3,97 1,75

Sensibilidad analitica: 1 mg/dL = 4A 0,03 A/min . mg/dL.

Exactitud: Los reactivos de SPINREACT (y) no muestran diferencias
sistematicas significativas cuando se comparan con otros reactivos comerciales
(x).

Los resultados obtenidos con 50 muestras fueron los siguientes:

Coeficiente de correlacion (r): 0,986

Ecuacion de la recta de regresion: y= 0,975x + 0,047

Las caracteristicas del método pueden variar segtn el analizador utilizado.

INTERFERENCIAS

Hemoglobina (1 g/L), Bilirrubina (55 mg/dL), interfiere'.

Se han descrito varias drogas y otras substancias que interfieren en la
determinacién de la creatinina®®

NOTAS

1. La calibracién con el Patrén acuoso puede dar lugar a errores sistematicos
en métodos automaticos. En este caso, se recomienda utilizar calibradores
séricos.

2. Usar puntas de pipeta desechables limpias para su dispensacion.

3. SPINREACT di: de instr lladas para la aplicacién de
este i endl i analizadi
BIBLIOGRAFIA

1. Murray R.L. Creatinine. Kaplan A et al. Clin Chem The C.V. Mosby Co. St Louis.
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PRESENTACION

Ref: 1001111 2x 150 mL

Ref: 1001113 4x 150 mL

IMPORTADORES EXCLUSIVOS : LAB CENTER DE MEXICO SA.DECV.

Colina de las Termas #35 Fracc. Boulevares Naucalpar Edo. de México CP.53140
TEL: 01 (55) 5360-6772 LADA SIN COSTO 01 800 soo SPIN (7746)

Www spinreact.com.mx Iinfo@spinreact.com.mx
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MANEJO DE RESIDUOS

Los residuos producidos en esta practica seran manejados de acuerdo a las indicaciones
proporcionadas en el apartado correspondiente de este manual: los acidos o basicos se
neutralizan y se eliminan en las tarjas con suficiente agua; los solventes y mezclas de
reactivos se guardaran en frascos perfectamente etiquetados que permita conocer en
todo momento qué tipo de residuos son, quién los generd y en que practica. Se debe
ubicar los frascos contenedores de los residuos correspondientes a las reacciones
desarrolladas y productos de reaccidn obtenidos. Los desechos solidos organicos se
colocan en bolsas y se depositan en los cestos de basura fuera del laboratorio. Si tiene
dudas consulte a su asesor.

BIBLIOGRAFIA

1. Ganong, F. (2002). “Fisiologia Médica”. (18% ed.) D.F., México: El Manual
Moderno.

2. Viniegra, P. (1994). “Manual de Quimica Clinica”. Estado de México, México:

Instituto Mexicano del Seguro Social.

Karp, G. (2010). “Biologia celular y molecular”. (6% ed.) D.F., México: Mc Graw Hill.

4. Murray, K., Granner, K., Mayes, A. y Rodwell, W. (2001). “Bioquimica de Harper”.
(152 ed.) D.F., México: El Manual Moderno.
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PRACTICA 7
CUANTIFICACION DE COLESTEROL y BILIRRUBINA
OBJETIVOS

1. Realizar la toma correcta de muestras sanguineas, practicando la puncion en la
fosa antecubital para la obtencién de suero.

2. Realizar la cuantificacion de colesterol y bilirrubina en el suero sanguineo, a través
de un método colorimétrico, para corroborar si se obtienen valores 6ptimos con
base en los rangos de referencia.

3. Conocer los niveles normales de colesterol sanguineo, con base en los rangos de
referencia, para reconocer la importancia metabdlica y fisiologica de este esteroide.

4. Determinar la presencia de bilirrubina en muestras de suero sanguineo a través de
tres pruebas cualitativas (Fouchet y reaccidn de Smith) para comprobar que
realmente esta presente en las muestras.

5. Medir la absorbancia de las muestras de suero sanguineo utilizando el método de
Malloy-Evelyn con el fin de cuantificar la cantidad de bilirrubina presente.

CUESTIONARIO PREVIO

1. ¢ Qué es el colesterol?, ¢ cual es su estructura?, ¢ cuales son sus propiedades?

2. ¢ Cual es la importancia bioquimica del colesterol?

3. Haga un diagrama general de la ruta de sintesis del colesterol. Indique formulas,
nombre de intermediarios y enzimas participantes.

4. ;Cuales son los niveles normales de colesterol en sangre de acuerdo con la edad?

5. ¢ Cual es la forma correcta de tomar una muestra sanguinea?

6. ¢ Qué tratamiento se debe hacer a una muestra sanguinea para obtener el suero?

7. Investigue el fundamento de la técnica de determinacion de colesterol que se va a
utilizar en el laboratorio.

8. ¢ Qué enfermedades estan ligadas a los niveles de colesterol en sangre?

9. ¢ Cual es la importancia del metabolismo de bilirrubina?

10. ¢ Cuales son los niveles normales de bilirrubina en sangre de acuerdo con la edad?
11. Investigue el fundamento de las técnicas de identificacion y cuantificacion de
bilirrubina que se utilizaran en el laboratorio.

12. ; Qué enfermedades estan ligadas a los niveles anormales de bilirrubina en sangre?

INTRODUCCION

El colesterol es un compuesto aliciclico, se clasifica como lipido y pertenece al grupo de
los esteroides. Tiene como estructura basica al ciclopentano perhidrofenantreno, presenta
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ademas dos grupos metilo, un OH, una doble ligadura y una cadena lateral en el carbono
17. Es un compuesto importante para las células del organismo y componente esencial de
los liquidos que constituyen los tejidos; solo alrededor del 30 % del colesterol circulante
en sangre se presenta en forma libre el resto se encuentra en forma de ésteres del
colesterol.

Colesterol
HO

En relacién a sus propiedades fisicas, es un lipido poco soluble en agua (a 25°C el limite
de su solubilidad es 0.2 mg/100 mL). La alta “solubilidad” del colesterol en sangre se debe
a la presencia de lipoproteinas plasmaticas que tienen la capacidad de fijar y solubilizar
grandes cantidades de colesterol por asociacion de lipidos y proteinas. Sus propiedades
como alcohol dependen del grupo OH; la cadena lateral de hidrocarburo unida al atomo
de carbono 17 le da las caracteristicas de lipido, como son solubilidad en éter, cloroformo,
etc.

El colesterol tiene una gran importancia desde el punto de vista bioquimico, ya que es el
precursor de otros esteroides entre los que se encuentran acidos biliares, hormonas
corticosuprarrenales, hormonas sexuales, vitamina D, glucosidos cardiacos y algunos
alcaloides. Ademas es un componente muy importante de las membranas celulares, su
presencia modifica la fluidez de la membrana ya que le confiere rigidez debido a su
estructura policiclica. Estd ampliamente distribuido en todas las células del organismo,
pero en particular en el sistema nervioso.

Es sintetizado en numerosos tejidos a partir de acetil CoA y finalmente eliminado del
cuerpo en la bilis, como colesterol o como sales biliares. Es un producto tipico del
metabolismo animal, por lo cual existe en los alimentos de este origen, como la yema de
huevo, carne, higado y cerebro.

Los niveles de colesterol en sangre estan relacionados con la edad, el sexo, el peso, la
dieta y el ejercicio. Es muy importante mantener el colesterol dentro de ciertos limites
porque un exceso de esta sustancia puede provocar problemas cardiovasculares.

Las técnicas tradicionales de determinacion de colesterol se basan en la reaccién de
Liebermann Buchard. El colesterol y algunos otros esteroides en una mezcla acida,
compuesta de acido sulfurico, anhidrido acético, acido acético y sulfato de sodio producen
un complejo de acido 3,3 biscolesta 3,5 dienil sulfonico (amarillo) y el acido 3-3 biscolesta
2,4 dienilsulfonico (azul), este complejo colorido de color verde, se cuantifica a 610 nm de
longitud de onda.
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El colesterol es atacado por reactivos muy acidos, estos reactivos eliminan del colesterol
una molécula de agua, para después oxidar al intermediario y formar el 3,5 colestadieno,
este a su vez es atacado para formar el bis-3,5 colestadieno y con la adicion de acido
sulfurico se obtiene el acido bis-colestadienilmonosulfénico (color verde) o acido bis-
colestadienildisulfonico (color rojo).

También se puede considerar el método enzimatico, como se indica en el inserto del kit
de colesterol spinreact ®.

La bilirrubina es un compuesto muy colorido producto de la degradacién de la
hemoglobina. En condiciones normales, la vida de los eritrocitos es de alrededor de 120
dias, momento en el cual las células fagociticas del sistema reticuloendotelial del bazo y el
higado los destruyen. La hemoglobina liberada es degradada en sus componentes, uno
de ellos es la protoporfirina. Las células del sistema reticuloendotelial convierten la
protoporfirina en bilirrubina. Esta luego se libera en la circulacién, donde se une con la
albumina y es transportada al higado. En el higado, la bilirrubina se conjuga con acido
glucurdnico por accion de la enzima glucuroniltransferasa para formar el diglucurénido de
bilirrubina hidrosoluble (bilirrubina conjugada o directa).

La hepatitis y la cirrosis son ejemplos comunes de enfermedades que producen daino
hepatico y dan como resultado la aparicion de bilirrubina.

El desarrollo de los métodos para la deteccidn de bilirrubina se inicié en 1883, cuando
Ehlrich descubri6 que la bilirrubina reacciona con el acido sulfanilico y forma un
compuesto colorido al que llamé azobilirrubina.

La bilirrubina conjugada, muy polar, reacciona en medio acuoso con el reactivo de
diazotacion, por lo que se le llamo directa, pues al poner en contacto el suero y el reactivo
aparecia directamente el color. Sin embargo, la bilirrubina libre, poco polar, no da
directamente la reaccion y es preciso afiadir un tercer reactivo que inicialmente fue el
metanol para que produzca la reaccién de diazotacidn con la consiguiente aparicion del
color, por este motivo se llamé bilirrubina indirecta.

Reaccion con tira reactiva

La bilirrubina se combina con la sal de diazonio 2,4-dicloroanilina o 2,6-diclorobenceno-
diazonio-tetrafluoroborato en medio acido para producir un colorante azoico, con colores
que varian desde grados crecientes de beige a café. Los resultados cualitativos se
informan como negativo (beige), escaso (beige fuerte), moderado (café claro) o
abundante (café), o bien como negativo, +1, +2 6 +3.

Prueba de Fouchet

Se anade al suero solucién de cloruro de bario. Se produce un precipitado de sulfato de
bario que absorbe la bilirrubina. La bilirrubina absorbida sobre el sulfato de bario se
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separa y reacciona con una solucién de cloruro férrico de Fouchet. El cloruro férrico oxida
la bilirrubina a biliverdina y se produce una coloracion azul-verdosa.

Reaccion de Yodo de Smith

Se basa en la reaccion colorimétrica del yodo con la bilirrubina convirtiendo a ésta en
biliverdina y bilicianina. Se afiade al suero una solucion de yodo, la presencia de
bilirrubina se observa a través de la formacion de un anillo color verde esmeralda en la
interfase de ambos liquidos.

Método de cuantificacion

Se basa en la reaccién de Malloy-Evelyn, que valora bilirrubina colorimétricamente por la
formacién de azobilirrubina, de color rosa a violeta, cuando a la bilirrubina se le hace

reaccionar en determinadas condiciones con el acido sulfanilico diazotado. La intensidad
del color es directamente proporcional a la cantidad de bilirrubina en la muestra.

MATERIAL Y REACTIVOS

MATERIAL QUE DEBEN PROPORCIONAR LOS ALUMNOS

Lentes de seguridad

Material para toma de muestra sanguinea

Equipo vacutainer ®

Tubo vacutainer® de tapdn amairillo o rojo

Papel aluminio

Torundas con etanol

MATERIAL POR EQUIPO

MATERIAL POR GRUPO

11 tubos de ensaye medianos 16 x 150mm

4 celdas para espectrofotometro de cuarzo

1 vaso de precipitados de 250 mL

20 celdas para espectrofotometro de plastico

1 vaso de precipitados de 50 mL

5 espectrofotometros

2 pipeta graduada de 5 mL

5 centrifugas

1 pipeta graduada de 1 mL

5 balanzas granataria de dos platos

1 pipeta pasteur

10 vasos de precipitado de plastico

2 propipetas

1 pipeta graduada de 1mL

1 piseta

1 pipeta graduada de 5mL

2 gradilla

4 pipetas graduadas de 2mL

1 embudo de vidrio

2 vasos de precipitado de 250mL

1 soporte universal

2 vasos de precipitado de 100mL

1 triangulo de porcelana

7 vaso de precipitado de 50mL

1 aro metalico universal

1 pipeta pasteur

7 propipetas

2 micropipetas 1-10uL

2 micropipetas 10-100 L
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2 micropipetas 100-1000 yL
2 micropipetas 20-200 uL
1 galén agua destilada
5 goteros de plastico
2 frascos para residuos de 1L
REACTIVOS
10 mL de Reactivo de Fouchet 100 mL de Cloruro de bario 10%
50 mL Reactivo de Smith 100 mL NaCl (9 g/L)
1 pliego de papel filtro 1 kit colesterol Spinreact®
1 kit bilirrubina Spinreact®
METODOLOGIA

I. TOMA DE MUESTRA.
Se debe considerar un ayuno no mayor de 8 hrs. previo a la toma de muestra.
Il. PREPARACION DE LA MUESTRA.

Para evitar que se produzca hemolisis, se quita la aguja de la jeringa y se vacia la sangre
lentamente a un tubo perfectamente limpio y seco. Es muy importante que el contenido de
la jeringa no se vacie a través de la aguja, ni se empuje mucho el émbolo y que no se
forme espuma. El tubo se somete a centrifugacion a 2500 rpm durante 10 minutos, se
saca el tubo, el suero es el sobrenadante y debe ser de un color amarillo palido, libre de
coloracion roja.

lll. CUANTIFICACION DE COLESTEROL

1. Se utilizara el método enzimatico para determinacion de colesterol en suero

2. Por grupo, preparar 2 tubos blanco (B) y 2 tubos patron (P), al mismo tiempo

3. Por equipo, prepare en un tubo la muestra (M)

4. Siga cuidadosamente el orden de adicidn indicado en el inserto del kit de colesterol
Spinreact ®

5. Mezclar e incubar 5 min a 37°C 6 10 min a 15-25°C

6. Leer la absorbancia (A) del patrén (P) y la muestra (M), frente al blanco (B) de reactivo
a 505 nm

7. El color es estable 60 minutos

8. Determine la concentracion de la muestra problema con ayuda de la formula indicada
en los calculos del inserto. Anote sus resultados en el cuadro A
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9. Compare sus resultados con los datos de concentracion normal que investigo y
concluya para la realizacién de su reporte

IV. PRUEBA DE FOUCHET

1. En un tubo de ensaye coloque 5 mL de una de las muestra problema y afiada 5 mL de
la solucidn de cloruro de bario 10%

2. Mezcle y filtre dicha mezcla. Colocar el papel filtro extendido

3. Ahnada al precipitado unas gotas del reactivo de Fouchet. Si existe bilirrubina presente
aparecera un color verde o azul verdoso

4. Repita el procedimiento anterior con la otra muestra problema

5. Anote los resultados en el cuadro B

V. PRUEBA DE YODO DE SMITH.

1. En un tubo de ensaye coloque 5 mL de muestra problema

2. Adicione lentamente por las paredes del tubo 2 mL de reactivo de yodo de Smith

3. La formacién de un anillo color verde esmeralda en la interfase de ambos liquidos da
positivo a la presencia de bilirrubina

4. Repita el procedimiento con las demas muestras

5. Registre los resultados en la columna correspondiente del cuadro B

VI. CUANTIFICACION DE BILIRRUBINA.

1. Se utilizara la metodologia indicada en el inserto de bilirrubina T & D Spinreact ®.

2. Por grupo, preparar tubos blanco (B).

3. Preparar las muestras con base en la informacion del inserto Spinreacte.

4. Leer la absorbancia del blanco, calibrador y muestra a 555 nm

5. Registre los datos en el cuadro C.

6. Determine la concentracion de la muestra problema con ayuda de la férmula indicada
en los calculos del inserto.

RESULTADOS
CUADRO A. Cuantificacion de Colesterol
Muestra Patrén (P) Muestra (M)
Absorbancia
[mg/dL] de
colesterol

CUADRO B. Resultados de observaciones de pruebas cualitativas
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Muestra Prueba de Prueba de
Fouchet Smith
Problema 1
Problema 2

CUADRO C. Medidas de absorbancia

Blanco Blanco .
Muestra | cajibrador Muestra Calibrador Muestra
Bilirrubina
directa
Bilirrubina
total
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CALCULOS PARA COLESTEROL Y BILIRRUBINA (inserto spinreact ®)

GPINREACD)

C€ | CHOLESTEROL -LQ |

Colesterol
CHOD-POD. Liguido

Determinacion cuantitativa de colesterol
IVD

Conservar a 2-8°C

PRINCIPIO DEL METODO

El coles‘kerol presente en la muestra origina un compueso coloreado
segun la reaccion siguiente:

E steres colesterol + H O L Colesterol + Acidos grascs

Colesteral + O _EtHOP , 4 Colestenona + H o

2H_0_+Fenol + 4-Aminofenazona _PO0 , Quinonimina + 4H L

La |nten3|dad del color formado es proporcional a la concen‘lracton de
colesterol presente en la muestra ensayada'?

SIGNIFICADO CLINICO

El colesterol es una sustancia grasa presente en todas las células del
organismo. El higado produce naturalmente todo el colesterol que
necesita para formar las membranas celulares y producir cdertas
hormonas. La determinacidn del colesterol es una de las
hetramientas més importantes para el diagndgico v clasificacion de
las lipemias. El aumento del nivel de cules{eml es uno de los
principales factores de riesgo cardiovascular™®

El diagndstico clinico debe realizarse tenlendo en cuenta todos los
datos dinicos y de laboratorio.

REACTIVOS
PIPES pH 69 90 mmoliL
Fenol 26 mmoliL
Colesterol esterasa (CHE) 1000 UL
R Colesterol oxidasa (CHOD) 300U
Peroxidasa (POD) 650 UL
4 - Aminofenazona (4-AF) 0.4 mmoliL
CHOLESTEROL CAL P ardn primario acuoso de C olesterol

PREPARACION
Todos los reactivos estan listos para su uso.

CONSERVACION Y ESTABILIDAD

Todos los componentes del kit son estahles hasta la fecha de
caducidad indicada en la etiqueta del vial, cuando se mantienen
los viales hien cerrados a 2-8°C, protegidos de la lz v se evita su
contaminacion. No usar reactivos fuera de la fecha indicada.
Indicadores de deterioro de los reactivos:

- Presencia de particulas y turbidez.

- Ahsorbancias (A) del Blanco a 505 nm = 0,26.

MATERIAL ADICIONAL

- Espectrofotometro o analizador para lecturas a 505 nm
- Cubetas de 1,0 cm de paso de luz.

- Equipamiento habitual de laboratorio.

MUESTRAS
Suero o plasma'?. Estabilidad de 1a muestra 7 dias a 2-8°C v 3
meses si se mantiene la muestracongelada (-20°C).

PROCEDIMIENTO
1. Condiciones del ensayo:
Longitudde onda: ............... 505 nm (500-550).
Cubeta:. R . ..1cmpasode luz
Temperatura .37°C M5-25°C
2. Ajustar el espectrofotnme«ro a cerofrente a agua destilada.
3. Pipetear en unacubeta:
Blanco P atron Muestra
R {mL 1,0 1,0 1,0
P atrén ™2 (ul) - 10 -
Muestra (ul) -- -- 10

4. Mezclar e incubar Smina 37°C 6 10 min a15-25°C.

5. Leer la absobancia (A) del patrdn y la muestra, frente al
Blanco de reactivo. El cdor es estable como minimo 60
minutos.

FES-CUAUTITLAN/QUIMICA

CALCULOS
(&M uesira

W x Conc. Patrdn = mgJdL de colesterol en la muestra
alrdn

Factor de conversion: mg/dL x 0,0258= mmoliL

CONTROL DE CALIDAD

Es corweniente analizar junto con
valorados:

SPINTROL H Normal y Patoldgic o (Ref. 1002120y 1002210).

Si los valores hallados se encuentran fuera del rango de tolerancia, se
debe revisar los instrumentos, los reactivos y la calibracion.

Cada lahoratorio dehe disponer su propio Control de Calidad vy
establecer correcciones en el caso de que los controles no cumplan
con lastolerancias.

VALORES DE REFERENCIA
Evaluacion del riesgo®®:

las muestras sueros control

Menos de 200 mgfdl MNormal
200-239 mo/dL Moderado
240 0 mas Alto

Estos valores son orientativos. Es recomendable que cada laboratorio
establezca sus propios valores de referencia.

CARACTERISTICAS DEL METODO

Rango de medida: Desde el limite de deteccion 0,113 mg/dL hasta el
limite de linealidad 750 mg/dL.

Si la concentracidn de la muestra es superior d limite de linealidad, diluir
172 con CINa 9 g/L v multiplicar el resultado final por 2.

Precision:
Intraserie (n=20) Interserie (n=20)
Media
(majdL) 99.789 185.309 96.346 184.962
SD
(mgddL) 1.213 1.405 4196 12.773
CV (%) 1.216 0.758 4.355 6.906

Sensibilid ad analifica: 1 mgidL = 00015 (&).

Exaclilud: Los reactivos SPINRE ACT no muestran diferencias siteméticas
significativas cuando secompearan con otros reactivos com erciales.
Losresultados obtenidos con 50 muestras fueron los siguientes:

Coeficiente de corelacion (). 0,9968.

E cuacidn de la recta de regresion: y=0.9797x + 2.2803.

Las caracteristicas del método pueden variar segun el analizador utilizado.

INTERFERENCIAS

No se han ohservado |nterferen0|as de hemoglobina hasta 5 gil v
hilirrubina hasta 10 mgIdL . Se han descrito varias drogas y otras
suhstancias que interfieren en la determinacion del Colesterol*

NOTAS

1. CHOLESTEROL CAL: Debido a la naturaleza del producto, es

aconsejable tratarlo con sumo cuidado ya que se puede contaminar con

facilidad .

LCF(Lipid Clearing F actor) egta integrado en el reactivo.

La calibracion con el Patrdn acuoso puede dar lugar a errores

sistem éticos en métodos autométicos. En este caso, se recomienda

utilizar calibradores séricos.

4. Usar puntas de pipeta desechables limpias para su dispensacion.

5. SPINREACT dispone de ins¥ucciones deialladas para Ia aplicacion
de esie reacliv o en dislinios analizadores.

BIBLIOGRAFIA

1. Nsito H K. Chaolesteral. Ksplsn 4 et 5l Clin Chem The C.V. Mosby Co. Stlowuis.
Tovanto. Princeton 1924, 1194- 11206 snd 437,

Meisttini F. et sl. The & hydroxybenzoste/d-sminophenszone Chromogenic
System. Clin Chern 1978; 24 (12): 2161- 2165,

Young DS. Effects ofdrugs an Clinics! Leb. Tests, éth ed AACC Press, 1995
Young DS. Effects of disesse on Clinics! Leb, Tests, dth ed AACC 2001,

Burtis 4 ets). Tietz Texthook of Clinics) Chemistry, 3rd &d AACC 1999,

Tietz N W et s). Clinics! Guide to Leborstory Tests, rded AACC 1995,

PRESENTACION

wn

smhe N

Ref: 41020
Ref: 41022
Ref. 41021
Ref. 41019

2x 50mL

2x100 mL
2x250 mL
1x1000mL
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BILIRUBIN T&D |

ce |
Bilirrubina T &D

DMSO. Colorimétrico

Determinacién cuantitativa de bilirrubina
IVD

Conservar a 2-8°C

PRINCIPIO DEL METODO
La bilirrubina se convierte en el acido
i fi C De las dos fracciones presentes en

libre ligada a la slbumma sblo la

suero, bilirrubi y

primera reaociona en medioac (bilirrubina directa) preci: d

la con i (DMSO) para que reacuone (bilwrubina
indi ). Enla inacion de la

directa, pondi el Itado a la bilirrubi tolal. La i d do!
color fi do es proporcional a la ion de p en la
muestra ensayada

SIGNIFICADO CLINICO

La bilirrubina se origina por la d dacion de la lobi

Es lransponada del bazo al hlgado yse excrela en la bilis.
de u de la bilirrubina en

CALCULOS
- Con Calibrador:
(A)M - (A) Blanco M et i
{A) Calibrador  (A) Bianco Calibrador © o™ meickde bimuting
- Con Factor:
((A) Muestra — (A) Blanco Muestra) x Factor* = mg/dL bilirrubina en la muestra
“Factor: C ion del Cali

" (A) Calibrador - (A) Blanco Calibrador
Factor de conversion: mg/dL x 17,1 = ymol/L.

CONTROL DE CALIDAD

Es conveniente analizar junto con las muestras sueros control valorados:

SPINTROL H Normal y Patolégico (Ref. 1002120 y 1002210).

Si los valores hallados se encuentran fuera del rango de tolerancia, revisar el
los yel

Cada laboratorio debe disponer su pmpno Control de Calidad y establecer

es el
les de la h

de la hen is, alt

i i p ia de drogas.

Bilirubina  Directa (Ds) Col is hepati Iteraci genéti y

La
plasma Causas mas p:
B-Imubma Tolal (T)

genéticas, anemia

en el caso de que los controles no cumplan con las tolerancias.

VALORES DE REFERENCIA'
Bilirrubina Total en adultos  Hasta 1,10 mg/dL = 18,81 pmollL
Bilirrubina Total en recién nacidos <12 mg/dL = <205,2 ymollL

alteraciones hepética: =
El diagnéstico dlnioo debe realizarse teniendo en cuenta todos los datos Estos V:mb:: D'!Bc'a Es tasa 9'25 ":’lu:"“‘,a 427 pmoll. o
clinicos y de laboratorio. propios valores de referencia.
REACTVOS, . s5mmsi| CARACTERISTICAS DEL METODO
R1(D) Adido c;midriw (CIH) 150 mmol/L Rango de medida: Desde el limite de deteccion de (T) 0,00526 mg/dL (D) 0,07 mg/dL
- Wani hasta el limite de linealidad de 18 mg/dL (T)y 20 mg/dL (D).
- A‘““ddo sw‘;"ﬁ o s "‘mﬁ Sila ion de la es superior al limite de linealidad, diluir 1/2 con CINa
m Slorhiddoo (CR) imes 9 g/L y multiplicar el resultado final por 2.
Dimetilsulfoxido (DMSO) 7 mol/lL Precisié
R3 Sodio nitrito 29 mmol/L Bilirrubina T Intraserie (n= 20) Interserie (n= 20)
T Media (mg/dL) 1.5 5.06 1.5 5,0.
Opcional | BILIRRUBIN CAL Ret: 1002250 ) 0.0 0.0 0.0 X
CV (%) 1.7 1.0 1.9 21
PRECAUCIONES
R1/R2: H290-Puede ser para los H314-Provoca d Bilirrubina D Intraserie (n= 20) Interserie (n= 20)
graves en la piel y les»ones oculares graves. EUH208-Contiene acido Media (mg/dL) 0,96 2,48 0,96 2,50
Puede p C SD 0,024 0,051 0,043 0,035
Seguir los jos de p ind enla FDS y efiqueta del producto. CV (%) 2,52 2,06 4,49 1,41
PREPARACION Sensibilidad analitica: 1 mg/dL = 0,05074 A (T).
Todos los reactivos estan listos para su uso. Exa {08 macnvlm’ll.l:ligé.:gis AM(D)' ik
CONSERVACION Y ESTABILIDAD S1aroutlves e e e ot e o
Todos los p del kit son hasta la fecha de caducidad Coeficiente de correlacion (r)*: 0,96 .
i enla del vial, do se los viales bien cerrados a :

2-8°C, protegidos de la luz y se evita la contaminacion durante su uso. No usar
reactivos fuera de la fecha indicada.
ol de deterioro de los .

Presencia de particulas y turbidez.

Desarrollo de color en el R 2.

MATERIAL ADICIONAL
- para | a 555 nm.

Cubomsde i Ocmdepasodeluz
Equipamiento habitual de laboratorio.

MUESTRAS
Suero o plasma libre de hemdlisis (separado lo antes posible de los hematies).
Pmieqef de la luz.

4 dias a 2-8°C 0 2

ya de los

PROCEDIMIENTO
Condiciones del ensayo:

... 555 nm (530-580)
.1 cm paso de luz
15-25°C

Ecuacion de la recta de regresion: y=0,71177x - 0,05267

Los resultados obtenidos con 50 muestras para Bilirrubina T fueron los siguientes:
Coeficiente de correlacion (r)’: 0,991

Ecuacion de la recta de regresion: y=0,82743x - 0,0382

Las caracteristicas del método pueden variar segun el analizador utilizado.

INTERFERENCIAS
La presencia de hemdlisis disminuye el valor de i
Se han descnto varias drogas y otras que rfi con la inacio
de bilirrubina™*
NOTAS
Para Ia ion de bilirrubina en pip 50 uL de
Multi Itad por 2.
2. Usodeptpeta hable para la disp
3.  Solo para ser utilizado en la bilirrubina total.
4. SPINREACT disp de instr detalladas para la aplicacion de este
o Pty
BIBLIOGRAFIA
1 Kaplan A et al. Bilirubin. Clin Chem The C.V. Mosby Co. St Louis. Toronto.

Princeton 1984; 1238-1241. 436 and 650.

emperal ‘ o
2. Ajustarel especttofolbmetm a cero frente a agua destilada. 2. Malloy H T. et al. The of bilirubin with the ph
3. Pipetear en una cubeta: ™2 J. Biol Chem 1937; 112, 2; 481-491.
3. Young DS. Effects of drugs on Clinical Lab. Tests, 4th ed AACC Press, 1995.
Blanco | B.Total | Blanco |B. Directa 4. Young DS. Effects of disease on Clinical Lab. Tests, 4th ed AACC 2001.
R1(D) (mL) - - 15 15 5. Burtis A et al. Tietz Textbook of Clinical Chemistry, 3rd ed AACC 1999.
R2(T) (mL) 15 15 . . 6. Tietz N W et al. Clinical Guide to Laboratory Tests, 3rd ed AACC 1995.
R3 (W) = 50 = - PRESENTACION
M c (ut) 100 100 100 100 Ref: 1001044 R1(D): 1x150mL
4. Mezclar e incubar 5 a15-25°C. Cont R2(T): 1x150mL
5. Leer la absorbancia (A). R3: 1x10mL
BSIS36-E  27/1117 l IMPORTADORES EXCLUSIVOS: LAB CENTER DE MEXICO S.A.DE C.V.
TEL : 01(55) 5360-6772 Y 01 800 500 SPIN (7746)
www.spinreact.com.mx com.mx
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MANEJO DE RESIDUOS

Los residuos producidos en esta practica seran manejados de acuerdo a las indicaciones
proporcionadas en el apartado correspondiente de este manual: los acidos o basicos se
neutralizan y se eliminan en las tarjas con suficiente agua; los solventes y mezclas de
reactivos se guardaran en frascos perfectamente etiquetados que permita conocer en
todo momento que tipo de residuos son, quién los generd y en que practica. Se debe
ubicar los frascos contenedores de los residuos correspondientes a las reacciones
desarrolladas y productos de reaccidn obtenidos. Los desechos solidos organicos se
colocan en bolsas y se depositan en los cestos de basura fuera del laboratorio. Si tiene
dudas consulte a su asesor.

BIBLIOGRAFIA

1. Huang, T.C.C.P., Chem V., Wefrer and A. Raftery. (1961). A stable reagent for the
Liebermann-Buchard reaction application to rapie serum cholesterol determination.
Analytical chem, 33: 1405.

2. Murray, K. R., Granner, K.D., Mayes, A.P., Rodwell, W.V. (2001). Bioquimica de
Harper. (15a) Manual Moderno México.

3. Stryer, L. (1996). Bioquimica. (4a) De Reverté Barcelona, Espafia.

4. Wiener lab. (2000). Bilirrubina. Método colorimétrico para la determinacion de
bilirrubina directa y total en suero. Argentina.

5. Ganong, F. (2002). Fisiologia Médica. (18a) Manual Moderno México.

6. Wein, K. (2008). Campbell-Walash: Urologia. (9a) Editorial médica panamericana
México.

7. Fischbach, T. (1997). Manual de procesos diagnoésticos. (2a) Mc-GrawHill México.

8. Lynch, J. (1997). Métodos de laboratorio. (2%) México: Editorial interamericana.

9. Graff, L. (2007). “Analisis de orina”. (22 ed.) Editorial médica panamericana México.
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PRACTICA 8
CUANTIFICACION DE UROBILINOGENO EN ORINA

OBJETIVO

Cuantificar la concentraciéon de urobilindgeno en una muestra de orina mediante el
meétodo colorimétrico de Ehrlich con el fin de compararlo con los valores de referencia
reportados en la literatura.

CUESTIONARIO PREVIO

1. ¢Cual es la via metabdlica de formacion de urobilinogeno?

2. ¢Cual es la funcion del urobilinégeno?

3. ¢Cuales son los niveles normales de urobilinbgeno en orina de acuerdo con la
edad?,,

4. Investigue el fundamento de las técnicas de identificacion y cuantificacion de
urobilindbgeno que se utilizara en el laboratorio.

5. ¢Qué enfermedades estan ligadas a los niveles de urobilinégeno en orina?

INTRODUCCION

La bilirrubina se forma a partir de la degradacion de la hemoglobina en el sistema
reticuloendotelial; unida a la albumina, es transportada por la sangre hasta el higado.

En el intestino, las enzimas bacterianas convierten la bilirrubina, pasando por un grupo de
compuestos intermedios, en diversos compuestos relacionados que se denominan en
forma colectiva “urobilinogeno”. La mayor parte del urobilinégeno (pigmento incoloro) y su
variante oxidada, la urobilina (pigmento marron), se pierde con las heces.
Aproximadamente el 10 al 15 % del urobilinégeno es reabsorbido, pasa al torrente
sanguineo, retorna al higado y es re-excretado hacia el intestino. Una pequefia cantidad
de este urobilinégeno se excreta también por los rifiones, y a diferencia de la bilirrubina,
existe urobilindbgeno en la orina en un nivel normal de aproximadamente 1-4 mg/24h.

Se pueden presentar resultados falsos negativos cuando el paciente recibe antibioticos,
cuando hay suspension de la produccion de bilis en el higado por ejemplo en hepatitis
viral severa o cuando hay una obstruccion de los conductos biliares, debido a que en este
caso la bilirrubina no pasaria al tracto digestivo. También se presentan resultados falsos
negativos cuando la muestra se procesa mas alla del tiempo éptimo, debido a que el
urobilindgeno se oxida convirtiéendose en urobilina cuando la orina es expuesta a la luz y
al aire.

El urobilinbgeno en orina es estable durante 8 horas a temperatura ambiente protegido de
la luz y aire y 5 dias a 2-8 °C.
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El pico de la excrecion de urobilindbgeno se produce entre las 14 y 16 horas, de modo que
es aconsejable recolectar la orina en ese momento del dia.

El urobilinbgeno reacciona con el p-dimetilaminobenzaldehido en un medio fuertemente
acido, produciendo una coloracién rojo cereza, el cual absorbe a 500 nm. La intensidad
del color es proporcional a la cantidad de urobilinégeno presente en la muestra.

La reaccion quimica de Ehrilich no es especifica para el urobilinbgeno, con este método
también se detecta porfobilindgeno. Al agregar una solucion saturada de acetato de sodio

produce la intensificacion del color si éste se debe a la presencia de urobilindégeno, pero el
color no se modifica si se debe a porfobilindgeno.

MATERIAL Y REACTIVOS

MATERIAL QUE DEBEN PROPORCIONAR LOS ALUMNOS

Lentes de seguridad Muestra de orina
Papel aluminio

MATERIAL POR EQUIPO MATERIAL POR GRUPO
1 vaso de precipitados de 100 mL 5 espectrofotometros
4 tubos de ensaye 16 x 150mm 5 centrifugas
4 tubos para centrifuga 5 balanzas granataria de dos platos
1 pipeta graduada 2 mL 2 pipetas graduadas 1mL
2 pipeta graduada de 5 mL 1 pipeta graduada 2mL
1 pipeta pasteur 1 pipeta graduada 5mL
2 propipeta 2 pipeta graduada 10mL
1 piseta 6 vasos de precipitados de 50mL
1 gradilla 1 galén de H20 destilada
10 vasos de precipitado de plastico
4 celdas para espectrofotometro vidrio
1 frasco de residuos de 50mL
5 goteros de plastico
8 propipetas
1 frasco de residuos de 50mL
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REACTIVOS

40 mL.de p-dimetilaminobenzaldehido 50 mL carbonato de sodio 15%

(R. Erlich)

40 mL HCI 6N 10 mL fenolftaleina 0.1%

200 mL acetato de sodio

METODOLOGIA

. TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

1.

2.

-_

Las muestras estaran guardadas en frascos ambar debido a que son sensibles a la
luz o bien se cubriran con papel aluminio.

En dos tubos para centrifuga verter 10 mL de muestra de orina, etiquetar como
problema 1.

En otros dos tubos para centrifuga colocar 10mL de muestra de orina, etiquetar
como problema 2.

. Centrifugar durante 5 min a 2000 rpm.

Recuperar el sobrenadante.

PRUEBA CUALITATIVA DE UROBILINOGENO

Colocar en un tubo de ensaye 5 mL de orina.
Agregar 1 mL del reactivo de Ehrlich y mezclar.
Dejar en reposo durante 5 minutos.

. Comprobar el cambio de color. Si la reaccion es positiva la muestra virara a un tono

rojo cereza.

. Agregar 2.5 mL de solucién saturada de acetato de sodio. Si la coloracion se

intensifica es positivo para urobilindégeno, si el color no se modifica es positivo para
porfobilindgeno.

. Repetir el mismo procedimiento empleando la otra muestra problema de orina.

lIl. CUANTIFICACION DE UROBILINOGENO

1. Rotular tres tubos de ensaye como B (blanco), p (patrén) y P (problema).
2. Preparar los sistemas al mismo tiempo de acuerdo a la siguiente tabla:

FES-CUAUTITLAN/QUIMICA 82



@7: ,géﬁw MANUAL DE PRACTICAS DEL LABORATORIO DE BIOQUIMICA METABOLICA
&é
=/ SEMESTRE 2026-Il
TUBO B (blanco) p (patron) P (Problema)
Muestra de orina 2.0mL - 2.0mL
Sol. fenolftaleina - 1.0 mL -
Reactivo de Ehrlich - - 2.0mL
Hcl 2.0mL
Reposar 10 min
Solucidn de acetato de
sodio 6.0mL 6.0mL -
Carbonato de sodio 15% - 5.0mL -
Agua destilada 7mL 3mL 9mL

2. Mezclar y esperar exactamente 5 min a temperatura ambiente y medir la
absorbancia de p y P a 500 nm utilizando el blanco para calibrar el equipo.
3. Registrar los datos en el cuadro A.
OBSERVACIONES Y RESULTADOS

CUADRO A. Medidas de absorbancias

Muestra Absorbancia (p) Absorbancia (P)
Problema 1
Problema 2

CALCULOS
Para cuantificar el urobilinégeno presente en la orina se aplicara la siguiente formula:

Sy s myg _ Aprob .
Urobilindgeno (T) = (A—> (Conc estandar)

patron
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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SECCION BIOQUIMICA Y FARMACOLOGIA HUMANA

BIOQUIMICA METABOLICA

Practica 1: Cuantificacion de DNA

GRUPO Q FECHA EQUIPO

NOMBRE FIRMA
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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOL’OGICAS
SECCION BIOQUIMICAY FARMACOLOGIA HUMANA

BIOQUIMICA METABOLICA

Practica 2: Introduccién al metabolismo

GRUPO Q FECHA EQUIPO

NOMBRE FIRMA
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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOL’OGICAS
SECCION BIOQUIMICA'Y FARMACOLOGIA HUMANA

BIOQUIMICA METABOLICA

Practica 3: Fermentacion Alcohodlica

GRUPO Q FECHA EQUIPO

NOMBRE FIRMA
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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SECCION BIOQUIMICA Y FARMACOLOGIA HUMANA

BIOQUIMICA METABOLICA

Practica 4: Extraccion de glucégeno en higado de ratén

GRUPO Q FECHA EQUIPO

NOMBRE FIRMA
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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SECCION BIOQUIMICA Y FARMACOLOGIA HUMANA

BIOQUIMICA METABOLICA

Practica 5: Fotosintesis, aislamiento de cloroplastos y reaccion de Hill

GRUPO Q FECHA EQUIPO

NOMBRE FIRMA
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DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SECCION BIOQUIMICA Y FARMACOLOGIA HUMANA

BIOQUIMICA METABOLICA

Practica 6: Cuantificacion de creatinina
en suero sanguineo

GRUPO Q FECHA EQUIPO

NOMBRE FIRMA
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DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SECCION BIOQUIMICA Y FARMACOLOGIA HUMANA

BIOQUIMICA METABOLICA

Practica 7. Cuantificaciéon de Colesterol y Bilirrubina en suero sanguineo.

GRUPO Q FECHA EQUIPO

NOMBRE FIRMA
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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES C’UAUTITLAN
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SECCION BIOQUIMICA Y FARMACOLOGIA HUMANA

BIOQUIMICA METABOLICA

Practica 8: Cuantificacion de Urobilinégeno

GRUPO Q FECHA EQUIPO

NOMBRE FIRMA
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DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SECCION BIOQUIMICA Y FARMACOLOGIA HUMANA

CODIGO: FPE-CB-DEX-01-09

VALE DE MATERIAL

N° Revisién: 00

ASIGNATURA

NOMBRE DEL SOLICITANTE
No. DE CUENTA GRUPO
NUMERO Y NOMBRE DE LA PRACTICA O EXPERIMENTO
FECHA DE SOLICITUD

Bioquimica Metabdlica SEMESTRE 2026-I1

No. DE EQUIPO
Practica 1. Cuantificacion de DNA
FECHA DE DEVOLUCION

DESCRIPCION CANTIDAD OBSERVACIONES
Tubos de ensaye 16 x 100 mm 5
Mechero Bunsen - 1
Tripie - 1
Tela de asbesto - 1
Vaso de precipitados 600 mL 1
Termodmetro - 1
Pipeta graduada 10 mL 1
Pipeta graduada 5mL 1
Propipetas - 2
Piseta - 1
Gradilla - 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 MEXICQ
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 Bioquimica Metabdlica SEMESTRE 2026-11
NOMBRE DEL SOLICITANTE
No. DE CUENTA GRUPO No. DE EQUIPO
NUMERO Y NOMBRE DE LA PRACTICA O EXPERIMENTO Practica 2. Introduccién al metabolismo
FECHA DE SOLICITUD FECHA DE DEVOLUCION
DESCRIPCION CANTIDAD OBSERVACIONES

Vaso de precipitado de 250 mL 1

Vaso de precipitados de 100 mL 2

Tubo de ensaye 16 x 150 mm 8

Pipeta graduada de 2 mL 2

Pipeta graduada de 1 mL 5

Pipeta pasteur 2

Matraz volumétrico de 100 mL 2

Probeta de 100 mL 1

Propipeta 2

Gradilla 1

Placa de porcelana 1

Piseta 1

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
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICQ
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 Bioquimica Metabdlica SEMESTRE 2026-11
NOMBRE DEL SOLICITANTE
No. DE CUENTA GRUPO No. DE EQUIPO
NUMERO Y NOMBRE DE LA PRACTICA O EXPERIMENTO Practica 3. Fermentacion alcohdlica
FECHA DE SOLICITUD FECHA DE DEVOLUCION
DESCRIPCION CANTIDAD OBSERVACIONES

Vaso de precipitado de 250 mL 2

Vaso de precipitado de 100 mL 2

Probeta de 100 mL 1

Pipeta graduada de 10 mL 4

Pipeta graduada de 5 mL 2

Pipeta graduada de 2 mL 6

Pipeta graduada de 1 mL 2

Pipeta pasteur 2

Tubo de ensaye de 16 x 250 mm 6

Tubo de ensaye de 16 x 150 mm 15

Gradilla p/tubo de ensaye grande (16 x 250 mm) 1

Piseta 1

Varilla de vidrio 1

Tripie 1

Tela de asbesto 1

Vaso de precipitados 600mL 1

Mechero bunsen 1

Pinzas para tubo de ensaye 2

Propipeta 3

Gradilla p/tubo de ensaye mediano (16 x 150 mm) 1

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
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& %, DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
g 3 % SECCION BIOQUIMICA Y FARMACOLOGIA HUMANA
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o 2 -y CODIGO: FPE-CB-DEX-01-09
2 unam
P o VALE DE MATERIAL
N° Revisién: 00
ASIGNATURA Bioquimica Metabdlica SEMESTRE 2026-I1
NOMBRE DEL SOLICITANTE
No. DE CUENTA GRUPO No. DE EQUIPO

NUMERO Y NOMBRE DE LA PRACTICA O EXPERIMENTO  Practica 4. Extraccion de glucdgeno de
higado de ratén

FECHA DE SOLICITUD FECHA DE DEVOLUCION
DESCRIPCION CANTIDAD OBSERVACIONES
Vaso de precipitados de 100 mL 1

Tubo de ensaye para centrifuga
Tubo de ensaye de 16 x 150 mm
Pipeta graduada de 5 mL
Pipeta graduada de 2 mL
Pipeta graduada de 1 mL
Propipeta

Mango p/bisturi

Gradilla

Mortero chico con pistilo

Vidrio de reloj

Varilla de vidrio

Piseta

Placa de porcelana

Pinza p/ tubo de ensaye

Tijeras de diseccién

Pinzas de diseccion

RN I ) PEE ) QS SN N O] [ O] EEN) QNI | PEEN) QNI ) UL ) UL ) QS N BN NS 0 ) |

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
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P o VALE DE MATERIAL
N° Revision: 00
ASIGNATURA Bioquimica Metabdlica SEMESTRE  2026-l|
NOMBRE DEL SOLICITANTE
No. DE CUENTA GRUPO No. DE EQUIPO

NUMERO Y NOMBRE DE LA PRACTICA O EXPERIMENTO Practica 5. Fotosintesis, aislamiento de
cloroplastos y reaccién de Hill
FECHA DE SOLICITUD FECHA DE DEVOLUCION

DESCRIPCION CANTIDAD OBSERVACIONES
Vaso de precipitado de 600 mL 1
Vaso de precipitado de 100 mL 1
Tubo de ensaye 16 x 150 mm
Tubo para centrifuga
Pipeta graduada 10 mL
Pipeta graduada de 5 mL
Pipeta graduada de 1 mL
Pipeta pasteur
Propipeta
Piseta
Mortero chico con pistilo
Gradilla
Mechero bunsen
Tripie
Tela de asbesto
Vidrio de reloj

—_
o
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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
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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES C'UAUTlTLAN
DEF”ARTAMENTO DE CIENCIAS B|OL9G|CAS
SECCION BIOQUIMICA Y FARMACOLOGIA HUMANA
cODIGO: FPE-CB-DEX-01-09
VALE DE MATERIAL
N° Revision: 00
ASIGNATURA Bioquimica Metabdlica SEMESTRE 2026-I1
NOMBRE DEL SOLICITANTE
No. DE CUENTA GRUPO No. DE EQUIPO

NUMERO Y NOMBRE DE LA PRACTICA O EXPERIMENTO  Practica 6. Cuantificacién de creatinina
en suero sanguineo.
FECHA DE SOLICITUD FECHA DE DEVOLUCION

DESCRIPCION CANTIDAD OBSERVACIONES
Tubos de ensaye de 16 x 150 mm
Pipeta Pasteur
Propipetas
Piseta
Gradilla para tubos de 16 x 150 mm
Vaso de precipitado de 250 mL

AN =,

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
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ASIGNATURA Bioquimica Metabdlica SEMESTRE  2026-l|
NOMBRE DEL SOLICITANTE
No. DE CUENTA GRUPO No. DE EQUIPO

NUMERO Y NOMBRE DE LA PRACTICA O EXPERIMENTO Préactica 7. Cuantificacién de colesterol y
bilirrubina en suero sanguineo.
FECHA DE SOLICITUD FECHA DE DEVOLUCION

DESCRIPCION CANTIDAD OBSERVACIONES
Tubos de ensaye de 16 x 150 mm
Vaso de precipitado de 250 mL
Vaso de precipitado de 50 mL
Pipetas graduadas de 5 mL
Pipeta pasteur
Propipetas
Piseta
Gradillas
Embudo de vidrio
Soporte universal
Aro metalico
Triangulo de porcelana

_\_\_\_\[\)_\[\)_\[\)_\_\:

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
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P S VALE DE MATERIAL
N° Revisién: 00
ASIGNATURA Bioguimica Metabodlica SEMESTRE 2026-|
NOMBRE DEL SOLICITANTE
No. DE CUENTA GRUPO No. DE EQUIPO
NUMERO Y NOMBRE DE LA PRACTICA O EXPERIMENTO Practica 8. Cuantificacién de Urobilindgeno
en orina.
FECHA DE SOLICITUD FECHA DE DEVOLUCION
DESCRIPCION CANTIDAD OBSERVACIONES
Vaso de precipitado de 100 mL 1
Tubos de ensaye 16 x 150 mm 4
Tubos para centrifuga 4
Pipeta graduada de 2 mL 1
Pipetas graduadas de 5 mL 2
Pipeta pasteur 1
Propipetas 2
Piseta 1
Gradilla 1
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
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