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PRESENTACION

La bioquimica representa la base molecular de todos los procesos que tienen

lugar en los seres vivos. En el area de la salud es necesario el conocimiento tanto
del individuo sano como del enfermo, lo cual obliga a saber, no sélo la
composicion quimica del organismo, sino los procesos fisico — quimicos que rigen

los fendmenos fisioldgicos y patoldgicos.
El conocimiento de la bioquimica constituye un pilar fundamental para el desarrollo

de las ciencias de la salud. Por lo tanto, es de primordial importancia la realizacion

y estudio de practicas de laboratorio que permitan un acercamiento a los
Quirargica a ciertos

estudiantes de Enfermeria y de Instrumentacion
procedimientos, a la determinacion de datos de metabolitos y a su interpretacion.
En la parte inicial dentro de las practicas se realiza un laboratorio de preparacion
de soluciones y se proponen calculos que deberan ser de manejo de los

estudiantes en posteriores semestres, e importantes para su formacion. Se hace
énfasis en la forma de expresar los datos y la incidencia de estos en el estado

salud o enfermedad de un paciente.
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NORMAS GENERALES DE BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO

e Utilizar siempre los elementos de barrera apropiados segun las
necesidades: bata, gorro, guantes, tapabocas, mecheros, etc.

e LAvese las manos vigorosamente antes y después de efectuar un
procedimiento.

e Los elementos cortopunzantes como agujas, lancetas y otros, deben ser
desechados con precauciones para evitar lesiones (utilice siempre el
guardian).

e Si padece lesiones exudativas o dermatitis debe evitar el contacto con
los pacientes y con los equipos de trabajo, hasta que estas sanen.

e Utilice, siempre, dispositivos de pipetéo mecanico en el manejo de
liquidos y reactivos.

e Absténgase de comer, beber o fumar en el laboratorio.

e Es responsabilidad de cada estudiante el manejo del reactivo al que
tenga acceso, conozca todos los simbolos de riesgo para el manejo de
las sustancias.

e En caso de derrames neutralice, desinfecte y luego limpie el derrame
con un material absorbente.

e Utilizar adecuadamente los equipos y proporcionarles un mantenimiento
conveniente y permanente. Si un equipo se contamina con una muestra
biologica, debera ser descontaminado con hipoclorito de sodio al 7%, y
se limpiara luego, de acuerdo con las especificaciones del fabricante.

e En caso de rompimiento de un tubo, o derrame en la centrifuga,
apaguela inmediatamente y espere treinta minutos antes de abrirla para

evitar la formacién de aerosoles.
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e Al inicio y al final de una practica de laboratorio, o después de
salpicaduras con sangre u otros liquidos corporales, las superficies de
las mesas de laboratorio deberan ser descontaminadas con una
solucién de hipoclorito de sodio al 7%.

e Toda muestra biolégica diferente a orina debera ser descontaminada
con peréxido de hidrogeno al 30% para luego ser eliminada en bolsas
rojas.

e Todo material contaminado debera ser eliminado en bolsa roja para su

posterior incineracion.

PLAN DE TRABAJO DEL ESTUDIANTE

1. Lectura, previa, de la guia del laboratorio.

N

Presentarse a la practica de laboratorio con sus implementos de
bioseguridad (Bata blanca, gorro, guantes y tapaboca).

Traer a la préactica el portafolio al dia.

Revisar el sitio de trabajo para constatar su limpieza.

Recibir, atentamente, las instrucciones del docente.

o o Mo

Realice la practica siguiendo los pasos definidos por el docente para el

procedimiento.

~

Tomar notas sobre los resultados.
8. Finalmente, recoger los materiales, equipos y reactivos utilizados y dejar el

puesto de trabajo ordenado y limpio.
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MATERIALES PARA TODAS LAS CLASES

Practica 1: Uso y Manejo de material de Laboratorio:
- Material de Vidrio
- Material de Porcelana.
- Material metalico.
- Material plastico.
- Material de madera.
- Material de caucho

Practica 2: Determinacion de glicidos mediante reacciones de coloracion:

- Tubos de ensayo
- Estufa.

- Bafo serologico.
- Pipetas de 10 ml.
- Pinzas.

- Beakers.

- Gradillas.

- Reactivos.

Practica 3: Propiedades de los lipidos:

- Tubos de ensayo
- Estufa.

- Bafio serologico.
- Pipetas de 10 ml.
- Pinzas.

- Beakers.

- Gradillas.

- Aceite vegetal.
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Préactica 4: Toma de muestra:

- Tubos de ensayo
- Estufa.

- Bafio serolégico.
- Pipetas de 10 ml.
- Pinzas.

- Centrifuga.

- Gradillas.

- Jeringas de 5 ml
- Torniquete.

- Torundas de algodon.
- Alcohol.

Practica 5: Cuantificacion de glucosa en suero (Glicemia):

- Tubos de ensayo

- Bafo serologico.

- Pipetas automaticas de 1000 y 10 ul.
- Espectrofotometro.

- Centrifuga.

- Gradillas.

- Reactivos de glicemia.

Practica 6: Cuantificacién de Colesterol:

- Tubos de ensayo.

- Bafio seroldgico.

- Pipetas automaticas de 1000 y 10 ul.
- Espectrofotometro.

- Centrifuga.
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- Gradillas.
- Reactivos de colesterol.

Préactica 7: Cuantificacion de Triglicéridos:

- Tubos de ensayo.

- Bafio serolégico.

- Pipetas autométicas de 1000 y 10 ul.
- Espectrofotémetro.

- Centrifuga.

- Gradillas.

- Reactivos de triglicéridos.

Préactica 8: Cuantificacion de Hemoglobina:

- Tubos de ensayo.

- Bafo serologico.

- Pipetas automaticas de 1000 y 10 ul.
- Espectrofotometro.

- Microcentrifuga.

- Gradillas.

- Reactivos de hemoglobina.

- Lancetas.

- Capilares.

- Tabla para leer micro hematocritos.
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PRACTICA N° 1
USO Y MANEJO DE MATERIAL DE LABORATORIO
l. INTRODUCCION:

Es de suma importancia iniciar conociendo cada uno de los materiales y equipos
utilizados en el laboratorio de bioquimica.

Los equipos y materiales utilizados en el laboratorio de quimica, constituyen los
elementos con los cuales se realizan experimentos y se investiga. Para trabajar
con eficiencia en el laboratorio se hace necesario conocer los nombres de los

diferentes utensilios, sus usos y caracteristicas.

En la realizacion de esta practica, ademas de realizar la revision del uso y manejo
del material del laboratorio de quimica, se mencionan algunas normas de

seguridad que deben tenerse en cuenta.
1. OBJETIVOS:

Objetivo General: Familiarizarse con los equipos y materiales de laboratorio de

uso corriente.

Objetivos Especificos:
- Realizar consulta bibliografica sobre materiales y equipos de laboratorio.
- Describir cada uno de los materiales y equipos consultados y

presentados en la practica.

[I. PROCEDIMIENTO:

Se describe el material de laboratorio. El material es el siguiente:
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-
4 CORPORACION UNIVERSITARIA

‘j_ T e

-ﬁﬂ-«--»@‘i RAFAEL N UNEZ Guia de Bioquimica Il
Soporte Universal Aro metélico
Tripode Pinzas
Nueces Estufa o Calentadores
Mecheros Bafos termostéaticos
Gradilla Tubo de ensayo
Pipetas Balones aforados
Matraz Erlenmeyer Vaso de precipitado
Probeta Cépsula de porcelana
Mortero de Porcelana Balanzas
Bafio de Maria Centrifuga
pH metro

V. TALLER DE PREGUNTAS:

1) ¢A qué se le da el nombre de mecanismo en los aparatos volumeétricos?
Dibujelos.
2) En donde hay mas exactitud en la lectura:
a) ¢En un beaker o en una bureta?
b) ¢En un Erlenmeyer o en una pipeta? Explique
3) Proponga una clasificacion para los utensilios del laboratorio.
4) ¢Cual de todos estos aparatos utilizarias con mayor frecuencia dentro del

desarrollo de tu carrera y en la vida profesional? Explica.
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PRACTICA N° 2

DETERMINACION DE GLUCIDOS MEDIANTE REACCIONES DE
COLORACION

l. INTRODUCCION

Los glucidos o Carbohidratos tienen gran importancia biologica, pues desempefian

muy diversas funciones:

Proporcionan energia a animales y plantas para su mantenimiento y desarrollo;
forman parte de estructuras de sostén en plantas, del exoesqueleto de algunos
invertebrados y de la pared bacteriana; contribuyen a la estructura de algunos
prétidos complejos y de algunos lipidos complejos y desempefian importantes
acciones desintoxicantes en numerosos organismos por la formacion de complejos

guimicos de facil eliminacion renal.

Quimicamente los glucidos se caracterizan por poseer en su molécula dos o mas
grupos alcohdlicos y un grupo aldehido o cetona, es decir, son polihidroxi
aldehidos o polihidroxi centonas. También se incluyen entre estos compuestos las

sustancias que por hidrdlisis dan lugar a estos polialcoholes.

Se dividen en monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos y polisacaridos segun el

numero de moléculas que formen al someterse a hidrolisis.

Para la determinacion de los glacidos generalmente se recurre a reacciones en
donde juegan un papel importante, el color, el precipitado, el tiempo de aparicidon

de dicho color; también se identifican por el calentamiento de la sustancia.

La determinacidon por calentamiento consiste en exponer a calentamiento la
sustancia hasta deshidratarla. Mediante este procedimiento la sustancia pierde

agua y origina compuestos heterociclicos de la serie furanica.
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Las reacciones de coloracidn consisten en hacer reaccionar una solucion de varias
sustancias con determinados reactivos que van a producir una reaccion de
coloracion o un precipitado que, de acuerdo al tiempo de aparicion y la intensidad
del color y del precipitado, nos van a determinar y diferenciar el glicido.

Estas coloraciones y precipitado se producen de acuerdo al reactivo que se utiliza
y al glacido que se esta determinando; puede formarse bien un compuesto
facilmente oxidable u otro de alto poder reductor.

. OBJETIVOS:

Objetivo general: Conocer las diferentes reacciones de coloracion realizadas en

el laboratorio de bioquimica para identificar carbohidratos.

Objetivos especificos:

e Reconocer la importancia y aplicabilidad de las técnicas de coloracion en
los procesos de identificacion de sustancias.
e Discriminar los carbohidratos mediante su reaccién con diferentes reactivos.

[I. MATERIALES Y REACTIVOS:

Tubos de ensayo Gradillas

Pipetas Goteros

Estufas o mecheros Vasos de precipitado
Mayas de asbesto Pinzas para tubos

Reactivo de Molisch Reactivo de Lugol

Reactivo de Seliwanoff Reactivo de Orcinol
Reactivo de Barfoed Acido sulfarico concentrado
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Acido Clorhidrico diluido Agua
V. PROCEDIMIENTO:

1. Prueba de Molisch: Mezclando 2 mL de la solucién problema con 2 gotas
del reactivo de Molisch en un tubo de ensayo, coloque 2 mL de &cido
sulfarico en el fondo del tubo. La aparicion de un color violeta indica la
presencia de un glacido.

2. Prueba de Lugol: Deposite 2 mL de la solucién problema en un tubo de
ensayo. Adicione 2 gotas de &cido clorhidrico diluido. Agregue dos gotas de
la solucion de lugol. La aparicion de un color azul intenso indica la
presencia de almidon; un color rojo indica la presencia de glucogeno.

3. Prueba de Felingh: En un tubo de ensayo colocar 1 mL de la solucion
problema, agregue 1 mL del reactivo de Felinhg A y luego 1 mL de Felingh
B. Coloque el tubo en un bafio de agua hirviendo. Observe la aparicion de
un precipitado color rojo ladrilo que indica presencia de azucares
reductores.

4. Prueba de Orcinol o Bial: En un tubo de ensayo adicione dos gotas de la
solucion problema y 2,5 mL de reactivo de orcinol. Caliente al bafio de
Maria. La presencia de un color verdoso indica la presencia de una
pentosa.

5. Prueba de Seliwanoff: Coloque 2 mL del reactivo en un tubo de ensayo.
Adicione dos gotas de la solucién problema y caliente al bafio de Maria. La
prueba sera positiva si aparece un color rojo cereza. Este color indica la

presencia de cetosas.

V. TALLER DE PREGUNTAS:

1. Establezca una reaccion quimica para la prueba de Fehling

2. Expligue por qué la sacarosa es un disacarido no reductor.

3. Escriba la composicion quimica de los reactivos de: Molistis, Bial,
Semiwanoff, Fehling, lugol
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4. ¢Qué son azlcares reductores?

PRACTICA N° 3
PROPIEDADES DE LOS LiPIDOS
l. INTRODUCCION

Los lipidos son otro grupo de biomoléculas, estos estan integrados por una
diversidad muy grande de estructuras, todas ellas compartiendo ciertas
propiedades que los identifican y caracterizan como grupo; la principal y méas
importante es que todos ellos son insolubles en agua y, al mismo tiempo, son
solubles en solventes organicos como el tetracloruro de carbono, éter, cloroformo
y benceno entre otros.

Los lipidos en nuestro cuerpo cumplen multiples funciones entre ellas se pueden
contar que son componentes importantes de la membrana citoplasmatica y
membranas de organelas celulares; son importante reservorio de energia para
nuestro cuerpo; brindan proteccion térmica y mecanica y algunos funcionan como
hormonas.

PROPIEDADES DE LOS LIiPIDOS

Los lipidos cumplen funciones especificas en el organismo. Las mas destacadas
son:

e Los lipidos constituyen el material de reserva: las grasas o lipidos simples que
pueden acumularse en cantidades practicamente ilimitadas y en condiciones
anhidras (sin agua). Ademas, el exceso de energia procedente de los
carbohidratos, y otros alimentos tomados en la dieta, se almacena en forma lie
lipidos llamados grasas, que constituyen una reserva de energia y de carbono.

e La acumulacion de lipidos debajo de la piel sirve de proteccion frente al frio, ya
gue la piel descansa sobre una capa grasa que suaviza la superficie aspera de
los huesos y se constituye en una barrera que evita la pérdida excesiva de
calor, ademas, los tejidos adiposos situados entre determinadas visceras
organos vitales- Son amortiguadores de los golpes que pueden recibir.
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e Los lipidos complejos pueden constituir membra-nas biolégicas y lipoproteinas

con activas funciones en la bioquimica celular.

e Algunos lipidos en cantidades minimas tienen funcién enzimatica.

e Existen vitaminas y hormonas que son de naturaleza lipidica.

. OBJETIVOS:
Objetivo general: Identificar cuales son las propiedades de los lipidos
Objetivos especificos:

e Desarrollar algunas pruebas que permitan hacer la identificacion de los

lipidos.
e Conocer las funciones de los lipidos en el organismo humano.

lll. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS:

- Bafo Maria. Mechero.

- Gradillas con tubos de ensayo.

- Vaso de precipitado con agua.

- Aceite vegetal.

- Solucion de Sudan Il en frasco cuentagotas.
- Tinta roja en frasco cuentagotas.

- Solucion de Hidroxido sodico al 20%.

- Eter o cloroformo.

IV. PROCEDIMIENTO:

SAPONIFICACION

Programa de Enfermeria e Instrumentacion Quirdrgica

Pagina 16 de 38



.___\

'!'3.;-. CORPORACION UNIVERSITARIA

: RAFAEL NUNEZ Guia de Bioquimica Il

';1":"“""‘-"&3’

Las grasas reaccionan en caliente con el hidroxido sodico o potasico,
descomponiéndose en los dos elementos que la forman: glicerina y los &cidos
grasos. Estos se combinan con los iones sodio o potasio del hidroxido para dar
jabones, que son en definitiva las sales sédicas o potasicas de los &cidos grasos.

TECNICA:
Proceder de la siguiente forma:

1. Colocar en un tubo de ensayo 2cc de aceite vegetal y 2cc de una solucion
de hidréxido sédico al 20%.
2. Agitar enérgicamente y colocar el tubo al bafio Maria de 20 a 30 minutos.

Transcurrido este tiempo, se puede observar tres capas en el tubo: la inferior
clara, que contiene la solucion de sosa sobrante junto con la glicerina formada; la
superior amarilla, de aceite no utilizado y, la intermedia, de aspecto grumoso, que
es el jabén formado.

Nota: Cuando ya se ha visto como se forma el jabon, se puede ir echando en un
vaso de precipitado el contenido de los tubos de ensayo, se remueve bien y se
deja calentar hasta que se haga un buen trozo de jabdn.

TINCION:

Las grasas se colorean en rojo anaranjado por el colorante denominado Sudan lIl.
TECNICA:
Proceder asi:

1. Disponer en una gradilla dos tubos de ensayo, colocando en ambos 2cc de
aceite.

2. Afiadir a uno, 4 o 5 gotas de solucién alcohdlica de Sudan lll. Al otro tubo
afadir 4-5 gotas de tinta roja. Agitar ambos tubos y dejar reposar.

3. Se observara en el tubo al que se le afiadi6 Sudan, que todo el aceite
aparece tefiido. En cambio en el frasco al que se afadié tinta roja, la tinta
se habra ido al fondo y el aceita aparecera sin tefiir.

SOLUBILIDAD:
Las grasas son insolubles en agua. Cuando se agitan fuertemente en ella, se

dividen en pequeiiisimas gotitas formando una "emulsién" de aspecto lechoso,
gue es transitoria, pues desaparece en reposo por reagrupacion de las gotitas de
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grasa en una capa que por su menor densidad se sitia sobre la de agua.
Por el contrario, las grasas son solubles en los llamados disolventes organicos
como el éter, benceno, xilol, cloroformo, etc.

TECNICA:
Proceder de la siguiente manera:

1. Tomar dos tubos de ensayo y poner en cada uno de ellos 2-3 cc de agua y
en el otro 2-3cc de éter u otro disolvente organico.

2. Anadir a cada tubo 1cc de aceite y agitar fuertemente. Observar la
formacién de gotitas o micelas y dejar en reposo. Se vera como el aceite se
ha disuelto en el éter y, en cambio, no lo hace en el agua, y el aceite subira
debido a su menor densidad.

[I. TALLER DE PREGUNTAS:

1. Construya una ecuacion quimica que represente la reaccion de
saponificacion

Explique por qué las grasas y en general los lipidos son insolubles en agua
Como esta conformado el reactivo Sudan Ill. Explique por qué las grasa se
dejan colorear de este.

4. ¢Qué tipo de lipidos son perjudiciales para la salud? Anote ejemplos.

5. ¢Qué clase de lipidos son benéficos?

6. Realice un mapa conceptual de la clasificacion de los lipidos.

w N
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PRATICA N° 4
TOMA DE MUESTRA DE SANGRE
l. INTRODUCCION:

La sangre es un tejido que circula dentro del sistema virtualmente cerrado de los
vasos sanguineos. Esta compuesta por elementos (eritrocitos, leucocitos,
plaquetas) y por el plasma, el liquido que mantiene las células en suspension. Si
se centrifuga sangre a la cual se ha agregado un anticoagulante apropiado, las
células se depositan en el fondo del tubo mientras que el plasma, de color amarillo

pajizo, queda por encima de estas.

Cuando no se agregan anticoagulante a la sangre y, por lo tanto, se permite su
coagulacion, después de cierto tiempo se separa del coagulo un liquido

transparente que es el suero.

La sangre se coagula al transformarse una proteina soluble del plasma llamada
fibrinbgeno en una proteina insoluble compuesta por fibras que forman redes y
gue es la fibrina. Esta fibrina se destruye en los organismos por una enzima
llamada plasmina. En el laboratorio se puede destruir y remover por agitacion con
superficie de vidrio (Varilla o perlas) y a este proceso se llama desfibrinizacion de

la sangre.

Para los exdmenes de sangre, se emplea generalmente sangre venosa. Estas

muestras deben tomarse en condiciones uniformes.

Il. OBJETIVOS:

Objetivo general:
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e Conocer la importancia de la sangre como fluido vital a través del cual se

determinan los niveles de diversas sustancias de importancia bioldgica.

Objetivos especificos:

e Familiarizarse con este tipo de procedimientos y las precauciones a tener
en cuenta.

e Conocer el tratamiento que se debe dar a la muestra de sangre después de

la toma.

[I. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS:

Jeringa desechable de calibre 20 0 21 Ligadura (Tubo de caucho)
Algodon Alcohol antiséptico

Tubos de ensayo Capilares de vidrio
Centrifuga Pipetas pasteur

V. PROCEDIMIENTO:

Las jeringas y agujas deben estar esterilizadas y también deben estar secas para
evitar la hemdlisis. La aguja mas apropiada es la calibre 20 a 21. Se coloca una
ligadura o torniquete (Tubo de caucho débil) alrededor del brazo, a unos 50 7 cms

por encima del codo.

Haga que su comparfiero cierre y abra la mano varias veces y luego cierre el pufio.

Este procedimiento tiene por objeto el que la vena aumente de volumen.

Elija una vena prominente sobre la superficie de flexiébn del antebrazo. Esterilice la

piel con algodén humedecido en alcohol.
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Inmovilice la vena con el pulgar e introduzca la aguja en la vena, manteniendo

hacia arriba el borde biselado.

Afloje el torniquete mientras la aguja se halle aun en la vena, asi evita los cambios

qguimicos que produce el estasis de la sangre.

Obtenga 5mL de sangre, coloquelos inmediatamente en un tubo de centrifuga
seco. Deje en reposo durante 5 minutos para que se produzca la coagulacion,
corte el coagulo adherido a las paredes del tubo utilizando las capilares de vidrio y
centrifugue por 5 minutos a 2500 rpm.

Tome el suero, depositelo en tubos de ensayo y guardelos en congelador para las

proximas practicas donde determinaremos glucosa, triglicéridos, closterol.

DETERMINACION DEL ESPECTRO DE ABSORCION DE UNA SOLUCION
COLOREADA

El espectro de absorcién de luz de una solucién puede representarse mediante
una gréafica de transmitancia o de absorbancia frente a diferentes longitudes de
onda. Algunas sustancias, dependiendo de su naturaleza quimica, presentan una
mayor o menor absorbancia en una region espectral amplia, otras presentan una

absorcion especifica a una longitud de onda caracteristica.

Las curvas espectrales determinan la longitud de onda en la cual la solucion
presenta la maxima absorcion de luz. Por lo tanto, el trazado de una curva
espectral de una solucion nos da informaciones sobre su color y su naturaleza

guimica.

En el laboratorio se utiliza el ESPECTROFOTOMETRO para determinar el color
de las soluciones coloreadas producidas por la reaccion de ciertas sustancias

(croméforos) con metabolitos (Glucosa, Colesterol, Triglicéridos, etc.).
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En el andlisis fotométrico en ausencia de una curva de calibracion se puede
utilizar un solo dato de absorbancia de una solucién de concentraciobn conocida
(patrén) para averiguar la concentracion de una solucion problema; estableciendo

la siguiente relacion:

La absorbancia del patron (Ap) es proporcional a la concentracion del patrén (Cp)
como la absorbancia de la muestra Am) es proporcional a la concentracion de la

muestra Cm).

Asi tenemos:

V. TALLER DE PREGUNTAS:

1. Para qué tipo de pruebas se utilizan los tubos tapa roja, tapa azul,
verde, lila y gris.

2. Dibujar el sistema venoso del brazo, identificando las venas
utilizadas para la extraccion sanguinea.

3. Describir paso a paso el procedimiento de toma de muestra de
sangre.

4. Por qué se recomienda realizar la cuantificacion de biomoléculas

(glucosa, colesterol y triglicéridos) en ayuna.

PRACTICA N°5

CUANTIFICACION DE GLUCOSA EN SUERO (GLICEMIA)
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INTRODUCCION:

La cuantificacion de glucosa en sangre se refiere a la determinacion de
la concentracion de ésta en dicho fluido; a esta prueba se le puede
llamar también simplemente determinacion de glicemia. Este analisis se
usa como principal punto de referencia al momento de hacer diagnéstico
de diabetes.

La diabetes no tratada se reconoce por presentar una elevacion crénica
de la glicemia, llamada hiperglicemia. Este aumento en los niveles de la
glucosa en sangre se debe a un déficit total o parcial de insulina, que
implica una disminucion de la metabolizacion de la glucosa en la célula
y, en consecuencia, un aumento de esta en la sangre; y, segun sea el
déficit de insulina, un incremento en la acidez corporal que puede llegar
a ser incompatible con la vida.

OBJETIVOS:

Objetivo general:

e Explicar el fundamento de la técnica de cuantificacion de glucosa en el

suero sanguineo.

Objetivos especificos:

e Reconocer el valor normal (valor de referencia) para la prueba y utilidad de

este.
e Interpretar correctamente el resultado de la determinacion.

.  METODO:
Método enzimatico colorimétrico (Glucosa Oxidasa / Peroxidasa)

V. FUNDAMENTO:

glucosa oxidasa .
Glucosa + %202+ H.0 ——— 3 Gluconico + H20;

peroxidasa
2 H202 + 4 — Aminoantipirina + Fenol ————————>  Quinonaimina + 4 H20

La intensidad del color se determina con el espectrofotometro o

colorimetro, a una longitud de onda ( A ) de 500 nm.
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V. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS:

Tubos de ensayo.
Pipetas autométicas.
Muestras.

Colorimetro.

Reactivo para Glucosa.

Papel absorbente.

VI. MUESTRA

Suero

VIl. PROCEDIMIENTO:

Marcar tres tubos como M (muestra), P (patron), B (blanco) y pipetear en ellos de

la siguiente manera:

TUBO
M P B
Suero Muestra 10pulL
Suero Patron 10uL
Reactivo de 1000 p L 1000 p L 1000 u L
Coloracion

Mezclar e incubar durante 10 min. a 25°C (temperatura ambiente), luego en el

colorimetro leer la absorbancia de la muestra y del patrén contra el blanco.

Cm = Concentracion de la Muestra

Cp = Concentracion del patron
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CALCULOS
Cm= Am x Cp
Ap

Con la férmula anterior se realizan los calculos de la concentracion de la glucosa
en la muestra. Compare el resultado obtenido con los valores normales
correspondientes.

VIIl. TALLER DE PREGUNTAS:

1) Con la formula anterior se realizan los céalculos de la concentracion de la
glucosa en la muestra. Compare el resultado obtenido con los valores normales
correspondientes.

2) Establezca la secuencia ordenada de reacciones, indicando la enzima que
cataliza cada reaccion y los productos obtenidos en las mismas.

3) Investigar en que consiste el test o'sullivan y en qué tipo de pacientes esta
indicado.

4) Explique cuéles son los criterios clinicos actuales para diagnosticar diabetes.

5) Explique para qué se utiliza la prueba de hemoglobina glucosilada y
fructosamina, cuéles son sus valores de referencia?

PRACTICA N°6

CUANTIFICACION DE COLESTEROL

l. INTRODUCCION:
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El colesterol es un compuesto fundamental en los tejidos, pues forma parte de las
membranas celulares y es el precursor inmediato de varias biomoléculas
esenciales para la vida, como las hormonas, esteroides y los &cidos biliares.

El colesterol presente en el organismo procede de la dieta y de la biosintesis que
las células realizan a partir de acetil-CoA. El exceso de esta biomolécula se
excreta como tal en las descamaciones celulares de la piel e intestino, lo mismo
qgue por las secreciones gastricas, pancreaticas o intestinales; también tras la
conversion del colesterol en hormonas esteroides y acidos biliares y posterior
degradacion de estos, apareciendo en el tracto gastrointestinal y en la orina.

Los niveles 6ptimos de colesterol dependen de un perfecto equilibrio entre la
ingesta y la sintesis por un lado, y de la excreciéon de esta biomolécula por otro
lado. Si el equilibrio se rompe puede producirse un aumento de ese nivel 6ptimo vy,
en consecuencia, la aparicion a mediado plazo de graves problemas tales como,
aterosclerosis, que finalmente genera accidentes cardiocirculatorios (infarto del
miocardio, angina de pecho o hemorragias cerebrales).

El colesterol presente en la sangre puede existir de dos maneras. Una es
esterificado con acidos grasos y la otra es libre, es decir, sin esterificar; la suma de
estas dos fracciones diferentes se denomina colesterol total.

Il. OBJETIVOS:

Objetivo general:
e Conocer la importancia de medir los niveles de colesterol.

Objetivos especificos:

e Correlacionar los niveles de colesterol con las posibles patologias.

e Aplicar el método enzimatico de cuantificacion de colesterol para
comprender su fundamento.

.  METODO:
Método enziméatico colorimétrico (Colesterol Oxidasa / Peroxidasa)

V. FUNDAMENTO:

Tanto el colesterol libre como el esterificado presente en la muestra
originan, segun las reacciones acopladas descritas a continuacién, un
complejo coloreado que se cuantifica por espectrofotometria.
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_ col. esterasa .
Colesterol esterificado + HO ———>  Colesterol + Acido graso

col. oxidasa
Colesterol + %2 O2 + HHO —————>  Colestenona + Hz0:

peroxidasa
2 H20; + 4 — Aminoantipirina + Fenol —————>  Quinonaimina + 4 H.0

V. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS:

Tubos de ensayo.
Pipetas automaticas.
Colorimetro.

Reactivo para colesterol.
Papel absorbente.

VI. MUESTRA
Suero

VIl.  PROCEDIMIENTO:
Marcar tres tubos como M (muestra), P (patron), B (blanco) y pipetear en ellos de
la siguiente manera:

TUBO
Reactivo M P B
Suero Muestra 10pulL
Suero Patron 10uL
Reactivo de 1000 p L 1000 p L 1000 pu L
Coloracion

Mezclar e incubar durante 10 min. a 25°C (temperatura ambiente), luego en el
colorimetro leer la absorbancia de la muestra y del patrén contra el blanco.
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Cm = Concentracién de la Muestra
CALCULOS » )
Cp = Concentracion del patrén
Cm= Am x Cp
Ap

Con la férmula anterior se realizan los célculos de la concentracién del colesterol
en la muestra. Compare el resultado obtenido con los valores normales
correspondientes.

La absorbancia del compuesto coloreado obtenido a partir de la muestra se mide
en un colorimetro a 550 nm y se compara con la absorbancia de otro obtenido de
una solucion estandar de colesterol.

VIIl.  TALLER DE PREGUNTAS:

1) Con la formula anterior se realizan los calculos de la concentracion de colesterol
total en la muestra. Compare el resultado obtenido con los valores normales
correspondientes.

2) Establezca la secuencia ordenada de reacciones indicando la enzima que
cataliza cada reaccion y los productos obtenidos en las mismas.

3) Que variacion le haria a este método de laboratorio, para poder obtener el
dato de concentracion del colesterol en su forma esterificada. Recuerde que:

Colesterol total = colesterol libre + colesterol
esterificado

PRACTICA N° 7

CUANTIFICACION DE TRIGLICERIDOS

l. INTRODUCCION
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Las grasas y los aceites que existen en animales y plantas son mezclas
de triacilgliceroles (triglicéridos). Estos compuestos no polares
insolubles en agua son triesteres de colesterol y acidos grasos.

La funcion principal de los triglicéridos en los animales y el hombre es
servir de reservorios de energia, por lo que constituyen la mas
abundante clase de lipidos, si se tiene en cuenta que no son
componentes de las membranas.

Un grupo de enzimas denominadas Lipasas, se necesitan para hidrolizar
enzimaticamente a los triglicéridos de reserva, liberando acidos grasos
gue pueden exportarse a otros tejidos, donde los requieren como
combustibles.

. OBJETIVOS:

Objetivo general:
e Conocer la importancia de medir los niveles de triglicéridos.

Objetivos especificos:

e Correlacionar los niveles de triglicéridos encontrados en la muestra con
posibles patologias.

e Explicar el fundamento de la técnica de cuantificacion de triglicéridos en el

suero sanguineo.

1. METODO:
El Método utilizado es el GLICEROL FOSFATO

OXIDASA/PEROXIDASA

IX. FUNDAMENTO:
En el laboratorio, los triglicéridos son determinados después de la
hidrolisis con lipasas. El indicador es Quinoneimina formada a partir de
peroxido de hidrogeno, 4 — aminoantipirina y 4 — clorofenol bajo la
influencia catalitica de peroxidasa.
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lipasa ,
Triglicéridos + HO————>  Glicerol + Acidos grasos

glicerol quinasa
Glicerol + ATP ————>  Glicerol-3-P + ADP

(-3-P-oxidasa
Glicerol = 3 -P + 0, —————————> Dihidroxiacetona - P +H202

peroxidasa
2 Hy02 + 4 — Aminoantipirina + 4 - Clorofenol ——————>  Quinonaimina + 4 H:0

V. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS:

Tubos de ensayo.
Pipetas automaticas.
Muestras.

Colorimetro.

Reactivo para triglicérido.

Papel absorbente.

V. MUESTRA
Suero

VI. PROCEDIMIENTO:

Marcar tres tubos como M (muestra), P (patron), B (blanco) y pipetear en ellos de
la siguiente manera:

TUBO
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M P B
Suero Muestra 10pulL
Suero Patrén 10puL
Reactivo de 1000 p L 1000 p L 1000 p L
Coloracion

Mezclar e incubar durante 10 min. a 25°C (temperatura ambiente), luego en el
colorimetro leer la absorbancia de la muestra y del patron contra el blanco.

Cm = Concentracion de la Muestra
CALCULOS ) )
Cp = Concentracidn del patron
Cm= Am x Cp
Ap

Con la formula anterior se realizan los célculos de la concentracion de triglicéridos
en la muestra. Compare el resultado obtenido con los valores normales
correspondientes.

La absorbancia del compuesto coloreado, obtenido a partir de la muestra, se mide
en un colorimetro a 550 nm y se compara con la absorbancia de otro obtenido de
una solucion estandar de trigliceridos.

VII. TALLER DE PREGUNTAS:

1) Con la féormula anterior se realizan los céalculos de la concentracion de
triglicéridos en la muestra. Compare el resultado obtenido con los valores
normales correspondientes.

2) Establezca la secuencia ordenada de reacciones indicando la enzima que
cataliza cada reaccion y los productos obtenidos en las mismas.

3) Explique por medio de un esquema, cd6mo esta constituido un triglicérido.
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PRACTICA N° 8
CUANTIFICACION DE HEMOGLOBINA

l. NTRODUCCION:

La hemoglobina es el componente principal de los glébulos rojos,
guimicamente es una proteina conjugada propia del conjunto de las
hemoproteinas; tiene como funcion principal transportar oxigeno de los
pulmones hacia los tejidos.

Una molécula de hemoglobina consta de dos pares de cadenas de

polipéptidos, denominados en conjunto globina; cuatro grupos
prostéticos denominados hem o hemo, los cuales contienen cada uno
un atomo de hierro ferroso (Fe?"). Cada grupo hem esta unido a una
cadena polipeptidica en un sitio determinado de ella.

Una molécula de hemoglobina tiene la capacidad de combinarse con
cuatro moléculas de oxigeno, por medio del hierro ferroso de cada grupo
hem presente en las cadenas (cada hierro une a una molécula de
oxigeno).

La hemoglobina no asociada al oxigeno se denomina hemoglobina
reducida (Hb); cuando cada grupo hem se asocia a una molécula de
oxigeno, se forma la oxihemoglobina (HbO); tanto en la Hb como en la
HbO, el hierro del grupo hem permanece como ion ferroso; cuando el
hierro se oxida a hierro ferrico (Fe**) se forma la metahemoglobina o
hemoglobina (Hi) y la molécula pierde la capacidad de combinarse con
el oxigeno.

La anemia es la alteracion mas corriente relacionada con la
hemoglobina; consiste en una disminucion de su concentracion por
debajo de lo normal, se presenta como una complicacion de otras
enfermedades. La hemoglobina también puede verse aumentada en
ciertos trastornos por superproduccién de globulos rojos, caso que
recibe el nombre de policitemia. Junto con otros parametros
hematoldgicos. La determinacién de hemoglobina se utiliza para evaluar
estados anémicos, pérdidas de sangre, hemodlisis, y policitemia;
ademas, que ayuda al diagnostico de enfermedades relacionadas con
los casos mencionados.
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Il OBJETIVOS:

Objetivo general:

e Conocer el método para cuantificar hemoglobina en sangre humana.

Objetivos especificos:

Guia de Bioquimica Il

e Comparar los resultados con los niveles normales y determinar posibles

anomalias.

e Permitir aplicar el método de la cianometahemoglobina para aprender a
cuantificar hemoglobina en sangre humana.

1. METODO:
Método de Drabkin

V. FUNDAMENTO:

La hemoglobina reacciona con el reactivo de Drabkin, el cual contiene
ferrocianuro de potasio (KsFe(CN)s), cianuro de potasio (KCN) vy
bicarbonato de sodio (NaHCO3).

La mayoria de las formas de hemoglobina que se encuentran en la
sangre son convertidas en metahemoglobina (hemiglobina, Hi) por
accion del KsFe(CN)e; posteriormente la Hi reacciona con KCN, que
proporciona los iones cianuro (CN) para formar cianometahemoglobina
(HICN), el cual es un compuesto coloreado que tiene una absorbancia
maxima a una longitud de onda de 540nm.

MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS:

Tubo de ensayo grande y pequefio. Vaso de precipitado de 500 mL.

Pipeta graduada de 5 mL. Pipeta automéatica de 5 — 50 mL.

Jeringa.
Agitador.

S.R. de Drabkin

Programa de Enfermeria e Instrumentacion Quirdrgica

Algoddn y alcohol antiséptico.
Colorimetro.

Anticoagulante (EDTA)
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Patron de hemoglobina. Papel absorbente

V. MUESTRA

Sangre

V. PROCEDIMIENTO:

Extraer 3 mL de sangre; tratar con anticoagulante (ImL de EDTA al 1%) agite
para homogenizar.

e Coloque 5 mL de reactivo de Drabkin en un tubo de ensayo.

e Con una pipeta de hemoglobina, vierta en el tubo que contiene Drabkin,
0,02 mL de sangre bien homogenizada, para asegurar la completa adicion
de la sangre, limpie la parte exterior de la pipeta con papel absorbente,
luego enjuaguela por dentro con la mezcla recién formada, por lo menos 3
veces.

e Agite y deje reposar por 10 minutos.

e Prepare un blanco y patron y lea en el espectrofotdmetro la absorbancia a
540 nm.

e Realice los calculos para hallar la concentracion de hemoglobina.
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