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1, INTRODUCCION. 

1,1 GENERALIDADES. 

Dentro de la estructura y flslologra celulares, algunas protefnas son los·· 

compuestos de mayor Importancia debido a que forman la masa principal de todos· 

los tejidos; entre las func16nes de las proteínas encontramos las siguientes: • 

reproducción de las células; con el correspondiente traspaso de material gené·· 

tlco del cu61 se encargan las nucleoproternas, la actividad enzln·átlca de los • 

células está a cargo de proteínas que ejercen accl 6n cata 1 T ti ca y determl non Ja 

velocidad de reaccl6n y sentido del metabolismo, el transporte de oxígeno de 

los mar;rfferos, se lleva a cabo por la protefna lla'llada her"''globlna, la cuál tle 

ne la capacidad de fijar et oxígeno molecular; ciertas hormonas especlelmento • 

las hlpofi'slarlas son también derivados de aminoácidos; los anticuerpos que son 

responsables de las reacciones y mecanismos de defensa a las Infecciones son •• 

proteínas plasmáticas 1 lall'adas lnmunoglobullnas; otras protefnas son responsa·· 

bles del acortamiento 6 alargamlento de los masculos. ( 1,7,9). 

Desde el punto de vista qurmlco, las proteTnas son sustancies cuaternarias • 

complejas de alto peso molecular, formadas en su mayorfa por alfa·amfooácldos• 

ligadas por uniones peptfdlcas. Estan compuestas por carbono, hidrógeno y oxr-­

geno, as r corno de ni tr6geno y azufre. A menudo se encuentren otros elementos •• 

corno cobalto, hierro, zinc y fósforo. la Importancia dentro de su composlcl6n • 

estructural es que las proteínas están formadas por la unl6n de alfa-aminoácidos. 

( 1 ,5 .9 ) • 

la claslflcacl6n de las proteTnas está basada en sus propiedades físicas o·• 

bien en sus caracterfstlcas de composlcl6n. Fundamentalmente las protefnas pue· 

den claslflcarse de acuerdo a los siguientes conceptos: proternas simples las • 

que solo contienen alfa•anilnoácldos y sus derivados, las proteTnas conjugadas • 

son las que tienen alfa·amlno~cldos y sus derivados ( fosfoprotelnas ) y las •• 

proternas derivadas que son el resultado de la degradacl6n de los dos tipos an· 

terlores. ( 1 ,5 ) • 
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La condensac16n de dos ~ wás aminoácidos por medio de sus dos grupos COOH y -

NH produce compuestos con propiedades caractcrrst 1 cas que se denoml nan pépt 1 dos. 
2 

Las pro te fnas están constl tu 1 das por numerosos anil noácldos agrupados en cadenns 

pollpeptldlcas para formar moléculas de gran tama'lo. Nu,,,erosas propiedades blo--

1691 cas de las protcfnas dependen de su gran tamai1o y de la forr·a y de ta forn•a-

de sus moléculas, algunas tlenen formas alargadas '"lentras que otras son de 

for"'a esferoidal. Existen métodos para especificar la forfOa y et tama'lo de las-

pro ternas, dentro de las cuales el que ha dado r•ayorcs resu 1 tados es e 1 aná 11--

s Is por rayos X en el cuál ta long 1 tud de onda de los rayos X es de 1 orden de -

wagnltud de las distancias lnterat6mlcas; por olsta razón, si se e11•plea a '"odo -

de la luz de un microscopio óptico, es posible obtener resoluciones de las es--

tructuras atómicas situadas en el Interior de las moléculas. Cuando un haz de -

rayos X choca con un cristal Implica la repetición perl6dlca y ordenada de los-

átomos que componen la unidad fundamental. Con la ayuda de los rayos X se han -

analizado tanto proteínas globulares como en su forma cristalizada. las proter-

nas desnatura l!zadas que se encuentran en estado amorfo se han ana llzado por 

"este método. Entre las grandes proezas en ta Qurmlca se encuentra et estudio 

por rayos X de la miogtoblna y de la hel"Dgloblna cuya estructura fué determina-

da por éste mt!todo. { 5,8,11,12,20,21 ) . 

t'ás recientemente se ha encontrado un notable parecido en la estructura de -

la w!ogloblna y la he~ogloblna de caballo, con lo cuál ha sido posible determl-

nar perfectamente la estructura de la he,,,ogloblna humana, asf como efectuar 

distintos ensayos y pruebas para conocer su comporta"'lento y sus funciones. 

( 2 ,Z1 ) , 

1.2 ESTRUCTURA DE LA HEPOGLOBINA, 

La hemoglobina es el compuesto mils ¡.-.portante en la vida del eritrocito, es­

una proteTna que en tos vertebrados funciona como portadora de oxrgeno desde -­

los pulmones hacia los tejidos. La presencia de hemoglobina en el organlsl"o In­

crementa 70 veces aprox!madawente la capacidad portadora de oxfgeno en ta san--
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La hemoglobina tiene un peso molecular de 64,450 daltons, es una n•olécula -­

globular que est' constituida por 4 subunldades, de las cuáles cada una contie­

ne la .. ml tad de une unidad hem conjugada a un po 1 lpéptldo. E 1 grupo hem es un --
~· 

derivado porflrfnlco que contiene hierro. Le porcl6n globlne es aquella que es-

t' constituida por los pollpéptldos que contienen dos unidades de un tipo y -­

otras dos de otro tipo diferente. ( B,9;10,18,22). 

Le hemoglobina normal en el adulto es llamada hem0g1oblne A , le cuál se en-
1 

cuentra constituida por dos pares de cadenas alfa y beta. Le cadena alfe se ---

forme por 141 am1no6cldos de un orden bien determinado que Inicia con vellna-­

y concluye con arglnlna. En cuanto a la cadena beta, ésta posee 146 aminoácidos 

Iniciando también con vallna pero del otro extremo termina con hlstldlna. Las -

cadenas alfa tienen un peso molecular de 15,750 daltons y las beta de aproxima• 

damente 16,500 daltons, la dlsposlcl6n de las subunldades se conoce como estruc 

tura cuaternaria. ( 5,B,11,20 ). 

Otros tipos de hemoglobina toles como la hemoglobina fetal HbF est' formada• 

por dos pares de cadena pe ro en es te caso son dos cadenas beta y dos ge"'ª: en -

el caso de la hemoglobina A contienen también dos pares de cadenas, las prima• 
2 

ras son beta y las segundas delta, esta hemoglobina se encuentra presente en el 

humano pero en menor proporción que la A , ( 4,7,B.). 
1 

La hemoglobina es una de las protetn'es que presenta una estructure hellcol•· 

de 1, es decl r en forma de hé 11 ce. En e 1 espacl o de acuerdo 11 es tudlos da rayos• 

X las distancias para las unidades de •C•N son de 1.32 A y de 1.54 A para las • 

unidades de -e-e- las formas de hélice se establecen a lo largo de la cadena --
o 

y 11 posición de un amlno6cldo con respecto el otro queda angulada a unos 100 ; 

6sta angulaclón requiere de un espacio de 1.5 A y forme un cilindro en cuyo -­

borde, como espiral se disponen los amlno6cldos unidos entre sr por puentes de­

hldr69eno. El puente de hidrógeno se forme siempre que un 6tomo de hidrógeno •• 

ó de nltr6geno con un par de electrones libres, se acerque a un grupo en el que 

+ eKltte un protón H , unido debllmente al resto de la molécula. Asf en las pro-
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ternas, muchos de los puentes de hidrógeno se establecen entre grupos -e-o de -

una cadena peptfdlca y los NH- de otra cadena vecina. ( 5,8 ). 

La cadena peptfdlca; cuando está extendida, adquiere una forma de zlg-zag y-

es denominada cadena beta, esta estructura se aplica a una disposición en que -

las cadenas de pollpéptldos extendidos forman una estructura de tipo laminar en 

las cuáles unas se ·sostienen flrmen·ente a tas otras gracias a ta presencia de -

puentes de hidrógeno. Et hecho de que tas proternas estén fo!"l"adas por partes -

helicoidales las hace muy Irregulares; La disposición final depende de tos dls-

tintos res lduos de aminoácidos, pués en algunos forman con más faél ti dad cler-­

tas unl6nes por puentes de hidrógeno, por unión de residuos similares o por --­

fuerzas de Van der Waals. ( 1,9 ). 

Se entiende por estructura cuaternaria et agrupamiento ó poi lmerlzaclón de -

las cadenas pollpeptfdlcas para formar proternas wás complejas. Et grupo hew se 

acOfllOda en una especie de cavidad rodeada de tos grupos hldrof6blcos de tos 

aminoácidos vecinos, y unidos a los grupos lmldazólicos de tas hlstldlnas. Por-

lo tanto qued;i Integrada una n•olécula altamente hldrof6bica en su Interior con-

baja constante dieléctrica to que le Impide captar el oxigeno, sin que cambie -

la valencia del hierro; y muy hldroflllca en su exterior, to que le confiere --

propiedades de gran solubilidad y carga. ( 8,11,18). 

Et grupo hem se cons 1 dera formado por cuatro subun 1 dades pi rr61 i cas un 1 das -

por enlaces metlleno. 

La hemoglobina se considera una cro"•oproterna debido a que posee color y es-

te hecho permite su estudio desde el punto de vista de absorción, especifica-·· 

mente en las longitudes de onda de 400 a 632 nm. Otra de las deno"'lnaclcnes --

usuales es que se encuentra en et grupo de sustancias metaloprotelcas, yo que -

el m1cleo porflrfnlco se con1blna con gran facilidad a un n•etal, en este caso el 

hierro. Et hierro es un elemento electrlcarnente neutro que puede pasar a ta 

forma 16nlca perdiendo dos electrones y como éstos poseen carga eléctrica nega­
++ 

tlva, se convierte en Fe , o sea 16n ferroso. El mls1•0 hierro puede perder t-·'!I 
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tres electr6nes y quedar por lo tanto como 16n férrico que se encuentra más --­

oxidado; ambos Iones tienen un namero de coordlnac16n 6, por lo mismo poseen --

una tendencia a formar co"'Plejos de coordinac!6n hexavalentes, por medio de la-

conb!nac!6n de seis átomos para formar sustancias estables. Cuando se unen al -
++ 

nrcleo porf!rfnico, en el caso del Fe , cuatro de las uniones se establecen en 

los nitr6genos de los anl !los p!rr61!cos de la porf!rlna; quedan por lo tanto -

dos sitios de coord!nac!6n, que en este caso se establecen utilizando uniones -

con otros d!st!ntosgrupos que son electr!camente neutros, entre los que se des-

tacan el !m!daz611co de la hlst!d!na cuando se une a la glob!na para formar la-

hemoglobina. ( 1,9,18). 

Cuando el hierro se encuentra en forma férrica, el que forne el complejo de-

coordlnacl6n en primera instancia se combina con los cuatro nltr6genos de los -

plrroles y posteriormente con dos átomos más, sin embargo como tiene una carga-

positiva más, queda una carge libre que habitualmente forma un!6n de tipo !6ni­

co con radicales negativos tales como OH , 'cN , con lo cual se reestablece la -

neutralidad eléctrica. ( 1,8,20). 

Cuando se combina una porf!rfna, la protoporf!r!na IX con el hierro en su --

forma ferrosa, se encuentra la ferroprotoporf!r!na IX que se denomina habitual-

riente grupo hemo; la comb!nac!6n de la protc:iporf!rlna con el hierro en estado -

16nlco férrico produce la hemina. El grupo hemo libre es muy Inestable y se oxl 

da fácilmente para pasar a su forma férrica 6 hemina. Tanto la ferroprotoporfi­

rlna IX ( hemo) COIT'o la ferr!protoporf!r!na ( hemina suelen combinarse con -

la protefna simple llamada globina para la formac16n de la hemoglobina. ( 1,9 

Entre las situaciones más factibles de un!6n entre la globlna y el grupo --

hemo está la formada por dos valencias de hierro que se unen a los nltr6genos -

de las h!st!dlnas dentro del grupo !m!daz61!co. ( 1,9). 

1.3 LA HE~OGLOBINA EN LA QUIHICA DE LA RESPIRACION. 

Se denomina resp!rac!6n al Intercambio de oxfgeno y dióxido de carbono que -

se lleva a cabo entre el organismo y el medio que lo rodea. En la mezcla de ga-
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ses del aire, cada gas ejerce su ¡ropla pres16n parcial. Se sobe que al llevar• 

se e cabo la lnsplrac16n los gases del aire se ponen en contacto con la pared • 

de los alveolos pulmonares, el Intercambio entre ellos tiene lugar da acuerdo • 

con les leyes frslcas habituales de lo dlfusl6n, lo que quiere decir que un ges 

difundido a trav6s de la pared alveolar a la sangre o bien en sentido unverso,• 

de acuerdo e la diferencia de presiones, que ejerza ese gos en particular en •• 

ambos lados de la pared. Habitualmente las presiones de un gas son expresadas -

como tensiones. El Intercambio de gases entre el aire alveolar y la sangre pue· 

de expresarse de la s lgulante fonna: 

Tansl6n de oxFgeno del aira alveolar: 

Tensl6n de oxrgano en la sangra venosa: 

107 rrro de flg, 

40 mm de Hg. 

La diferencia de 67 1'111 de Hg. que existe en la pres16n es la que ocasiona • 

que al oxrgeno difunda de la pa~ed alveolar a 111 sangre. 

Tensl6n de dl6xldo de carbono en el aira alveolar: 

Tansl6n de dl6xldo de carbono en la sangre venosa: 

36 nrn de Hg. 

46 nm de Hg. 

Esta diferencia de 10 nrn de Hg. es la necesaria pera hacer que e,1 dl6xldo • 

da carbono difunda desda la sangre hacia al aire alveolar. 

En el caso del nltr6geno (ges componente de elre que se encuentra en un 

79%) la tensl6n es la misma en la sangra venosa como en el aire alveolar que• 

as de 570 IT111 da Hg., por lo que se considera flslologlcamente Inerte. (1 ,9,11). 

Al ocurrir el Intercambio gaseoso, la sangre se convierte en sangra arte··· 

rlal y 61ta tiene una tensl6n de oxrgano de mas o menos 100 rnn de Hg. y una • 

tensl6n de dl6xldo da carbono de 40 rnn de Hg. 

la func16n principal de la hemoglobina es al transporta de oxigeno por la • 

sangra, Esta transporte se 1 leva a cabo por la capacidad que tiene la hamoglo· 

bina para combinarse con el oxigeno en forma reversible lo cual puede presen•• 

terse de la siguiente manera: 

Hb + O ············.P HbO 
2 2 

Lo cual quiera decir que la hemoglobina reducida combinada con oxrgano fonna • 
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oxlhemogloblna. La formación de éste compuesto puede considerarse mas blén como 

une unión ·1axa ó débil que como una r,omblnaclón qufmlce ye que le dlsoclacl6n -

de le oxlhemogloblna para liberar oxigeno se ve determinada por la tensl6n de -... 
oxigeno en el medio que rodea e la hemoglobina. La relación que existe entre le 

saturación de la hemoglobina y la tensl6n de oxigeno puede detert11lnerse muy ele 

r11111ente examinando una curva de dlsoclacl~n de oxlhemogloblna en la que se ex-­

presa f•ctlmente el porcentaje de saturación contra tensión de oxigeno. Esta -

tensión de oxigeno y por lo tanto la curva de saturación se ve afectada por lo­

tens lón de dl6xldo de c1rbono. La curve de seturac16n que se obtiene con una 

tensión de dióxido de carbono de 40 rrrn de Hg. se considera representativa de 

condlslones flslo16glcas normales y al mismo tiempo la tensión de oxigeno en -

le sangre arterial es de 100 l'lll de Hg. La hemoglobina se s1tura en un 95-98%; -

es decir, que existe una fo11111clón casi completa de oxlhemogloblna. Al Ir dls-· 

mlnuyendo la tensión de oxigeno cae alrededor de 50 rnn de Hg. a partir de ese -

momento hay una r•plda llberac16n de oxigeno. En los tejidos donde la tensión· 

de oxigeno se encuentra entre 40 rrrn de Hg. (que es mas o menos la tensión de -

descarga de la hemoglobina ) la oxlhemoglobln1 se disocie pare donar fiel Imante 

oxigeno a les c:41u1as. ( 1,7,9,11 ). 

Transporte de dióxido de carbono por la sangre. Como se sabe el CO es tran1 
2 

portado por las células y por el pi'11ma sengufneo; el contenido de CO de la -· 
2 

s1ngre arterial es de 50-53% en el volurren. El CO se encuentr1 principalmente· 
2 

en tres formas: la primera es como 6cldo carbónico en muy peque~a cantidad, le• 

segunda es como CO carbemfnlco que se transporta con la hemoglobina y la ter-· 
2 

cera forn11 es como blcerbon1to el cu•l se encuentra en combinaciones con Iones-

tales cano sodio y potasio. El CO que se encuentra en comblnacl6n con la hemo• 
2 

globlna es alrededor de un 20% del dióxido de carbono total. La reacción que se 

lleva a c1bo con la hemoglobina es la siguiente: 

Hb·NH ··-··---··-·• Hb•NH-COOH 
2 

Como se nota en la reacción se encuentra un grupo amino libre que se combina 
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con al CO para formar un compuesto cerbamlnlco. En le sangre al CO se convlec 
2 2 

te en 6cldo carbónico, de manera que su mecanismo de transporte entre"ª una ---

gran eficiencia para l~dlr cambios de pH y movilizar vol<imenes do gas. ( 1,9 ). 

La hldratacl6n de dióxido de carbono para formar 6cldo carbónico es muy len­

ta, pero en los eritrocitos el CO as r6pldamente hidratado por la acción da la 
2 

enzima anhldrasa carbónica que tienen actividad reversible. Debido al pH de ta­
+ 

sengra todo al •ctdo carbónico se lonlze a HCO y H • Por la alta actividad de-
3 

la enzima, 11 deshldratac16n dal 6c1do carbónico sucede en breves Instantes lo-

cual origina la llberac16n del CO al pasar la sangre a trav6s de los tejldos,-
2 

facilitando 11 captación del CO por los tejidos. Cu1ndo la sangre venC>so pos~ .. 
2 

por los capilares da lot pulmones, al CO proveniente casi an su mayorra por-· 
2 

los eritrocitos, debido• le 1ccl6n da 11 1nhldr1sa carb6nlca, convierte el -·· 

H CO an CO • ( 1 , 7, I B ) • 
3 2 
Exista un afecto amortiguador por parta de la hemoglobina dentro de 6stos --

procasos y se deba 1 la presencia dal grupo lmldezóllco que forma parte del -·-

1mlno6cldo hlstldlna. La hlstldlne ast' unida al grupo hamo, que as el grupo 

prost•ttco da le hemoglobina, por lo tanto les relacionas alactr6nlcas entra 

una y otra son nuy estrechn. Cuando el grupo hemo capte ·01dg11no; al rearreglo· 

elactrónlco consecutivo extienda su Influencia hacia el radical lmld1z6llco y• 

los elactr6nes de ••ta, O aea qua al captar al oxigeno la hemoglobina permite -

la 1lbaracl6n mb f6c11 de un prot6n del grupo lmldazo1 de la hlst1d1na; por lo 

tanto le hemoglobina oxlgenede as un 6cldo m41s fuerte que la hemoglobina no ••• 

oxigenada puesto que tienen mayor tendencia a liberar un protón, en esto se ba· 

ta la notable capacidad amortiguadora de la hemoglobina. ( 1 ,7,9 ). 

En los pulmones, la formación da oxlhemogloblna de la hemoglobina reducida· 

pone en libertad Iones de hldr6geno que reaccionan con el bicarbonato para for• 

mar 6cldo carb6nlco. Debido a la baja tensión de CO en los pulmones, al equl•• 
2 

llbrlo se va desviado hacia le produccl6n de dióxido de carbono que te elimina• 

en el aire aspirado, 



+ 
H + HCO 

3 

9 

··---·-··• H CO ···--·---~ H O + CO 
2 3 2 2 

En los tejidos donde la tensl6n de oxfgeno es m~s reducida se disocie la ·­

hemoglobina fonnando hemoglobina reducida y suministrando oxigeno 1 las c•lulas. 

Al mismo tiempo el CO que se produce en el curso del metabolismo penetra a la• 
2 

sangre donde se hidrata formando •cldo c1rb6nlco que despu•s se Ioniza dando -­
+ 

H y HCO • La hemoglobina dclda reducida, con lo que ocurre un ligero cambio de 
3 

pH debido a que los lonas hldr6geno son amortiguados por la formac16n de un 

•cldo muy d•bll con lo cu1l se suprime la Ionización del hidrógeno. 

Cuando la sangre vuelve e los pulmones y hay formacl6n de un ácido mds fuer• 

te, los Iones hldr6nlo son liberados y neutralizados con la fonnacl6n do HCO • 
3 

que es la reacc16n Indispensable para la llberac16n de CO en los pulmones, 
2 

( 1,4,7,9,18 ). 

Estnictur1s de 11 Hemoglobln1 Oxidada y Hemoglobina Reducida. 

Hamoolohm• rlducid• 01ih~mo'llli1bln1 
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1.4 BIOSINTESIS Y METABOLISMO, 

Blosfntesls del ndcleo porflrrnlco. La blosfntesls se lleva a cabo partiendo 

de la unldn de la glicina y el ácido succfnlco. El nitrógeno alfa-amino de le -
... 

glicina y sus otros dos carbonos, junto con los del dcldo succfnlco Intervienen 

en lo formación de los grupos plrr61. La unión del succlnato y la glicina so·­

lleva a aibo a través del ciclo metab61!.co en el que so une el carbono alfa de­

la glicina para formar el dcldo alfa-amlno·cetadfplco que es un compuesto In··-

termedlo que se descarboxlla para la formación del ácido delte•emlno·lovulfnlco 

( ALA ) , esta condensación requiere do vi tamlna B y se lleva a cabo en las mi• 
6 

tocondrlas. Existe un rearroglo lntramolecular en donde dos moléculas de este • 

dcldo se unen para formar un monopfrr61 llamado porfobl llndgeno. Con la unión• 

do cuatro moléculas de porfobllln6geno se forma uroporflrllln6geno, que al dos• 

carboxllarse se convierte en coproporflrllln6geno. La descarboxllaclón y oxide• 

cl6n consecutiva de éstos establece la estructura de los protoporfobllln6genos­

que se oxidan para dar porflrlna: ésta proteína suele encontrarse en los erltro 

citos ya maduros. El hierro se lncerta en la molécula de protoporflrlna modlan­

te la enzima mltocondrlal llamada ferro·quelatasa y asr se fonna la mol~culn •• 

hemo completa. ( 1,5,9,11,18), 

Sfntesls de la globlna. Esta sfntesls se efectQo en el citoplasma de les ~­

lulas de la serle roja. Las pcquenas moléculas de RNA soluble se unen a cada •· 

amlno4cldo datannlnado en cada lugar sagan el c6dlgo de RNA mensajero. El cre­

cimiento de la cadena de pollpéptodos se Inicia a partir del grupo amino final, 

Es muy factible que las cadenas de poll~ptldos se doblen espontaneamente para• 

formar la estructura o conflguracl6n tridimensional. Les cadenas alfa y beta do 

le hemoglobina se hayan evidentemente bajo el control de ciertos genes, pero se 

sintetizan a la misma velocidad. ( 1,18,20). 

El hierro que se libara al destruirse la hemoglobina asr cano al que se ab·-

sorbe con los a llmentos, se encuentra almacenado como ferrl tina que no eso-mes -

que hldr6xldo de hierro combinado a una protefna llamada apoferrltlno. El hle•• 
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rro se absorbe en el duodeno y en las primeras porciones del Intestino delgado; 

en la mucosa Intestinal se oxidan los Iones ferrosos y pasan a su forma f4rrlca. 

El hierro en su forma férrica circula por el plasma unido a la proterna llamada 

albamlna beta-1 tambl4n llamada transferrlna que suministra la capacidad de fl­

jacl6n del hierro. ( 1,18 ). 

Re1cclones para 11 Blosrntesls de la Hemoglobina. 

Form.scllin de &cldo 6-am1nolevul1nico (ALA) 

COOH 
1 
CH2 

5ucc1n1l-CoA 1 
("Succ:Jnato CHz 
activo") I 

COOH 

1 
CHz 
1 

C•O 
¡t----¡ 
1 S-CoAI 
1 1 CoASll 
: + !---""""'---+ 
1 1 llfP04; ¡ Li ____ J g+z 

Glicina H-C-NH2 
1 
COOll 

CHz 
1 
C•O 
1 

11-C-Nllz 
1 
COOH 

2. t'ormacl6n de porfob1lin6qc:no (PDG) 

(.~ .. arninaluY\IUnJ.u 1 

1. moUculM ae ALA 

At.A lintet.au 

B6·P04: 
Hg+2; Paso que 

controla la vcloc1da"1 

COOH 
1 
Cll1 
1 -
CH., 
1 -
C•O 
1 
CllrNll2 

Ac1do 
ó-r.ml.no­
lovulinico 
(MA) 
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S1ntes11 de uroporti:'in6CJen11s dl! t1po:1 I y 1.:I 

Uroport1r1n6qeno 
l l.Lntetua 

PBG --------> lntermedhtilJS del ?Ol.!p1r:r.\l~.:t"n.::i 
<eUmln1cl6n 

~· c~~~~~=.~~~n) 

A p 

1!2C ~ C\I, \ p8~")1-I._/ 
- ~ Fl 
__°_ NI! u{ :-1 

A --<~~ '¡\ 
H2C )L.:JL_ -CHz 

p A 

\Urororfi:lnó~omo 
111 cotlntet.aDJ 

\ 
\ 

.¡ 

'..•ro:·orf 1r1nfJ-¡uno l l l 
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Metabolismo. Desde el momento en que el g16bulo rojo pierde su RNA, sufre -

gradualmente cambios metab611cos a lo largo del trayecto de su vida ( 120 dras) 

es entonces cuando se considera una célula v~eja, y por lo tanto retirada de la 

clrculacl6n. También ciertas enzimas glucolrttcas van decreciendo en su ectlvl-

dad lo que origina cambios en la superficie de la célula por lo que es propensa 

a la fagocitosis. Las células son eliminadas por macr6fagos del sistema retlcu-

loendotellal. ( 1,9,18 ) • 

Debido a que el eritrocito se encuentra fuera de clrculac16n la hemoglobina­

se desintegra dentro de las ci!lulas del sistema retlculoendotellal en tres coni 

tltuyentes, los cuales son: la globullna, el Herro •: la protoporflrlna. El --­

hierro queda depositado y puede ser empleado otra vez; las cadenas de pollp6p-­

tldos que constltufan a la globullna son degradadas y regresan a la reserve de­

emlnoácldos del organismo. El grupo heme al perder el hierro da lugar a una se• 

rle de sustancies coloridas que por su excrecl6n en bilis se denominan plgmen--

tos bl llares. ( 9,18 ) • 

1.5 CARACTERISTICAS Y VALORES CLINICOS. 

Como ya se explicó anteriormente, la hemoglobina es una proterna constituida 

por cuatro cadenas de pollpéptldos a cada uno de los cuales se unen a un grupo• 

h0010. Las hemoglobinas nor1111les difieren segan la etapa da desarrollo del Indi­

viduo. Hay tres hemoglobinas embrionarias: Portland - , Gower -1 (~, y --­

Gower -2 {ol,f}; dos hemoglobinas fetales: HbF (.1;i1') y HbF - •, y v11rlas hemogl¡¡ 
1 

binas adultos tales como: HbA , HbA • Existen otros subtipos que se encuentran· 
1 2 

unidos a gllcoles tal es el caso de la hemoglobina HbA , que no es ~6s que la -
3 

hemoglobina HbA unida a glutatlon oxidado. El enfoque del laboratorio pera 
1 

diagnosticar las hemoglobinas normales es el mismo que el utilizado para el 

dlagn6stlco de las hemoglobinas anormales. Las hemoglobinas se analizan con la­

ayuda de diversos m6todos que pueden ser electroforétlcos, cromatogr~flcos 6 -... 
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espéctrofotométrlcos. La metodologra puede dividirse en la cuantlflcacl6n e -

ldentlflcacl6n preliminar de la hemoglobina; y la conflrmacl6n de la ldentlfl-­

cacl6n de la hemogloblna por medio de ensayos de pureza. ( 4,6,10,11 ) . 

La concentración de la hemoglobina se expresa en gramos por mililitro de --­

sangre o blén en gramos por decilitro. Para considerar una prueba aceptable del 

laboratorio clrnrco deben tomarse en cuenta los siguientes parámetros: precisión 

de una sora determlnacl6n en comparacl6n de un prototipo conocido, reproduclbi­

lldad de la determlnacl6n, velocidad tomándose en cuenta desde el punto de vis­

ta de disponibilidad en un caso de emergencia y también la sencllléz del método 

considerando su bajo costo. ( 4, 15 ) . 

Los métodos usualmente empleados para la determinación de la hemoglobina son 

los colorlmétrlcos y entre ellos pueden mencionarse los siguientes: Método de -

la Hematlna Aclda, Método de la Hematlna Alcalina, Método de Oxlhe1110globlna y -

el llll!todo que actualmente es considerado de eleccl6n el Método de la Clanometa­

hemogloblna. También como se expllc6 existen métodos gasométrlcos como la prue­

ba de capacidad de oxigeno de Van Slyke; también existen métodos qurmlcos con -

los cuales se mide su contenido de hierro. 

Se han reportado en tablas los siguientes valores normales: 

Capacidad de oxigenación de 

la sangre •.••.•.. 

Contenido de hierro de la 

hemóg lob 1 na .- . • . . . . 

La hemoglobina constituye 

aprox. en el eritrocito un 

La hemoglobina constituye 

aprox. en el peso de un eri­

trocito desecado ••• 

1, 34 ce por gramo 

0,334 g por toó g de Hb 

34 )1, 

85 % 

Usualmente los valores en sangre total deben encontrarse dentro de los si 

gulentes Jrmr tes norma les: ( 4,9,18 ) . 
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Hombre 
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12-16g/dl. 

13,5 - 18 g / dl. 

1.6 TIPOS DE HEMOGLOBINAS. 

Los glóbulos rojos de un Individuo pueden poseer dos 6 tres especies molecu­

lares distintas de hemoglobina, Por ejemplo el feto de una especie de animal a­

animal produce un tipo diferente de hemoglobina que el mlsm0 animal en su esta­

do adulto. En algunos casos de anemia se ha observado la formación de hemoglo--

bina fetal la cual normalmente ha desaparecido a cierta edad. La presencia en -

el organlsl!kl de ciertos tipos de hemoglobina puede verse acompa~ada de dlstin-­

tas anormalidades en la morfologra de los hematres asr como de manifestaciones-

clfnlcas bien definidas. Las diferencias qufmicas entre las hemoglobinas se de~ 

terminan Identificando el orden en que están colocados los aminoácidos de las -

globlnas. Primeramente se hicieron estudios de las estructuras componentes de -

las globlnas utilizando para ello la trlpslna proteolftlca que es una enzima -

lftlca que fragmenta las cadenas del pollpéptldo en los lugares ocupados por 

los residuos de llslna 6 arglnlna; después estos fragmentos se separan por cro­

matograffa; se utilizan métodos electroforétlcos para promover su polaridad.---

( 4,14,28,29). 

Entre las hemoglobinas normales podemos citar las siguientes: HbA que es la-

más Importante de las hemoglobinas y se encuentra en el adulto normal; la he-­

mogloblna fetal HbF que es la que se encuentra presente en el feto y en el 

recién nacido; la hemoglobina HbA que constituye la hemoglobina del adulto de-
2 

un 1.5 a 3.5 % de la hemoglobina total; las hemoglobinas hembrlonarlas o del -

tipo Gower-1 y Gower-2 que se encuentran en los fetos humanos normales que tle-

nen un perfodo de gestación de aproximadamente tres meses. 

En cuanto a las hemoglobinas anormales la mayorla provienen de una sustltu-­

cl6n de un amlno4cldo por otro, en una de las cadenas pollpeptfdlcas; pero tam­

bién en algunos casos puede deberse a una alteración en la constltucl6n de la -

hemoglobina debido al tipo de cadenas pollpeptfdlcas que Integran el tetr4mero-
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se h11n encontrado casos raros como el de la hemoglobina formada por cuatro ca-­

denas beta, taMblén algunos Individuos al Inicio de su vida hemoglobina con --­

cu11tro cadenas gama ( 1,7,9,18 ). 

1.7 ESTUDIOS DE ESTABILIDAD ACELERADA. 

Existen razones, propósitos y necesidades para efectuar un estudio de esta-­

bllldad. La prrmera razón es de tipo sanitario debido a la necesidad de deter-­

mlnar si los productos de degradación de un fánnaco son o no tóxicos. Otra ra-­

zón es de tfpo legal, ya que la ley exige que un producto cumpla con las con-­

dlclones de Identidad, efectividad, potencra, pureza e inocuidad durante el 

perlódo que se encuentra en el mercado y hasta el momento de ser empleados. 

Por lo dicho anteriormente se hace necesario Indicar lo que se conoce como-­

fecha de vencimiento. Los factores que pueden a 1 terar un producto con e 1 tiempo 

son: temperatura, radiaciones, humedad, oxigeno u otros gases at-osférlcos, 

presión, solventes, cambios de pH, Interacciones, contaminación microbiana, etc. 

Generalmente los procesos de degradación son reacción qufMlca que consu,,,en ener­

gfe y pueden acelerarce por aumento de la te"·peratura. La "'ayorla de los métodos 

de envejecl~lento acelerado toman en cuenta esta hecho y se basan en la veloci­

dad de degradación a.temperaturas superiores a la normal, para después Inferir­

lo que sucedería a temperatura ambiente. ( 25 ,27). 

La cinética de reacción es Indispensable para los estudios de cstabi lrdad -­

ya que ~or objetivos tiene los siguientes: obtención experimental de datos el-­

.- nétlcos, corrofaclón de los mismos por ecuaciones n·aten•áticas, proponer un me-­

canlsrro de reacción, establecer las condiciones para acelerar o disminuir la -­

velocidad de reacción. 

Se conoce como velocldad de reacción la velocidad con la cual cambia la con­

centración' de una sustancia que Interviene en dicha reacción. La sustancia en-­

cuestión puede ser un reactivo ó un producto de dicha reacción. Es do sumo in-­

tares para la cinética determinar los cambios por los cuales se puede llegar --

del estado Inicial al final. En la reacción: 
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A + B ~-----------. C 

A y B se consideran los reactivos y C el producto, Por lo tanto la velocidad 

de reaccl6n puede definirse como la velocidad de separacl6n de A 6 blén de B; • 

también en cuanto al producto puede deterrolnar la velocidad de aparlcl6n del 

mismo ( e ) • 

Esto puede esquematizarse de la siguiente manera.i 

-d(l) 

V Q = ---- D 

dt dt 

-~C) 

dt 

Orden de reaccl6n. Se denomina orden de reaccl6n al concepto ba~ado en r.1edl • 

clones cinéticas, y se refiere al ndmero de moléculas de cuya concentraci6n d~· 

pende la velocidad de reaccl6n. ( 25,27 ). 

Una reaccl6n de orden cero es aquella en la cual la velocidad de reacción es 

Independiente de la concentrac16n de los reactivos. La ecuaci6n matemática que· 

Indica esta Independencia es: 

V k 

SI se ll1111ara" x" a la concentracl6n Inicial puede abreviarse de la slguleQ 

te forma: 
-dx 

dt 
6 ·dx ,. k dt 

Para fonnar la ecuacl6n Integrada se usan los lfml tes de la concentracl6n •• 

Inicial C y de la concentracl6n tomada al tiempo" t "· 
o 

• dx = k dt 

-1; 
e 
o 

e 

k = 

= k \~ 

e 
o 

e 
o 

t 
o 

-

-

kt 

e 

-----------t 
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La representación de la concentración en función del tiempo, en una reacción 

de orden cero, es una recta cuya pendiente es la constante de la velocidad de -

reacción ( -k) y la ordenada al origen es la concentracl6n Inicial ( C ) . 
o 

En una reacción de primer orden la velocidad de reacción es proporcional a -

la concentración de reactivos. En su fonna general la expresión de velocidad de 

reacción de primer orden será: 

1 n e = 1 n e - kt 
o 

En una reacción de segundo orden, la velocidad de reacción es proporcional a 

la concentración del los reactivos o bien a la segunda potencia de uno de ellos, 

lo que se senala de la siguiente forma: 

+ kt 
e e 

o 

La Inversa de la concentración está en función del tiempo y es una recta de-

pendiente" k" y de ordenada al origen 1 
e 
o 

Tiempo de vida media y tiempo al 90%. Dentro de los estudios de estabilidad-

es 11\JY comón encontrar este dato, en lugar del valor de la constante de velocl-

dad de reacc16n, llamado tiempo de vida f"edla. Recibe este nombre porque es el-

tiempo en, que la concentración del producto se encuentra en un SO% en cuanto -

al valor Inicial. El tiempo al 90% se refiere a cuanto la reacci6n ha avanzado-

un 10 % en su degradación. ( 25 ,27 ) • 

Método de Arrhenlus. Llamado también f"étodo de Garrett, la reacción cuantlta-

tlva entre velocidad de reacción y temperatura dada por la ecuación de Arrhenlus 

es : 
k 

In k 

00/RT 
A e 

In A 
-óH 

RT 
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DondetiH es la energla de actlvacl6n, A es una constante, R es la constante de 

los gases, y Tes la temperatura absoluta. Para una apllcacl6n correcta del má-

todo de Arrhenlus debe tomarse en cuenta las siguientes consideraciones: segu-­

rldad en al orden de reacción, exactitud en la detennlnacl6n de las temperatu-­

ras, ya que es de suma Importancia que la detennlnacl6n de las concentraciones­

del producto se h1gan a la temperatura establecida Inicialmente para evitar da­

tos err6naos. ( 25 ,27 ) . 
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2 •. Pl.ANTEAMl.fNTO DEL PROBLEMA. 

De los problemas a los que se enfrenta la ENEP Zaragoza está el de adquirir· 

reactivos de lmportacl6n, uno de estos productos es el patr6n de hemoglobina -· 

111m1do comercialmente Acoglubln , el cual por su uso continuo en los labora-­

torios de An61lsls Clrnlcos de las Clrnlcas MuJtidlclpllnorlas de la UNAM tie­

ne gran de1111nda. El problema a resolver consiste en obtener un patrón de hemo­

globina de concentrac16n conocida y establecer las normas del materia! de em-­

p1que y control de calidad adecuadas, acordes con un procedimiento óptimo y -­

económico a los que existen reportados y que permitan con la Infraestructura -

existente en .nuestro plantel suprimir su compra. 
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3. OBJETIVOS. 

3.1 Obtencl6n de un patr6n de hemoglobina de concentrac16n conocida. 

3.2 Acondicionamiento de dicho patr6n como producto terminado. 

3,3 Ejecucl6n de pruebas de Estabilidad Acelerada para determlnacl6n de fecha 

de caducidad. 

3,4 Con base en los resultados obtenidos establecer condlclones de fabrlcacl6n, 

acondicionamiento, asr ClllfTlO los par4rnetros de control de calidad para la produc• 

cl6n de diversos lotes dentro de la Planta Piloto de Tecnologfa Farmaceutlca de· 

la ENEP Zaragoza y su abastecimiento a los Laboratorios de Análisis Clfnlcos. 
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4. HIPOTESIS. 

El Patr6n de Her.'ogloblna obtenido en la ENEP Zaragoza tendrá las caracterrs­

tlcas blol.Sglcas, qufmlcas y de calidad comparables a los estándares comercia-­

les de hemoglobina. 



5. MATERIAL Y METODOS. 

5.1 EQUIPO. 

24 

- Espectrofot6metro de Absorción Beckman Hodel 25. 

- Graflcador Beckman Recorder Model 25. 

- Columna para Cromatografla Column k-16 Phannacla Fine Chemlcal. 

- Colector de Fracciones LKB bromma 2112-redlrarc. 

• Centrffuga Ctrnlca Batsol Modelo 12. 

- Refrigerador American A-2. 

- Engargo lador Ve ch 1. 

•Equipo de Electroforesis. 

- 1 ncubadoras, 

- Tubos de Ensaye de 13 x 100 Pyrex. 

- Frascos viales de color dmbar de 8 mi. 

- Tapones de hule slllconlzados. 

- Sellos de Aluminio. 

- Pipetas graduadas y volumétricas de 5 mi. 

- Pipetas graduadas de 10 mi. 

- Pipetas graduadas de 1 ml. 

- Pipetas de Salhl de 0.02 ~1. 

5.2 REACTIVOS, 

- Solucl6n Amortiguadora da Fosfátos 0.01 N de pH = 7.4 

- Reactivo da Drabkln. 

- Acldo de Sodio 0.1 N. 

- Solucl6n Salina Isotónica 

- Tolueno. 

- Reactivo de Bluret. 
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DIAGRAMA DE HETODOS DE OBTENCION DE UN PATRON DE HEMOGLOBINA 

HEMOGLOBINA '-

L--------...1 ""' 

OBTENCION 

CRITERIOS DE PUREZA / 
• 

AJUSTE DE HEMOGLOBINA A LA 

CONCENTRACION REQUERIDA 

-¡ 

ACONDICIONAMIENTO 

1 

ESTUDIOS DE ESTABILIDAD 

ACELERADA. 
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5. 3 1•~ roo os. 

5,3.1 Preparaci6n del gel y empaquetamiento de la columna. 

Fundamento.- Se denomina flltracl6~ por gel a la técnica de separacl6n de 

moléculas de diferente tama~o mediante su paso a través de una columna de gel 

•el inétodo se basa en la propiedad que tiene el Sephadex de excluir los solutos­

de peso molecular grande, mientras que es accesible para la dlfusl6n de molé-­

culas de peque~a dimensión. ( 2,3,13,14,23). 

Procedimiento. 

1.- Pesar la cantidad necesaria de los geles Sephadex G-100 y G-200 (pro-­

porcl6n 1 g. en 20 mi. de 1 Tquldo para reconstl tul r ) . 

2.- Hidratar con solucl6n amortiguadora de fosfatos pH 7.4 utilizando la-

necesaria para reconstituir el gel. 

3.- Hidratar el gel reconstituido por 80 hrs. a la temperatura ª"'blente. 

4.- Dealrear la suspensl6n con ayuda de vacTo para la ellmlnac16n de burbu­

jas. 

5.- Empaquetar una columna de Cromatografía de 60 cm. x 1 an. 

Nota.- En caso de formación de burbujas al empaquetar la columna, golpear lige­

ramente con una varilla de vidrio en el sitio donde se encuentren las burbujas. 

de no desaparecer éstas, vaciar la columna y dealrear. 

5,3.2 Callbrac16n de la Columna. 

Una vez empaquetada la columna se procede a su cal ibrac16ri para la dcterml­

nac16n del volumen de exclusión y corroborar la resolucl6n del gel a utilizar. 

1.- Colocar 1 ml de Azul dextrán con la ayuda de una pipeta Pasteur en la­

superficie de la columna. 

2.- Elulr la muestra con solucl6n amortiguadora de forfatos 0.01 N pH ~ 7.4 

3.- Colocar un tubo graduado y recolectar el volumen hasta que salga la 

primera gota de colorante (Volumen de Exclus16n). 

4.- Cambiar el tubo y recolectar hasta la última gota de colorante. 
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Callbraclón con Cltocromo c. 

1.- Colocar 1 mi. de muestra de Cltocromo C en la superficie de la Columna. 

2.- Elulr la muestra con solución Amortiguadora de Fosfatos 0.01 N pH ~ 7.4. 

3.- Colectar el volumen de excluslón correspondiente a la muestra de Clto---

cr0/J1o en diferentes fracciones. 

4.- Efectuar las lecturas de las fracciones al Espectrofot6metro en la re--­

glón del visible ( 540 nm.) para determinar la curva de absorción. 

Calibración con Cltocromo C y Albúmina Humana. 

1.- Elulr la mezcla de 1 ml. de Cltocromo C y 1 mi. de Albúmina Hu,,,ana con -

solución Amortiguadora de Fosfatos 0.01 N pH = 7.4. 

2.- Efectuar la recolección de distintas fracciones tomando en cuenta el vo­

lumen de exclusión de la columna. 

3.- Determinar las lecturas espectrofotométrlcas para doflnlr las curvas de­

absorcl6n tanto del Cltocromo C como de la Albúmina Humana. 

Calibración con Cltocromo e, Albúmina Humana y Albúmina de Huevo. 

1.- Colocar la mezcla de 1 ml. de Cltocromo C, más l mi. de Albúmina Humana­

más t mi. de Albúmina de Huevo. 

2.- Elulr la muestra con solución Amortiguadora de Fosfatos 0.01 N pH = 7.4. 

3.- Colocar las fracciones correspondientes a cada uno de los componentes de 

la 111.Jestra en diferentes tubos. 

4.- Determinar la curva de absorción de cada componente. 

s.3.3 Preparación de la Muestra. 

Para la determinación y obtención de la Hemoglobina se utl liza un" pool " -

de eritrocitos partiendo de sangre total. 

Técnica. 

1.- Llsar los eritrocitos con un volumen Igual de agua destilada. 

2.- Centrifugar la muestra a 5 000 r.p.m. y separar el sobrenadante. 

3.- Preparar la muestra con 2 ml. de sobrenadante y con 10 ml. de Azlda de -
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sodio 0.01 M. 

4.- Colocar los Z mi. de la muestra en la superficie de la columna y elulr -

con soluc16n Amortiguadora de Fosfatos 0.01 N pH m 7.4. 

5.3.4 Obtenc16n de la Hemoglobina. 

Técnica. 

1.- Colectar los volúmenes de la Columna con la ayuda de un colector de frac­

ciones ajustándolo a 18 gotas por minuto. 

z.- Desechar los primeros mililitros de solución Incolora. 

3.- Efectuar a partir del primer tubo colorido la recolección de las dlstin· 

tas fracciones tomando en cuenta la franja muy colorida correspondiente a la -­

Hemoglobina. 

4.- Trabajar una vez recolectadas las diferentes fracciones de la slgulente­

manara: 

Determinar las Protelnas Totales por el Método de Bluret. 

Fundamento.- las protelnas dan coloración violeta en presencia de 16nes có·­

prlcos en solución alcalina, proporcional a la cantidad de proteTnas totales. -

la reacc16n es del enlace peptfdlco de las protelnas. ( 1 ,4,15 ). 

Técnica. 

1.- Colocar en un tubo de ensaye 9.5 mi. de cloruro de sodio al 0.85 % y --

0.5 ml. de la muestra a analizar. 

2.- Poner en un tubo de ensaye de 13 x 100 mm. 2 mi. de la muestra diluida. 

3.- Colocar en otro tubo de ensaye de 13 x 100 ~n. que servirá de blanco 

2 ml. de solucl6n de cloruro de sodio al 0.85 % • 

4. - Agregar a cada tubo 8 ml. de Reactivo de Bluret y mezcler por Inversión. 

5.- Dejar reposar 30 mln. a temperatura ambiente y leer una longitud de onda 

de 540 nm. 

6.- Ajustar a 100 % de transmltancla y a O de Absorvancla con un blanco de -

reactivos. 
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Detenninación de clanometahemogloblna por el /·tétodo de Drabkln. 

Fundamento.- La hemoglobina es transformada en cianometahemoglobina median-

te la adición de ferrocianuro de potasio y cianuro de sodio. La densidad del -

color producido es directamente proporcional a la cantidad de hemoglobina pre­

sente. El ferrocianuro convierte el hierro ferroso de la hemoglobina en férri-

copara formarse asr la metahemoglobina que se combina ron el cianuro de pota-

sio para fonnar clanometahemogloblna. ( 4,15,28). 

Técnica. 

1.- Colocar exactllf'lente 5 mi. de solución de Drabkln en tubos de 13 x 100 -

mm. de acuerdo a la cantidad de muestras para analizar, utilizando una perilla 

de succión. 

2.- Tras1adar exactamente 0.02 mi. de la muestra a analizar con una pipeta-

de Sahll exactamente estandarizada a cada tubo. 

3,- Mezclar la muestra con la solución dando vueltas a los tubos. 

4.- Dejar en reposo durante 10 mln. para permitir la formación de clanome--

tahemogloblna. 

5.- Utl tizar otro tubo como blanco conteniendo únicamente la solución de --

Drabkln. 

6.- Ajustar con el blanco el espectrofotómetro conteniendo únicamente la --

solución de Drabkln a 100 3 de Transmición y a O de Absorción a una longitud -

de onda de 540 n~ .. 

7.- Efectuar las lecturas de cianometahemoglobina para cada tubo. 

5,3,5 Criterios de Pureza. 

Como criterios de pureza de la hemoglobina se utilizaron los siguientes: 

A.- Electrofóresis. 

Fundamento. - La Electrofóresis se utl liza para la separación y medición de 

sustancies cargadas alectricamente, como es el caso d~ las fracciones de las­

proteinas. Estas sustancias en solución emigran en un campo eléctrico que ---
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puede ser el ánodo cargado positivamente o blén el cátodo cargado negativamen­

te. Se aplica la '"Uestra al medio soporte (acetato de celulosa) saturado con 

solución amortiguadora y se hace pasar la corriente eléctrica. La solución 

Amortiguadora permite el paso de la corriente que causa la separación de las -

moléculas según su densidad de carga neta. Se Interrumpe la corriente a la 

celda electroforétlca, se extrae el medio soporte, se introduce en una solución 

fija y tl~e las diversas fracciones. El análisis cuantitativo de las fraccio-­

nes se hace por medio de un denslt6metro que mide la intensidad de la luz re-­

f lejede por la fracción te~lda o la cantidad de luz transmitida. Las áreas ba­

jo los picos, en cada una de las bandas obtenidas, son proporcionales a las -­

concentraciones de las fracciones. ( 4.9). 

ncnlca. 

1.- Preparar la muestra. Transferir una peque~a gota de la muestra en una -

peque~a tira de p1pel parafllm. se coloca en una superficie plana cerca de la­

celda. Se deja espacio entre una y otra tira suficiente para accionar el apli­

c1dor. 

2.- Llenar la celda. La celda se coloca frente a la fuente de poder con los 

electrodos terT'llnales de frente. Primero se llena la celda con solución amor-­

tlguadora pH = 8.6: el sifón se coloca en posición horizontal de manera que no 

queden burbujas de 1lre, después la celda hasta que el líquido quede entre les 

dos líneas p1ralelas o al nivel del líquido. 

3.- ·Llen1r los recipientes de pollproplleno. En primer lugar en el recipien­

te namero uno se colocan 50 ml. de solución amortiguadora pH = 8.6 y se tepe. -

En el segundo recipiente se colocan 100 ml. de solución colorante fijadora. En­

el tercer recipiente se colocan 50 ml. de ácido acético a.I 5 '/..y se tapa. En el 

cuarto recipiente se colocan 50 ml. de alcohol absoluto y se tapa. En el quinto 

recipiente se colocan 100 ml. de solución clarlficante y se tapa. 

4.- Instalar la membrana de la celda. En el primer recipiente con snluclón -

amortiguadora pH u 8.6 se coloca la membrana. ésta se toma por un extremo con -

lis pinzas, se coloca de tal manera, que quede flotando en la superficie de la-
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solución amortiguadora por unos segundos, una vez impregnada se sumerge en la -

solución. Con las pinzas se saca la membrana de la solución amortiguadora, se -

coloca entr~ dos papeles secantes, se pasa la palma de la mano sobre el papel -

secante varias veces para secar el exceso de la solución amortiguadora, está -­

operación se efectúa rápidamente. Se toma la membrana con las pinzas, se coloca 

en el puente abriendo los extremos de éste, se hacen coincidir los hoyos de la­

membrana con los salientes del puente, se afloja el extremo movible y ya colo-­

cada la me~brana, se regresa a su lugar para que quede estirada, se cierran los 

extremos del puente, se quita la cubierta de la celda se coloca soore la c~lce­

el puente con la membrana, de tal modo que los extremos de la membrana queder -

sumergidos en la solución amortiguadora. se coloca la cubierta y se tapa, se 

cJerFa, se conectan Jos cuatro eJectródoS terminales con la fuente de poder. 

S.• Aplicar las muestras. La gota de la muestra problema se coloca en un cua­

drlto de papel parafllm, sobre ella el apllcador y se presiona en el botón blan­

co, asr en los filamentos se l~pregnan perfectamente;·se presiona el botón rojo­

del apllcador, con lo que los filamentos se levantan, Inmediatamente se quita la 

tapa de la celda, se coloca el apllcador en el número uno: debe coincidir la 

punta del apllcador con la concavidad en la cubierta de la celda: sucesivamente­

se coloca la muestra dos en el número dos, la tres en el número tres., se pres la 

na el botón blanco, caen los filamentos cargados con la muestra problema sobre -

la superficie de la membrana, se esperan 10 seg. la membrana absorve toda la 

muestra, se presiona el botón rojo para levantar los fll1111entos, Inmediatamente­

se lavan con una plseta, la cual no debe tocar los filamentos porque son muy ma­

leables y pueden defoni-arse, se secan con una absorvente tocándolos levemente. 

6.- Conectar la celda a la fuente de poder para un voltaje determinado. Poner 

el selector de voltaje constante en la marca de 0-300: 

a.- Poner el voltrmetro en la marca de 0-500 V (volts). 

b.- Girar a la derecha el control interruptor de ajuste de salida, prender el -­

botón que indica el paso de corriente. 
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c.· Cuando Ja fuente de poder se calienta. la aguja de la escala se mueve brus· 

camente de derecha a Izquierda, se continúa a la derecha el control del inte-·­

rruptor del ajuste de salida hasta que la aguja está en el centro de la escala. 

( lectura de 250 V ) . 

d.· El voltrmetro marca 0·15 mA, lo que Indica que pasa la corriente correcta­

mente. 

e.• Medir 20 minutos con un cronómetro. 

f.· Revisar a los 20 minutos si el desplazamiento es nonnal, se vuelve a colo-­

cu el Indicador del voltfmetro en la marca de O·tS mA; la aguja de la escala -

debe dar una lectura de 4.5 a 9.5 mA. 

g.· Girar hacia el lado Izquierdo el control de ajuste de salida hasta que se -

apague. 

h.- Desconectar Jos electrodos terminales de la celda de Ja fuente de poder. 

1.- (lultar la tapa de ta cubierta de la celda. 

J.· Sacar el puente que contiene la membrana, sin tocarla con los dedos. 

k.· (lultar la membrana con las pinzas y colocar en el recipiente que contiene -

la solución colorante fijadora, sumergir durante to mln. 

1. - Sacar Ja membrana pasando ese tiempo, escurrir y colocar en el recipiente -

qua contiene 6cldo acético al 5 %, agitar la membrana en Ja solución para quitar 

el exceso de colorante y lavar con nueva solución cuantas veces sea necesario,· 

hasta que la solución esté completamente clara. 

m.· Sacar Ja membrana de este recipiente, transferir al slguente que contiene -

alcohol absoluto, poner a funcionar el cronómetro, agitar constantemente duran· 

te 1 minuto exacto. 

n.- Pasar al siguiente recipiente que contiene solución clarlflcante, agitar 

hasta completar un minuto exacto, este recipiente tiene en su parte baja un 

plato de vidrio rectangular, Ja membrana queda sobre él, sacar el plato con la· 

membrana usando las pinzas, pasar al escurridor varias veces sobre la membrana. 



1 33 

o.- Colocar el plato de vidrio con la membrana en el horno durante 10 6 15 ml·· 

nutos, entre 100 y 110ºC. 

p.- Sacar del horno el plato de vidrio con la membrana, dejar enfriar, despren­

der la membrana ya seca y transparente del plato de vidrio. Separar con una na· 

vaja un extremo de ella, jalar cuidadosamente, no tocar las bandas de separa--­

cl6n de las proteínas. 

q.· Colocar la me~brana en un sobre de plástico, las bandas de separación que-­

dan en el centro, cortar los extremos de la membrana que sobresalen del sobre · 

plástico, queda lista pera graficarse y cuantificarse. 

B.- Determinación del peso molecular medio a través de la Columna de Croma-­

tograffa. 

Fundlf!lento.- Se denomina f11trac16n en gel a la técnica de separación de mo· 

léculas de diferente tama~o mediante su paso a través de una columna de gel. 

los polisacáridos conocidos con el nombre de dextranes se unen cuidadosamente -

por enlaces cruzados de manera que constituyan peque~os globulos hldroffllcos -

de naturaleza Insoluble que cuando se colocan en agua se hinchan de manera con• 

s iderable para formar un gel Insoluble. Sephadex es el nombre comercial de es-­

tos geles. El fundamento de este método de separación es la propiedad que tie­

ne el Sephadex de excluir los solutos de peso molecular grande, mientras que es 

accesible, para la difusión de moléculas de peque'la dimensión 

Técnl ca. 

Pare determinar pesos moleculares se selecciona el gel adecuado, en este ca­

so fué Sephadex G-too y G-200. ( 2,3,6,t4,23,26,29). 

1.- Preparar cuidadosamente la columna y determinar los volúmenes de exclu·· 

s 16n de algunas pro te f.nas puras y de peso molecular conocl do para establecer -­

una curva de calibración. 

2 · Colocar la protefna cuyo peso molecular se va a determinar en la mlsma • 

columna y determinar su volumen de exclusión en condiciones idénticas a las em· 
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pleadas en las protetnas conocidas. 

3.· Determinar su absorvancia a la longitud de onda en la cual absorva la -

proteína que se recolect6 de la columna y corroborar su pureza. 

C.· Espetro de Absorción para la Hemoglobina Oxidada y para la Hemoglobina­

Reducida con Blsulfito de Sodio en la Región Visible. 

Fundal"ento.· La técnica de espectrofotoiretrfa es de gran importancia para • 

la lnvestlgaclón bloqufmlca ya que con frecuencia los compuestos se identifl·­

can por la determinación de sus características en base a su espectro de ab--­

sorvancla en las reglones de ultra violeta 6 en el raga del visible. 

Técnica.- Determinar ta absorción de la Hemoglobina Pura tanto en su forma· 

reducida como en su forma oxidada. 

1.· Colocar en la celda de un espectrofotómetro como blanco 5 ml. de Solu·­

clón de Reactivo de Drabkin. 

2.· Ajustar en el blanco a 100 % de Transmlsl6n y a O de Absorción en una • 

longitud de onda de 540 nm. ( reglón visible). 

3.- Colocar en una celda la hemoglobina reducida y bajar la longitud de on· 

da a 510 nm. 

4.- Encender el graflcador y correr el espectro de absorción hasta una Ion· 

g l,tud de onda de 650 nm 

s.· Colocar en otra celda la Hemoglobina Oxidada y volver a disminuir la-· 

longitud de onda a 510 nm. 

6.- Encender el graficador y subir la plumilla y cambiar la tinta. 

7.· Correr el espectro de absorción hasta 650 nm. 

8.· Corroborar visualmente la pureza de la hemoglobina. 

5,3.6. Ajuste del patrón de Hemoglobina. 

1.· Ajustar 111 hemoglobina de la siguiente forma: tomar un volumen de Hemo· 

globlna pura y diluir un reactivo de Drabkin hasta alcanzar una concentración· 

final de 15 g./ 100 mi. de sangre, equivalente a 0.42 nm. de Absorvancia a una 
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longitud de onda de 540 nm 

2.- Efectuar la verificación de la concentración de proterna por el Método -

de Bluret y comparar con un patrón de concentración conocida. 

5.3.7 Acondicionamiento y Estudios de Estabilidad. 

Técnica de Acondicionamiento. 

1.- Colocar con la ayuda de una jeringa estéril 5 mi. del patrón de Hemoglo­

bina en frascos de 8 mi. color ámbar. 

2. - Tapir y sel lar los frascos hermetlc101ente. (engargolado). 

3.- Colocar los frascos a 4 diferentes temperaturas y efectuar los Estudios­

de Establ lldad. 

Estudios de Estabilidad Acelerada. 

Generalmente los procesos de degradación son reacclónes qurmlcas que consu-­

men energle y que pueden acelerarse por aumento de 11 temperatura. Fundamentan· 

do el método en mediciones de le velocidad de degradacló~ a temperaturas supe·· 

rieres a lo normal, pira luego sacar Inferencias de lo que sucederr1 a la tem·­

peratura ambiente. 

T6cnlca. 

1.· Obtener los Datos. 

a). Someter el producto terminado a 4 diferentes temperaturas teniendo como di­

ferencia mrnlma de 10 grados entre cada temperatura. 

b). Efectuar tiempos de análisis. 

b.1 Anélisls Inicial 

b.2 Anéllsls Semanal (por tres meses). 

e). Determinar par6metros para cada análisis. 

c.1 Estabilidad Q.urmlce: Determinar el porcentaje de proterna activa. 

c.2 Establ lldad Física. 

2.- Ordenamiento de Datos. Agrupar los datos en una tabla de Concentración -

con respecto al tiempo. 
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3.· Detennlnar el orden de reacción a la temperatura más alta por método -

gr6flco. Graflcar los datos en las tres siguientes formas: en la primera el • 

porclento de la concentración con respecto al tiempo, en la segunda el loga·· 

ritmo natural de la concentración contra el tiempo, en la tercera el Inverso· 

de le concentración contra el tiempo. 

3.1 Obtener la ecuación de la recta para cada gráfica y ajustar por mini·· 

mos cuadrados. 

3.2 Determinar para cada recta el valor del coeficiente de correlación más 

cerceno • 1. 

4.- Detennlnar el orden de reacción en base al valor del coeficiente de •• 

determinación m6s cercano a 1. 

5. ·Obtener les constantes de velocidad 11 k 11 para las cuatro temperaturas 

graflcando de acuerdo al orden de reacción la concentración contra el tiempo. 

E 1 valor de la pend lente de cada línea corresponde a 1 valor de 11 k 11 

6.· Obtener las constantes de la ecuación Arrhenlus. Determinar graflca··· 

mente por el método de mínimos cuadrados la ordenada al origen (A ) y el va· 

lor de la pendiente de los cuales se determina la energía de activación en •• 

base al valor de la constante de los gases. 

7. • Detenninar el valor de 11 k 11 a 25ºC en la ecuación de Arrhenlus. 

8.- Determinar por medio del valor de 11 k 11 a 25 ºC los valores de tlewpo· 

11 95 % y tiempo al 50 %. 

9.- Concluir la estabilidad del producto asT como su fecha de caducidad. 
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6. RESUL TAO OS. 

6, 1 Ca libración de la columna. 

Proterna Peso Molecular Fracción 

Cltocromo C 13 370 41 

A lbamrna Humana 68 500 31 

Albdmlna de Huevo 43 000 34 

6.2 La hemoglobina se detectó en la fracción namero 32 (ver gráfica# 1 ). 

Modelo: 

F = 98.9419 - 14.0362 log. 

r = -0,9999 

2 
r " 0.9997 

41 

Gr4flca # 1 

,, 
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., 

' :'!! ., Calibración de la Columna. ,, 
.lS---· . +'-',, 
;r¡ ·--- - - ~~'. 
J6-;-~-r-~--r~~·1-~·.¡--~-;-~--;~~t-~~ 
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6,3 Cornparac16n de los métodos de cuantlflcacl6n por Bluret ( proteínas 

totales y por Clanometahemogloblna obteniendo una" t "apareada. 

Método de Bluret Métorlo de Orabkln Lote " t " 

1. 785 1.821 1.920 1.877 

1.875 1.821 1.821 1.928 
0.64 

1. 785 1.857 1.857 1. 785 

1.857 1.872 1.857 1.850 

1,892 1. 785 1.821 1. 785 

2.929 2.928 2.920 3,000 

2.857 2.821 2.875 2.850 
2 0.04 

2.857 2,892 2.850 2.920 

2.R21 2,857 2. 780 2.920 

2.857 2.890 2.850 2.850 

3.214 3,250 3.214 3.214 

3, 178 3,250 3, 142 3.214 

3.214 3.214 3,285 3,214 

3, 178 3.214 3,285 3.214 

6,4 Criterios de Pureza. 

a.- Electroforesis. He~ogloblna perfectamente pura. 

b,• Detennlnacl6n de la pureza de la hemoglobina por su peso molecular. 

Fué deter"'lnado el peso <"olecular partiendo rle la callbracl6n de la colurrna-

co~o se demuestra anteriormente en el punto 6.1. 

c.- Detennlnacl6n de la pureza de la he"'ogloblna por Espectrofotor·etrra. 

Se efectu6 un barrido espectrofotorétrlco desde la longitud de onda de 510 nm. 

hasta los 650 nrn, tanto de la her·ogloblna en su forr·a reducida CO"'º en su for•..a 

oxidada. ( observar gráfl ca I! 2 ) . 
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GRAFICA # 2. 

BARRIDO ESPECTROFOTO~ETRICO DE HEMOGLOBINA REDUCIDA Y HEPOGLOBINA OXIDADA. 

Rango de Absorción: 510 nm a 650 nm. 

Rango de lectura: O a 2 de extinción. 

Velocidad de la carta: 20 nm/ cm. 

Hemoglobina Oxidada: ~'xlmos a 540 nm y 575 nm. 

Hemoglobina Reducida: M'xlmo a 540 nm. 

Note: A continuación se Ilustran los resultados de estabilidad obtenidos a 

diferentes temperaturas. 



Tabla# 1 RESULTADOS DE CONCENTRACION Y TIEMPO. 

TEMPERATURAS TIEMPO ( SEMANAS ) . CONCENTRACION ( ABSORCION EN NM.) 

. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

6ºC =- 286ºK 0.42 o.42 0.42 o.42 o.42 0.42 0.42 0.42 o .112 0.42 o.42 o.42 

24ºC = 297°K o.41 o. 32 o. 31 o. 30 0.30 0.30 o. 30 0.30 0.29 0.29 0.28 0.28 

37ºC = 310ºK 0.37 o. 32 0.28 0.28 0.28 0.28 0.28 0.27 0.25 0.25 0.23 o. 23· 
' -

4 7ºC =- 320°K 0.37 0.30 0.28 0.24 0.24 0.23 0.23 0.23 0.22 0.22 o. 21 o. 18 
·-

_.__. ___ , 



Tabla# 2. RESULTAD05 DE CONCENTRACION Y TIE¡.IPQ. 

TEMPERATURAS TIEMPO { SEMANAS ) . CONCENTRACION ( ABSORCION EN NR.) 

-

1 2 3 4, 5 6 7 8 9 10 11 12 
-

6ºC = 286ºK 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

24ºC = 297ºK 97, 61 76.19 73.80 71.43 71.43 71.43 71 .43 71.43 69.05 69.05 66.66 66.66 

--
37ºC = 310ºK 88.10 76.19 66.67 66.67 66.67 66.67 66.67 64.29 59. 32 59. 32 54. 76 54. 76 ' 

47ºC = 320°K 88.10 72.62 66.67 57. 14 57. 14 54. 76 54. 76 54. 76 52. 38 52. 38 50.00 42.85 

- -



Tabla # 3. LOGAR 1 TMO NATURAL DE LA CONCENTRAC 1 ON Y TI El'PO. 

TEMPERATURAS LOGARITl'O NATURAL DE LA CONCENTRACION TIEH~ { ""'"" . J 
' 

--

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 ' 

6ºc ~ 286ºK 4.6051 4.6051 4.605 4.605 4.605 4.605 4.605 4.605 4.605 4.605 4.605 4.605 

- r-----
,__ __ 

24 ºC = 297ºK 4.580 4.3332 4. 301 4.268 4.268 4.268 4.268 4.268 4.234 11. 234 4. 199 4.199 

37°C = 3IOºK 4.478 4.333 11, 199 4. 199 4.199 4. 199 4. 199 4. 163 4.082 4.082 4.002 4.002 

----.----
4 7ºC = 320ºK 4.478 I¡, 285 4.199 4. 0115 4.0115 4.003 4.003 4.003 3,958 3,958 3.912 3. r,75 

·-



Tabla# 4. INVERSO DE LA CONCENTRACION Y TIEMPO. 

TEMPERATURAS INVERSO DE LA CONCENTRACION TIEMPO ( SEMANAS ) . 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 to 11 12 

-

6ºC = 286ºK O.O! 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 iO. 01 0.01 0.01 0.01 o 01 O.O! 

24ºC = 297ºK o.oto 0.013 0.0135 0.0139 0.0139 0.0139 kJ. 0139 o. 0139 k>.0144 0.0144 0.015 0.015 

-
37°C "' 31 OºK 0.0113 0.0113 0.0149 0.0149 0.0149 0.0149 ¡o. 0149 0.0155 0.0168 0.0168 0.0182 0.0182 

47ºC = 320ºK 0.0114 0.0138 0.015 0.0175 0.0175 I0.0183 kl.0183 o. 0183 P.0191 0.0191 0.02 0.023 

--
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6.S Estudios de Estabi 1 idad Acelerada. 

En base a las tablas anteriores se determin6 gráficamente el orden de reac--

ci6n a la temperatura mas alta, se obtiene la ecuaci6n de la recta y se deter--
2 

mina el coeficiente de determinación r con lo que se deduce el orden de reac--

c16n. Para 24ºC ( gráfica# 3). 

ORDEN COEFICIENTE DE DETERMINACION. 

o o. 94478307 . 

1 0.9924444 

2 0.999840 

De acuerdo a los valores obtenidos para el orden de reacción se determina -

11 reacción de segundo orden para la Hemoglobina como producto tennlnado. 

Obtención de las constantes de velocidad ( 11 k 11 ) para las cuatro diferen· 

tes temperaturas (ver gráfica# 4). 

TEMPERATURA VALOR OE 11 k 11 In de 11 k 11 VALOR DE 11 b 11 

286ºK o - -
297ºK o. 00275 -5 .8961 0.01202 

·-
310°K 0.00051 -7.5810 0.01204 

320°K 0.0007 -7.2644 0.0125 

---
Obtención de las constantes de Arrhenlus. Gráfica de In K entre inverso 

de la Temperatura ) . 
Forma lineal de la Ecuación de Arrhenius. 

Ea 
In· k = In A 

R T 

Obtención de los valores de la Ecuación Lineal a 25ºC. 
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GRAFICA /1 3. 

GRAF ICA DE INVERSO DE LA CONCENTRAC 1 ON CONTRA EL T 1 EMPO PARA OBTENC 1 ON DE LAS CONSTANTES DE 

VELOCIDAD ( 11 K 11
) A LAS CUATRO DIFERENTES TEl·1PERATURAS. 

.1.50 

.1.25 

,,... .1 .. 0'31 
CS1 

~csw Q .. 75 
-t u ....... 

9.59 , .... 
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X Q.25 
.._.. 

Q .. 00. 

OFFSET: 
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":"¡ .,1 ... 

... 
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,. 
1···1'1' 

1::.::1 ........ ::::: ....... · ::: .. 
'. , ..... , l"'''I """""' 1... .. 1 

'.''. l'' 
.• 'l,, •..... 1: ... ::.:1"•"" ::::: "'""' :::::" .. ·;: •. , .......... :¡ .. . 

j.i:::I ......... ::::: .. .. ... · ' .. ···'"'" .. .. 
1' ••• , ••• , ........ 1 ...... . 

I'''·;/'~¡~.: .. ,,, ...... ,,,,,,, .... ,,,,~ .. -·,"""""'""·'~ 

5 

TIEMPO (SEMAfiiAS) 
i:::'.:I T 3 ·::::::. 'I' 2 <Z=- 'I' 1L 

297 
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Obtención de los valores de la Ecuación lineal. 

ORDEN In A Ea I R Ea ( kca 1 I mo 1 ) 

o 3,895574 1435.212 2851. 7668 

2. 79291 2394.4373 4757, 74 

2 1.951253 3483.019 5920. 7588 

GRAFICA # 4 

GRAFICA PARA DETERMINACION DE CONSTANTES • . .., . .., .,- --r- 1 -· i • 1 ·· • • · -r- ···· • ----..-···-;-·· - r-· -

-~~ ~ -! __ ¡ · -ij:_:_.·Lj_~;~~J:.J~~ETJ·~~l 
.. 1 1 1 1 1 ' 1 ' 1 1 • ' ; 

-u . .r. ~~ . _,___,. . . ---1 

;;~ i,1- ..... J,: .. !,!" -.T¡i.-.---T ·-i· -j··-~··t·~1.·~._j--·+-··:··-~ 
i i' ·r r·-·• 

-A~-!----l.----'·····'··· -1- ... J~. 1... ..1 l-.---•' i 
1 1 1 1 l 1 ¡ "¡ 1 -'16 + .__, __ , _____ , .. _ _¡., ___ ,.._,_ J. ~--

-~., ,'~......-~~~T--ir--~-~~~~'~...;...~~'-·~~-T-~ 
~.: : . : f- ··+-- +- -:·-
~ ~ l. .l __ , ___ ·-'·- - J.··- J - •• ! 

1 1 1 1 1 1 
•. ; J. l., ___ ~ .. L. -1 ... !. i. 

1 1 1 1 
-·r 1 .f--+- -·t·-- -i· , .. t-·-·i •. i 

•• 1 1 1 1 1 • 
, .• 1 ----r- ¡ · -r-1-·-i··--1 ---11----.,. - ., 

., . ! ~"-·· 1 .. 1 1 • - .!. ! ' 1 1 1 
·- 1 r .... 1 1 1 ¡. ;··-r--~--1 

' 

.. 'Ti~- ~-- ··-;·--.::. .. ·-i l. ····.r 1 - ' 

_., ~ ·f..·-4---'--'---·!----... 1. - .; ... --~-

' 1 1 1 ·-· 
- : r, "1"-i----t--~----+--··- t ----~ 

. ···.!:a:. .... :._ ... 1 · .... 

.:.·.-;.,.~.·.:.;_t.,_, ,: ,,,~:."':·-7.::•..i. 

Determinación de 11 K" a 25°C ( k-25) en la Ecuación de A-rrhenlus. 

-5 
K 5.89x10 

25 

Determinación del valor de t 
95 

Valor de t 
95 

Valor de t 
50 

18.69 dras 

170 dfas 

y de t 
50 
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7, DISCUSJON DE RESULTADOS. 

7.1 Callbraclón de la Columna. Como se observa en los resultados de la -­

columna se calibró con tres protefnas de concentración conocida y de peso mo-­

lecular blen determinado; al calibrar la columna es de su~a importancia la ve­

rlflcacl6n de el volumen de exclusión de la columna. Una vez calibrada se de-­

terminó la fracción de la cual aparece la Hemoglobina determinando su peso ~o­

lacular lo que es de suma importancia como criterio de pureza. 

7.2 La comparación de los ~étodos de cuantificación (método de Bluret y 

método de cianomtahemogloblna ~ se encuentra equivalente ya que la pureza de -

la Herooglobfna es muy importante porque al determinar la" t 11 de Student de -

acuerdo a los datos se observa que los dos métodos son equivalentes con un 95% 

de confianza. 

7.3 La determinación de hemoglobina se cuantificó como ya se explicó an-­

terionnente por tres métodos, el de peso molecular en base al gel utilizado -­

que es determinante para pesos moleculares dentro de los cuales se encuentra -

la hemoglobina, el segundo método es el espectrofotométrico y se observó tanto 

la pureza de la hemoglobina en su forma oxidada como en la forma reducida esto 

es posible verificarlo al observar las gráficas de absorción del rango de lon­

gitud de onda de 510 a 650 nm. Otro Criterio de pureza utilizada fué la elec~-. 

trofóresls para corroborar la pureza de la Hemoglobina 

7.4 En cuanto a los Estudios·de Estabilidad Acelerada pudo determinarse -

una posible fecha de caducidad de 18.69 dTas a temperatura ambiental, encon--­

trandose un tiempo al 50 % de 170 dras. Se propone un estudio de Estabilidad -

dé varios lotes para determinar perfectamente una fecha posible de vencimiento 

a otras temperaturas. En este caso se observa que no hay ninguna degradacf6n -

de la protelna en el transcurso de tres meses a temperatura de refrigeración -

que es una de las Indicaciones de almacenaje del producto. 
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8. CONCLUSIONES. 

De acuerdo a los resultados obtenidos y discutidos anteriormente se puede 

concluir que el prot6n de Hemoglobina obtenido dentro de la ENEP Zaragoza se en-­

cuentre dentro de les condiciones 6ptlmes d~ fabrlcac16n, acondicionamiento y re­

gido dentro de nonnas aceptables de Control de Calidad para su uso dentro de las­

CHnlcas Multldlclpllnarlas. Es de tomarse en cuenta el resultado del Estudio de­

Establllded Acelerada ya que nos proporciona una probable fecha de vencimiento -­

del producto. Se propone la fabrlcacl6n de varios lotes como objetivo de estudio­

para detennlner mayores par&netros en cuanto a los Estudios de Estabilidad y esr­

especlflcar con mayor exactitud una posible fecha de vencimiento. 
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APENDICE. 

PREPARACION OE REACTIVOS. 

Solucl6n Amortiguadora de Fosfatos oH = 7.2. 

1.- Preparacl_6n de fosfato de sodio monobásico 0.2 M. 

Disolver 27.22 g. de fosfato de sodio roonobás!co ( KH PO ) en agua y aforar 
2 4 

con agua a 1000 1111. 

2.- Preparacl6n de la solución llfllOrtiguadora pH ~ 7.2. 

To"'llr 50 mi.de la solución de fosfato de sodio monobáslco y transferir a un -

matr6z volumétrico de 200 mi.. a~ad!r 34.7 ml. de solución de hidróxido de sodio 

0.2 M. a1adir agua para completar a volumen 

Solución Salina Isotónica. 

Pesar 0.9 g. de cloruro de sodio, diluir y aforar a 100 mi. con agua. 
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