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I N T R O D U C C I O N 

Las primeras investigaciones sobre enzimas 
se remontan a principios del siglo XIX, pero los 
avances m&s significativos en este campo datan -
de los últimos cuarenta añoso La primera iden-­
tificación de una enzima se realiz6 en 1833 por 
Payen y Persoz 1/, quienes aislaron de la malta 
una fracción termolábil precipitable con alcohol 
y capaz de convertir el almidón en glucosao 

Años después Liebig 2/ postu16 que las fer­
mentaciones y otros procesos semejantes se de- -
bian a la actividad de substancias químicas espe 
cíficas y Pasteur agregó que los procesos enzim~ 
tices de la fermentación, eran inseparables de = 
la célula viva" 

Los estudios de Emil Fisher 3/ sobre especi 
ficidad enzimática, a finales del-siglo pasado¡ 
así como la obtención de enzimas puras por ----­
Willstatter 4/ y la cristalización de éstas por 
Sumner 5/, permitieronv con las aportaciones de 
MichaelTs y Menten 6/, avanzar rápidamente en el 
conocimiento de la estructura y comportamiento -
físico-químico de las enzimasG 

El significado de estos catalizadores en el 
metabolismo celular es bien conocido y sabemos -
que el patr6n anzimático de cada tejido determi­
na sus funciones fisiológicaso El suero sanguí­
neo proporciona un interesante material para es­
tudiar alteraciones celulares basándose en la -­
elevación o disminución de enzimas circulantes, 
ya que en situaciones normales éstas se mantie-­
nen dentro de límites estrechoso 

La aplicación diagnóstica de las determina­
ciones enzimáticas sólo aparecen después de 1936 
cuando Warburg 7/ desarrolla una metodología ba­
sada en la propiedad que tienen las coenzimas 
NAD y NADP de absorber la luz a 340 nmo 
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Muchas enzimas se han investigado exahusti­
vamente en diversos estados patológicos y paradó 
gicamente muy pocas han recibido aceptación para 
usarlas rutinariamente en la clfnicao Entre las 
m~s conocidas tenemos; 

a} Enzimas digestivas de estómagou intestino -
delgado y páncreas: lipasau· amilasa., pepsi­
na y tripsina., 

b) Fosfatasa acida y alcalinao 
e} Aldolasa y fosfo~hexosa isomerasao 
d) Transaminasas y deshidrogenasaso 

El objeto de nuestro trabajo es estudiar 
cuatro enzimas: DHLu DHHBu TGP y TGOu que por su 
valor diagnóstico son utiles en el laboratorio0 
Tomando en cuenta que los métodos usuales para -
determinarlas se efectuan generalmente por colo­
rimetrfa y ya que estas técnicas no parecen ser 
las ideales por estar sujetas a variaciones no -
siempre faciles de controlaro Se considera la -
necesidad de implantar un sistema analítico sin 
los inconvenientes de los métodos colorimétri~=­
cos8 pero que al mismo tiempo sea accesible al -
laboratorio clfnicoo 

Las determinaciones espectrofotométricas de 
enzimasu tanto directas (deshidrogenasas) como -
indirectas (transaminasas) 1 particularmente para 
el grupo DPN dependiente¡ significa una mayor =­
precisión y posiblemente este sistema de análi-­
sis permita discriminar mejor los diferentes es­
tados patológicos que se estudiano Algunos auto 
res estan de acuerdo con esta opinión, entre = = 
ellos Amador y colaboradores 8/ 8 quienes al estu 
diar casos de infarto de miocardio¡ no encontra= 
ron buena correlación entre la determinación co­
lorimétrica de TGO y los datos clfnicos, en tan­
to que al determinar la misma enzima por espec-­
trofotometrfa, la correlación fue satisfactoriao 
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CONSIDERACIONES GENERALES 

CONCEPTO DE ENZIMAo- Las enzimas son subs­
tancias de naturaleza proteica con actividad bio 
lógica y propiedades catalfticaso Estas propie= 
dades son importantes en varios aspectos: las -
enzimas son catalizadores eficientes, y bajo con 
diciones óptimas la mayoría de las reacciones eñ 
zimáticas se efectuan a una velocidad de 108 a 
1oll veces más rápidamente que las correspon­
dientes reacciones no enzimáticas0 Las enzimas 
son especificas en relación a la naturaleza de -
la reacción catalizada y a la estructura del - -
substrato utilizadoo El espectro de las reaccio 
nes catalizadas es muy amplioo Las enzimas en = 
sí mismas están sujetas a diversos controles por 
parte de la célula y su velocidad de síntesis¡ -
así como su concentración final quedan bajo con= 
trol genéticoo 

Algunas enzimas requieren de una fracción -
no proteica o cofactor·para_desarrollar su activi-­
dad5 éstos se enlazan- a la prote:ína y se les denomí 
na grupo prostético cuando la u11ión es fuerte~> pero 
cuando es débil se les llama coenzimaso 

Además muchas enzimas requieren para desa-~ 
rrollar su actividad la presencia de iones metá­
licos como Mg++ y Mn++¡ entre otroso Durante 
los procesos de purificación pueden perderse los 
cofactores débilmente enlazados, lo que se tradu 
ce en una disminución o pérdida de su actividad~ 
aún cuando la porción proteica de la enzima se = 
conserve pura,. Con el término de apoenzima de-= 
signamos la porción proteica de la enzima, mien= 
tras que la enzima completa se ha denominado Ho­
loenzima,, 

FACTORES QUE INFLUYEN EN LA VELOCIDAD DE -~ 
REACCION ENZIMATICAo- Los principales factores 
que determinan la velocidad inicial de una reac­
ción en particular son: Concentración de enzima,; 
concentraci6n del substrato" pH" temperatura y = 
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la presencia de activadores e inhibidoresa 

CLASIFICACION DE ENZIMASa= Se han propues= 
to diferentes clasificaciones basándose en el ~= 
tipo de reacción química que catalizanf pero los 
nombres de las enzimas han sido arbitrarios e -= 
incompatibles creando cierta confusióno 

En 1961 la Comisión de enzimas de la Unión 
Internacional de Bioquímica (IaUaBo) 9/~ estable 
ció una clasificación y nomenclatura sistemáti== 
zadaa Recomienda que para la nomenclatura se -­
tome como base la reacción totallj como se expre­
sa por la ecuación formalo El sistema ideado =~ 
procura una clasificación de las enzimas y un ~­
sistema para numerarlasa El numero de cada enzi 
ma contiene cuatro dfgitos separados por puntoso 

El primer numero indica a cual de las seis 
divisiones principales¡ o grupos de enzimas¡ co­
rresponde la enzima de que se trataa Estos gru­
pos son los siguientes: 

la- Oxidorreductasasa Catalizan reacciones de 
oxidación-reducción a 

2a~ Transferasasa Catalizan reacciones de 
transferencia de gruposa 

~a- Hidrolasasa Catalizan reacciones hidroli-­
ticasa 

Liasasa 
viene la 
un doble 
un doble 

Catalizan reacciones en que inter­
eliminación de un grupou dejando = 

enlace 9 o la adición de un grupo a 
enlace a 

Sa= lsomerasasa Catalizan reacciones que supo~ 
nen isomerizaci6na 

6a- Ligasas o sintetasasa Catalizan reacciones 
que consisten en la unión de dos mol~culas¡ 
acopladas con la rotura de un enlace piro== 
fosfato de ATP o de un trifosfato similaro 

El 2° 9 3° y 4° numeras, represent.an la sub=~ 
clase, sub=subclase y n'tlmero de serie en la sub= 
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subclase respectivamentec 

En donde no se ha creado una categoría espe 
cífica para una enzima dada, las enzimas se alis 
tan con una cifra final de 99, a fin de dejar -= 
espacio para nuevas subdivisioneso 

UNIDADES ENZIMA']ICASo~ Puesto que en lama 
yor:ía de los casos no es posible determinar la :: 
cantidad de una enzima en t~rminos absolutos 5 es 
decir~ en miligramos o molesu la concentración -
deberá expresarse en Unidades de enzima y la ~ = 

lo u uBo K por medio de su Comisión ha propuesto lo 
siguiente: 

Una Unidad Internacional (Uoio) de enzima 
es la cantidad de ésta que en un minuto transfor 
ma una micromol de substrato bajo condiciones ~= 
estandardo 

La unidad definida es un valor absoluto, lo 
que permite comparar la actividad de diferentes 
enzimas~ pero ocasionalmente no presenta el in-= 
conveniente de que algunas enzimas tienen activi 
dad extremadamente alta o baja y para facilitar­
el manejo de unidades~ se permite expresarlas ~~ 
como miliunidades (mU), kilounidades (KU)F etco 

Para expresar la concentración de enzimas ~ 
existen las siguientes definiciones: 

CONCENTRACION DE UNA ENZI 
MA EN SOLUCIONo 

ACTIVIDAD ESPECIFICA~ 

ACTIVIDAD MOLECULAR~ 

Se expresa como U/role 

Se expresa como uni= 
dades de enzimas/mg 
de proteínao · 

Se define como unida 
des/micromol de enzi 
ma a concentración = 
óptima de substrato 5 

o sea 8 nümero de mo­
lécula·s de substrato 
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transformados por minuto por molécula de enzimao 

COENZIMAS DE LAS OXIDO - REDUCTASAS 

Las enzimas que transportan hidrógeno duran 
te la fermentaciÓn¡ la glicolisis y en diferen-= 
tes reaccionesu tienen dinucle6tidos como grupo 
activou en ellos la base en un derivado piridí-­
nico llamado "amida del ácido nicotínico"a Los 
nucleótidos son por tanto 1 nucle6tidos de piridi 
na y al unirse a dos o tres radicales fosfóricos, 
se les ha denominado: Difosfo-Piridín-Nucleóti­
dos (DPN+) y Trifosfo-Piridín-Nucleótidos (TPN+)e 
Recientemente la IaUeBa¡ ha propuesto para el-­
DPN el nombre de Nicotinamin·- Adenin- Dinucle6ti 
do, abreviadamente NAD+ y para el TPN el de Nico 
tinamin-Adenin-Dinucle6tido Fosfato:, con abrevia 
tura NADP+ 9/ -

En las coenzimas el anillo piridínico esta 
unido a la ribosa en forma de N-glicósidoa Este 
enlace sólo es posible con el catión de piridi-­
nio que lleva hidrógeno en el átomo de nitrógenoo 
Mediante el áca pirofosfórico el ribósido se une 
a la adenosina formando el difosfo-piridín-nu- ·­
cleótido o NAD+a 

La función de estas coenzimas estriba en su 
capacidad para fijar el hidrógeno en forma rever 
sible; con ello el anillo piridínico se reduce = 
quedando sólo con dos dobles enlaces, mientras -
que el nitrógeno pierde su carga positivaa 
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Esta alteración modifica de una manera ca-­
racterística la absorción de la luz y el sistema 
reducido presenta una amplia zona de máxima ab-­
sorción a 340 nro. , mientras que el sistema oxida 
do no absorbe en esta zona. Si en una reacción­
se forma NADH, la absorción se despaza paulati-­
namente a 340 nm. Como el aumento de la absor-·;__ 
ción lumínica puede medirse sin problemas.,existe 
la posibilidad de seguir ópticamente la transfor 
mación NAD+ ·, NADH. El aumento de la ::::: 
absorción por unidad de tiempo constituye una me 
dida directa de la velocidad de readción; si la 
concentración de substrato es elevada (satura- -
ción de la enzima) , en este caso la absorción es 
proporcional a la concentración de enzima. 

Al estudiar a fondo el mecanismo de fija--­
ción de hidrógeno al anillo, se han hecho dos ob 
servaciones muy notables: En primer lugar; el = 
hidrógeno unido al anillo, se transfiere con·su 
par de electrones, es decir, como ion hidruro; -
al mismo tiempo el NAD+ reacciona en forma mesó­
mera que lleva la carga en posi.ción cuatro. Un 
ejemplo característico lo tenemos en una reac- -
ción catalizada por la alcohol deshidrogenasa: 



Ho¡ .. 0fHJ 
11 + H1-H 

·z: ;=:::::~ 
rH3 lHJ 

+ (+) 0-H 

: b: { -) 
~O-H 

~ .. 
-t: H{+) 

En segundo lugar se demostró utilizando deuterio que la reac­
ción es estereo específica. 10/, 11/ 

ro 
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MATERIAL Y METODOS 

El material humano estuvo representado por 
un grupo de 56 personas aparentemente normales; 
19 del sexo masculino y 37 del sexo femenino¡ -­
con edad promedio de 29 añoso Se les indicó ayu 
no de 8 horas y se obtuvieron las muestras de ~= 
sangre por punción venosa¡ el suero fue separado 
por centrifugación y se procedió inmediatamente 
a la determinación de las cuatro enzimas_: DHL q 

DHHB, TGP y TGOo Los sueros hemolizados se des­
cartarono 

Se estudiaron además 67 sueros patológicos 
obtenidos en pacientes del Hospital General del 
CoMoNo del IoMoSoSo y se agruparon en la forma = 
siguiente: 

17 casos de Hepatitisu 13 de Cirrosis Hepá­
tica, 15 de Infarto de Miocardio y 22 de diver-­
sas patologíaso 

METODOS: Los métodos seleccionados para el 
estudio de las 4 enzimas se basa en la medida de 
la velocidad con que desaparece el NADH a 340 =­
nme Las lecturas cada 60 seg para los 4 méto=­
dos se realizaron en un Espectrofot6metro Gil- = 
ford Digital modelo 300-N provisto de sistema de 
succión y block de calentamiento con temperatu-~ 
ras regulables a 30, 32 y 37°Co En nuestro estu 
dio todas las lecturas se efectuaron a 32°C en = 
celdilla con recorrido óptico de 1 croo 

DESHIDROGENASA LACTICA (DHL) 

Esta enzima se determinó por la tecnica de 
Wroblewski 12/; Elliott y Wilkinson 13/¡ cuyo -= 
fundamento es el siguiente: -· -· 

La deshidrogenasa láctica cataliza la reduc 
ción de piruvato a lactato en presencia de NADH-
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de acuerdo con la siguiente reacción: 

COOH 
DHL COOH 

1 NADHH~ ( 1 
C=O + ) CH-OH + NAD+ 
1 

c:k3 CH3 1 1 
Aco pirúvico áco L-láctico 

REACTIVOS: 

SUBSTRATO AMORTIGUADOR: Se prepara a par-­
tir de una solución l/15M de Na 2HP04 y una solu­
ción 1/15M de KH2P04 mezclando 85o2 ml de la so­
lución de la sal sódica con 14o8 ml de la solu-~ 
ción de la sal potásicao Se ajusta el pH a 7o5o 

La solución de trabajo se obtiene agregando 
piruvato a la solución amortiguadora para obte-­
ner una concentración de 6.5 x 104 mo 

Se empleó el producto liofilizado proporcio 
nado por la casa Merck¡ el cual se reconstituyó= 
con 3 ml del substrato-piruvato obteni!3ndose 
cantidad suficiente para 3 pruebaso 

TECNICA: 

lo~ Se regula la temperatura del block a -
32°Co 

2o- En tubo de 10 x 75 se miden Oo75 ml 
de substrato y se agregan Oo025 ml de la muestrao 

3o~ Mezclar bien y pasar a la celdilla me­
diante el aditamiento de succiono 

4o- Despues de un minuto leer cada minuto 
y por 5 veces a 340 nmo 
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CALCULOS: 

El decremento promedio por min se. multipli­
ca por el factor 5¡000 obtenido mediante la f6r­
mula siguiente 6 y el resultado se obtiene en - -
mU/mlo 

mU/ml = 

A E = Absorci6n 

fA E 
~X d 

X 106 X l 
t 

X 
VT 
VM. 

f = Coeficiente de extinción (6o22 x 103) 

d =Distancia del paso de luz (1 cm}o 

106 = Factor para convertir Moles/litro o mili­
moles/rol a mU/mlo 

t = Tiemp·o (1 min} ~ 

VT = Volumen totalo 

VM = Volumen de_ muestrao 

1 mU/ml = ~E 6 1 Oo775 
6o22 X 103 X 1 X 

10 
X t X 0o025 

1 mU/ml = 

FORMULA: 

Concentraci6n de enzima = A E/min x 5u000 
= mU/ml de sueroo 

Si al empezar la mediciónR las diferencias 
de extinci6n (A E/min)o son mayores de OolS a~ 
340 nmR se repetirá la determinación empleando = 
suero diluido a 1 + 4 con solución salina fisio­
lógicau y se multiplicará por 5 el resultadoo 
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DESHIDROGENAZA ALFA=HIDROXIBUTIRICA (DHHB) 

Se utiliza la t~cnica de Wroblewski y La 
Due 12/~ que se basa en la reducción del alfa=ce 
tobutirato a alfa=hidroxibutirato con NADHH+u se 
gtln la ecuaci6n siguiente: 

CH3 CH 3 
~ f 
CH2 + NADHH+ DHHB CH2 + NAD + 

f= 1 ~ 
C==O H==C~-OH 

1 ; 
COOH COOH 

Aco alfa-cetobutíricc áco alfa-hidroxibutfrico 

En la prueba se deja actuar el suero proble 
roa sobre el alfa=cetobutirato y el NADHH+q mi-= 
diendo el decremento de extinción a 340 nmu y =­
temperatura constanteo 

REACTIVOS: 

Se emplea la misma solución reguladora de -
fosfatos preparado en el método anterior, con la 
adición de alfa-cetobutirato a concentración de 
3o2 X 10-3 mo 

NADHH+o La coenzima debe tener una concen= 
tración de 2o3 x·lo-4 m en la pruebao Se usa=­
ron frascos comerciales proporcionados por la ca 
sa Merck de NADHH+ liofilizadoso Se reconstitu= 
yen con 3 ml del buffer de substratoo 

TECNICA: 

lo- Se regula la temperatura del block a -
32°Co 
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2a- En un tubo de 10 x 75 se miden Oa75 rol 
de substrato y se agrega Oa025 ml de la muestraa 

3a- Mezclar bien y pasar a la celdilla me­
diante el aditamento de succi6na 

4a- Después de un min leer cada min por 
5 veces a 340 nmo 

CALCULOS: 

El decremento promedio por min se multipli 
ca por el factor 5~000 8 calculado ~n el m~todo ~ 
anterior y el resultado se obtiene en mU/mla 

FORMULA~ 

Concentraci6n de enzima= ~E/min x 5 9 000 = 
= mU/mlo 

Si las diferencias de extinci6n de AE/min 
al principio de la medici6n son ~ayores de Oal5 
a 340 nmli' se repetir~ la determinaci6n empleando 
suero dilufdo 1 + 4 con soluci6n salina fisiolo­
gica~ y se multiplica por 5 el resultadoa 

TRANSAMINASA CLUTAMICO PIRUVICA (TGP) 

Determinación con deshidrogenasa l~ctica co 
mo enzima indicadora 

Este m~todo fue descrito primeramente por -
Henley et al 14/ 8 y la siguiente descripción es= 
tá basada en el m~todo de Wroblewski y La Due ~-
12/a 

PRINCIPIO~ 

La TGP cataliza la reacci6n~ 
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CH3 lOOH CH3 COOl-i 

~ 1 1 
HC==NH + (CH2)2 TGP HC""'Ü (CH2)2 

f 2 L { ) 1 ~ 
COOH COOH c ... o 

1 1 
COOH COOH 

L=alanina áca cetoglutgrico ~k o pirílvico 
lico L=glu~ 

tá:mico 

La actividad de la transaminasa en medida -
el incremento de piruvato con el tiempoa El pi­
ruvato es determinado por la reacci6n catalizada 
por DHLo 

CH3 CH3 

J ~ 
HC¡::Q + NADHH+ DHL 

~ 
HC=OH + NAD+ 

1 
( 

COOH COOH 

Aco pirüvico &ca L-l~ctico 

La velocidad de oxidaci6n del NADHH+ es pro 
porcional al incremento del piruvato con el tiero 
poa El decremento de densidad óptica a 340 nm­
debido a la oxidación del NADHH+ es medidao 

PREPARACION~ 

Para la determinación de TGP y tambi~n de ~ 
TGO se emplearon reactivos proporcionados por la 
casa Mercko 

I Amortiguador-substrato: Fosfato monopot~~= 
sicou DL=alaninau fosfato dipot~sico (di~=-



suelto en agua)o 

II Coenzima: NADHH+c 

III Soluci~~ de cetoglutarato 

IV Deshidrogenasa lácticao 

SOLUCIONES~ 
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I Amortiguador=enzima: Amortiguador de fosfa= 
to a bH 7a4 1 Oa1 mo 

DL - alanina~ Oo08 mo 
DHL 9 10 mg/litroo 

Mezclar la DHL con la solución amortigua= -
dor-substratoo 

II Coenzima: NADHH+; OaOl mo 

Disolver el contenido liofilizado de NADHH+ 
en 1 ml de agua bidestiladao (se conserva a ~= 
4@Co cuatro semanas) 

III Cetoglutarato~ Cetoglutarato de sodio 9 
OaS mo 

L~ solución de cetoglutarato se conserva a 
4°C durante un añoo 

PREPARACION~ 

Se calienta la solución amortiguador~enzima 
(1} a 25 9 Co 

TECNICA: 

Se regula la temperatura del block a 32°Co 

Se llevan con pipeta a un tubo de ensayo~ 

Soluci6n de amortiguador=enzimaoooooco1o5 rol 
SuerCcooooooorooooooccooocooooocooocooOo25 ml 
Solución de coenzimaoooooooooc0COOOOCOOo025 rol 
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MezclerR dejar en reposo a 25°C 5 mino 

Soluci6n de cetoglutaratooaooooooooooa0o025 rol 

Mezclar bien~' verter inmediatamente a la -­
celdilla mediante el aditamiento de succión1 me­
dir al cabo de un minuto la extinci6no Medir du 
rante 5 minutos con intervalo de un minutoa 

CALCULOSg 

El decremento promedio por minuto de la ex­
tinción ( 1?, E/min) ~ multiplicado por el factor 
1 0 160 obtenido mediante la fé5rmula siguiente 5 y 
el resultado se obtiene en mU/mlo 

mU/ml = 6 ~2~ ~Elo3xl X 10 6 x ~- x ~:~5 = 1 0 160xAE 

FORMULA: 

Concentraci6n de enzima = ~ E/min x lql60 = 
mU/mlo 

Si las diferencias de extinción ~ E/min al 
comenzar la medición son a 340 nm mayores de ·oalt 
se repite la determinacié5n con uha diluci6n del 
suero con solución salina fisiológica (1 + 4) y 
el resultado se multiplica por So 



TRANSAMINASA GLUTAMICO OXALACETICA (TGO) 

Determinaci6n con deshidrogenasa málica {DHM) como enzima in­
dicador~ 

PRINCIPIOg 

La TGO cataliza la reacci6n: 

COOH COOH COOH COOH 

1 (C~2) 2 ' 1 
HC-NH 2 + TGO 

~ 
C=O + (CH2)2 

f 1 1 r 
CH2 C=O CH 2 HC-NH 2 
1 1 1 t 

COOH COOH COOH COOH 

Acn L=aspártico áca alfa-cetoglutárico áco oxalacético áca L-glutám. 

1--" 
..._¡ 
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La actividad de la transaminasa es medida ,.. 
por el incremento de oxalacetato con el tiempou 
tal como la reacción que procede de izquierda a 
derechaa El oxalacetato es determinado con la = 
reacci6n indicadora catalizada por la DHMa 

COOH COOH 

' f 
C=O + NADHH+ DHM HC-OH + NAO+ 

1 ( 1 
CH2 CH2 

' 8 
COOH COOH 

ACa oxalac~tico áca mtilico 

La oxidaci~n del NADHH+¡ que es proporcio-­
nal a la cantidad de oxalacetato formado 9 es me­
dido por el decremento en la densidad óptica a -
340 nm (15) · 

SOLUCIONES DE REACTIVOS EMPLEADOS 

I) Amortiguador-enzima: Amortiguador de fosfa 
to a pH 7a4 8 Oal ma 

L-aspartato, Oa25 m. (Merck) 

DHM 8 10 mg/litro (Merk) 

DHL 8 lO mg/litro (Merk) 

Verter el contenido de enzima en la solu- -
ci6n de substrato-amortiguadora (se conserva a 
4°C <d~rante 4 semanas)~ 

II) Coenzima: . + 
NADHH P 0.01 ma 

Disolver el contenido del frasco contenien-
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do la coenzima liofilizada en 1 rol de agua bi-­
destiladaa (Se conserva a 49 C cuatro seroanas)o 

III) Cetoglutarato: Cetoglutarato de sodio OaS 
ffio 

La solución de cetoglutarato se conserva a 
4°C. durante un añoo 

PREPARACION: 

Se regula la temperatura de block a 32°Co 

se llevan con pipeta a un tubo de ensayo: 

Solución de amortiguador=enzimaoooooooolo5 mlo 
Suero o o o o o o a o a o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o a o o O o 2 5 ml o 

Solución de coenzimaoooooooaooooooooooo0a025 mlo 

Mezclar¡ dejar en reposo a 25°C durante --
5 mino 

Solución de cetoglutaratooooooooooooooo0c025 rola 

Me~clar bien¡ verter inmediatamente a la -­
celdilla mediante el aditamiento de succión; me~ 
dir al cabo de un min la extincióno Medir du-­
rante 5 min con intervalo de un minutoo 

CALCULO; 

El decremento promedio por min de la extin 
ci6n (.AE/roiru o multiplicado por el factor 1 r,160 
obtenido en el ro~todo anterior 0 y el resultado -
se exprese en roU/ml de sueroo 

FORMULA~ 

Concentración de enzima =A E/min x lgl60 
= mU/ml0 

Si las diferencias de extinci6n ~ E/min al 
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comenzar la medición son a 340 nm mayores de -­
Oo11 se repite la determinación con una dilución 
del suero con solución salina fisiológica (1 + 4) 
multiplicándose por 5 el resultadoa 



C U A D R O I 

PACIENTES NORMALES 

IENZIMA No. DE MEDIA DESV~ ST. MEDIA DESV. ST. MEDIA DESV. ST. 
CASOS (32° C) (32°C) (30° C) (30°C) (25° C) (25°C) 

DHL 37 167.0 + 16.08 144.2 + 38.8 132.9 + 37.7 - - -
DHHB 46 121.6 + 35o7 103o3 + 30o4 96.2 + 28.1 - - -
TGP 55 l3o0 + 8o4 9.5 + 6.1 8o3 + 5o3 - - -

1 TGQ 56 18o3 :!: 7o6.- --:;1 • :!: ' ~o9 ~:!: So3 

' • a:;; • • ' 4111 - ool ~...... ~ ~ 

NOTA: Los resultados están expresados en mU/mlo 

1\J 
f-'1 
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C U A D R O II 

PACIENTES CON HEPATITIS 

TEJ.'1PERATURA 32 °C 

DHL (mU/ml) DHHB (mU/ml) TGP (mU/ml) 

--- 125 ---
--- 1550 ---
320 250 ---
315 190 155 

400 240 43 

195 110 79 

299 160 118 

188 110 39 

326 180 81 

261 142 --
133 60 58 

290 150 158 

271 160 232 

200 110 88 

234 240 95 

310 140 348 

--- --- 1763 

267.3 244.8 250.5 

70.5 352 462 

8.2 2.4 . 3. 9 

0.01 0.01 0.01 
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TGO (mUjml) 

74 

151 

86 

104 

23 

169 

237 

93 

56 

223 

162 

274 

78 

91 

50 

534 

1578 

234.3 

366.6 

4.5 

0.01 
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C U A D R O III 

PACIENTES CON CIRROSIS HEPATICA 

TEMPERATURA 32 ° C 

DHL {mU/ml) DHHB (mU/ml) TGP (mU/inl) 

--- 225 39 

308 183 23 

280 210 --
271 135 23 

486 235 49 

327 160 --
218 98 25 

625 357 53 

261 142 --
2.00 110 88 

275 150 220 

415 200 35 

875 lOS 10 

378.4 •177.7 56.5 

198 70.5 61.4 

6.6 3.9 5.2 

0.01 0.01 0.01 
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TGO (n\U/ml) 

50 

93 

--
93 

357 

135 

98 

202 

223 

91 

290 

186 

19 

153 

100.8 

10.1 

0.01 
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C U A D R O IV 

PACIENTES CON INFARTO DE MIOCARDIO 

TEMPERATURA 32°C 

DHL (mU/ml) DHHB (mU/ml) TGP {mU/ml) 

564 270 29 

1270 850 42 

406 265 13 

405 229 17 

1930 1420 104 

450 250 23 

464 315 12 

2580 1450 79 

2300 1450 58 

1470 1050 46 

1200 870 58 

975 675 .17 

575 --- --
1200 800 58 

870 550 3.5 

1110.6 746 42.2 

703.3 461 .• 4 - 27 •. ~ 

8.3 9.3 6.9 

0.01 0.01 0.01 

24 

TGO (mU/ml) 

29 

172 

19 

25 

3U 

151 

~6 

209 

~~3 

232 

255 

35 

56 

220 

u 

132.3 

108.3 

B.O 

0.01 



C U A D R O V 

PACIENTES CON DIVERSAS PATOLOGIAS 

TEMPERATURA 32°C. 

DHL DHHB P A T O L O G I A (mU/ml} (mU/ml} 

:ardiopatia Mixta Ate~iosclerosa 900 560 

~ardiopatia Reumática 470 234 

boledocolitiaMis 255 130 

i"'olecistitis Aguda 322 132 

~olecistitis Aguda ' 
585 260 

polecistitis y Panoreatitis --- 175 

:olecistitis y Panoreatitis 500 240 

:olecistitis y Panoreatitis 235 .140 

"'olitiasis Infrahepática 220 l.29 

~olitiasis Infraheplitica 310 171 

~idrocolicistitis --- 450 

~igado Metastásico 275 600 

ctericia Obstructiva --- 228 

nfarto Pulmonar 1000 123 

nsuficiencia Renal Aguda 1280 858 

~nsuficienci·a Renal Aguda 850 550 

~nsúficiencia Renai Cr6nica 680 290 

¡ueucemia ~ranuloc!tíca Cr6nica 708 374 

Leucemia Granulocitica Cr6nica 90.5 460 

~.¡eucemia J:Heloi.de 440 245 

Post Colecistitis 4.2.2. 160 

precoma Hep~tico . . . 5.2.0 . 230 . . . 

~angrado del Tubo Digestivo. Alto .319 . 18.5. . . . 

25 

TGP TGO 
.(mU/ml} (mU/ml} 

2.04 42 

203 112 

---
34 87 

1.79 371 

223 153 

90 93 

42 81 

58 7.0 

Bl. 1.65 

77 255 

70 1.3.9 

-- 87 

128 371. 

15 26 

D 10 

l. O 24 

n 22 

2.8 34 

2.67 216 

U l. 592. 

.22.5 . . ... .62.6 . 

.58 . .9.3 . 



C U A O R O VI 

CASOS DE INFARTO DE MIOCARDIO 

D H L D H H B T G O 

ro. TEC.U.V. TEC.COL. TEC.U.V. TEC.COL. TEC.U.V. TEC.COL. 
(32°C) (32°C) (32°C) 

1 564 660 270 361 29 41 

2 1270 1800 850 1340 172 132 

3 406 600 265 114 18.6 28 

·4 405 1010 229 --- 1.4. 8 30 

.5 1930 2300 1420 1255 371.2 170 

6 450 515 250 268 151 25 

·7 464 660 315 400 16.2 D 

.8 2580 21SO 1450 1650 209 170 

·9 2300 3200 1450 1805 112.5 76 

_10 1470 2000 1050 1460 232 76 

11 1200 1110 870 455 255 340 

12 975 1450 675 635 35 --
:13 575 1225 --- 850 56 70 

H 1200 1060 800 1173 220.4 150 

·15 870 1060 550 651 8L2 100 

NOTA: Para la t~cnica espectrofotom~trica, los datos están ex-­
presados en mU/ml. 

Para la t~cnica colorimétrica, las unidades se expresan -
de acuerdo a las notas bipliogr&ficas (181, (19) y (20). 
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R E S U L T A D O S 

Los resultados obtenidos en el grupo normal 
se exponen en el cuadro I y se han calculado a 3 
temperaturasa Artn cuando la IaUoBo recomienda -
que para el estudio cin~tico de enzimas en suero 
se trabaje a 30°C~ algunos autores son partida-­
rios de efectuar las pruebas a 25°Cu como se - -
acordó en la primera publicación de la IoUaBa; -
pero se ha hecho notar la dificultad que ello re 
presenta en algunos laboratoriosr ya que frecueñ 
temente la temperatura ambiente sobrepasa los -= 
25°Ca (16) o 

Existen tablas con factores de conversión -
para transformar los resultados obtenidos a una 
temperatura dada en cualquier otrao En nuestro 
casov las reacciones se desarrollaron a 32°C y 
los resultados a 30 y 25°C se calcularon con los 
siguientes factores de conversi6na (l7)a 

TEMPa DE MEDICION 32°C FACTOR FACTOR 

ENZIMA 30°C 25°C 

DHL Üo86 Oa80 

DHHB Üa85 Üa79 

TGP Üo73 0.64 

TGO Üo77 0~69 

El análisis estadístico se efectuó de acuer 
do con las fórmulas para media y desviación· es-= 
tándard que se expresan a continuación: 

X = X 
n 

X ~ Cada una de las determinacioneso 
~=Desviación estándarda 
X = Media 
n = Nrtmero de determinacionesa 



28 

Los datos correspondientes a los grupos pa­
tol6gicos representados por 17 casos de hepati-­
tis~ 15 de infarto y 13 con diagn5stico de cirro 
sisu se presentan en los cuadros II-IV y se ano= 
talo sigo; La DHL aumenta en forma significati­
va en 10 de 17 casos de hepatitis 5 o sea, en un 
66a6% de ellos y se observan datos semejantes en 
los pacientes con cirrosis, pero alcanzando ci-­
fras mayores en ~stos como en el Noo 13 con 875 
mU/mla En los enfermos con infarto demiocardiou 
todas las cifras sobrepasan las 400 mU/ml y no = 

existe superposición con las cifras normales 5 lo 
cual indica una mayor especificidad en este pade 
cimientoa Los datos se resumen en la gr~fica Io-

En lo que se refiere a la DHHB 0 tanto en =­
los casos de hepatitisv como de cirrosis, un 73% 
y 46% respectivamente, de los valores, se super­
ponen con las normalesu lo cual aparentemente -­
significa menor utilidad diagnóstica para ~stoso 
En el infarto la actividad mínima fue de 229 --­
mU/m10 que sobrepasa el límite superior normal -
estimado en 157 mU/ml y en 9 de las 15 determi-­
naciones9 los niveles de la enzima son mayores -
de 400 mU/ml, con cifras m~ximas de 1450 mU/ml -
para los casos más severosa Ver gr~fica IIo 

De las transferasas es notable la elevaci6n 
de TGP en los problemas de hepatitis y en todos 
ellos las cifras rebasan los limites normalesa 
En los enfermos con cirrosis, la elevaci6n de -­
esta enzima no es constante y sólo en un caso -­
llegó a 220 mU/ml, el incremento es poco signi-­
ficativo en los restanteso En el infarto de mio 
cardio 0 la actividad de TGP no se eleva en rela= 
ci6n a otras enzimas miocárdiGcas y aün con valo 
res elevados de DHL y TGO, el incremento es mode 
rado como se aprecia en la gráfica IIIo 

Finalmente la TGO aparece aumentada y guar­
dando relación con la TGP en la hepatitis, pero 
generalmente con niveles inferiores. En la ci-­
rrosis hepática es invariablemente más alta que 
la TGPo En el infartou la TGO se eleva conside­
rablemente y en apariencia tiene una sensibili--
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dad semejante a la DHL y DHHB en este tipo de p~ 
decimientoo Los datos agrupados se exponen en = 
la grafica IV., 

En la tabla V se presentan los resultados ~ 
obtenidos en 23 pacientes con diversas patolo-~= 
gfas y s6lo es notable el resultado de DHL en el 
infarto pulmonar y Leucemia granulocitica cr6ni= 
Ca o 

En el cuadro VI encontramos expresados los 
datos comparativos de DHLg DHHB y TGO con t~cni= 
cas coloriméitricas (18)¡ (19)/l (20)r cuyas norma 
les coloriméitricas son~ DHL = de 200 a 600 (Da= 
Kabaud y Wroblewski); DHHB ~de 120 a 260 (Do~­
Rosalki) TGO = de 8 a 40 (Ua de Reitman y Fran=­
ckel)o 

En nuestro trabajo se ha preferido informar 
los resultados en unidades o miliunidades inter­
nacionales preferentemente a las convencionales 8 

ya que éstas no permiten comparaciones entre sí, 
a menos que se transformen a un mismo tipo de ~~ 
ellas por medio de factoresa 

La introducción de unidades est~ndard en me 
dici6n de enzimas es ütilu pero no una solución­
definitiva y basta pensar que las Uoio no permi­
ten comparaci6n cuando se han usado diferentes = 

buffersf pHf fuerzas i6riicas o tiempos de incuba 
ci6n o teroperaturaso Es de esperar que en el == 
futuro al establecer nuevos m~todos para en~imasf 
se haga bajo las condiciones 6ptimas de cada --­
reacci6n y se exprese la actividad en Uale supri 
miendo definitivamente las unidades propuestas = 
por cada autoro 
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C O M E N T A R I O S 

Para el estudio de enzimas con aplicaci6n = 
clfnica, se dispone de diversos sistemas anal!ti 
cOS¡ entre ellos los más importantes son la colo 
rimetrfa y la espectrofotometrfa o m~todos UaVa~ 
En nuestro trabajo se ha elegido el segundo gru­
POu considerando que por sus caracterfsticas y -
fundamentos 0 las t~cnicas UaVa ofrecen mayor -=­
exactitud¡ menor consumo de tiempo y solo requie 
re pequeñas cantidades de muestra¡ siendo fácil~ 
adaptarlas a microm~todosa Estos procedimientos 
exigen 0 por otra parte un riguroso control de -= 
reactiVOS¡ particularmente substrato y coenzimao 

Los instrumentos para valorar correctamente 
la actividad en~imática en los m~todos cinéticos¡ 
deberán poseer un alto grado de precisi6n en los 
diferentes componentes del sistema espectrofoto~ 
m€tricoa La fuente luminosa deberá suministrar 
suficiente luz a 340 nm para favorecer una medi= 
ci6n adecuadaa Las oscilaciones se conservarán 
en niveles mfnimos (menores de Oa001 !) durante 
el tiempo de registroa 

El monocromador proporcionar~ tlnicamente ~= 
luz con longitud de onda de ámbito muy estrecho, 
ya que si no es suficientemente monocrom~tica 0 = 
la absorbancia del NAD reducidoG ser~ a 340 nm -
menor que la indicada por la Ley de Beeru que 
solo es cierta cuando la luz es perfectamente 
monocrom~ticao · 

Estas exigencias por parte del equipor se -
han resuelto ventajosamente con el espectrofot6= 
metro Gilfordu modelo 300 N8 cuyo costo es rela= 
tivamente bajo 8 considerando su versatilidad¡ ya 
que puede usarse para los más diversos fines en 
el laboratorioa 

En las determinaciones de actividad enzimá­
tica8 la temperatura de la mezcla de reacci6nG -
deberá ser cuidadosamente controlada en virtud = 
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de que diferencias de un grado centígrado, alte­
ran la velocidad de reacci6n en un 7% aproximaBa 
menteo Para eliminar este problema 0 el equipo ~ 
descrito dispone de una termocubeta, en la cual 
la muestra es r~pidamente equilibrada a la tempe 
ratura de trabajoa ~ 

Es recomendable el espectrofot6metro Gil=-­
ford de absorbancia directag por ofrecer absolu= 
ta resolución y precisi6n en el orden de OaOOl a 
Oa002 ~ en todo el &mbito de absorbancia entre = 
O a 2 A;ello hace posible detectar pequeños caro= 
bies de absorbancia muy frecuentes en las deter= 
minaciones espectrofotométricas de sueros norma­
lesa 

Amador y su grupo {8)R han hecho objeciones 
definitivas a las t~cnicas colorim~tricas, que ~ 
emplean como reactivo de color la 2=4 dinitro =~ 
fenilhidrazina y hace notar que m~todos como los 
de Reitman y Frankel {20), no resultan seguros~ 
para detectar aumentos de actividad en la TGP y 
TGO, atin en casos con diagnósticos de infarto == 
clfnicamente demostrable y la correlación con =­
los m@todos espectrofotom~tricos resulta pobreo 
El motivo de estas discrepancias se atribuye a = 
la inespecificidad de la 2-4 dinitro fenilhidra­
zina que reacciona con el substrato 8 con los pro 
duetos de la reacción y con los ceto~cidos de la 
sangrea La curva de calibración en estas técni­
cas relaciona un trazo preparado con la dinitro 
fenilhidrazona del ~Co pirüvico y la actividad -
de las transaminasas1 con ello se viola una re-= 
gla fundamental de la qufmica analftica, o sea, 
que el estandard debe tener la misma composici6n 
que la substancia estudiadaa La absorbancia del 
blanco de reactivos en los M~todos con dinitro -
fenilhidrezina es mucho mayor que las de los pro 
duetos coloreados y en consecuencia¡ pequeñas -= 
variaciones en el blancou producen errores consi 
derables en la medición de la actividad enzim~ti 
caQ 

Este hecho se hace evidente el estudiar las 
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enzimas DBLu DHHB y TGO en 15 sueros y comparan= 
do los métodos UoVo y colorim~tricos 8 cuyos re-~ 
sultados se exponen en el cuadro VIo Es notoria 
la mayor sensibilidad de las mediciones por DoVo, 
por ejemplo: en el suero l¡ un paciente con ==­
diagnóstico de infarto¡ presenta una elevaci6n -
de 300% en DHL por el ro~todo espectrofotom~tricoq 
mientras que por la t~cnica coloriro~tricaf el in 
cremento es de sólo 10% 6 y si consideramos una = 
normal de 600 unidades para este procedimiento¡ 
el valor diagnóstico se limita considerablemen=­
teo Observaciones semejantes se pueden hacer en 
los casos 3g 6 y 7o La misma situación se repi~ 
te con la TGO en los sueros 6 y lOo 

Las enzimas oxidantes como las estudiadas -
por nosotros 6 en las que el segundo compuesto -­
reaccionante (aceptar de hidr6geno) 6 sufre cam== 
bios de absorción al ser reducido por el substra 
to y el hecho de que el NAD y NADP tengan bandas 
de absorción a 340 nm en estado oxidado 5 pero = 

no en forma reducida¡ permite que gran nümero de 
deshidrogenasas sean accesibles a esta metodolo~ 
gfa y asf prácticamente todas las enzimas oxidan 
tes pueden cuantearse convenientemente en un es~ 
pectrofotómetroo 

Desafortunadamente !i muchas reacciones que -· 
involucran transferencia. de grupos fosfato o == 
glicosilu no van acompañadas de cambios en las -
bandas de absorciónu pero es posible medirlas -~ 
por otros m~todos~ ya sea con substratos artifi­
ciales que presenten bandas específicas¡ o bienR 
por adición de una segunda enzima 8 que al aco~-= 
plarse con un producto de la reacci6n 9 manifies= 
te los cambios deseadoso 

Debemos hacer notar queu independientemente 
de la metodología seleccionada para valorar enzi 
mas con fines diagn6sticosu en ningtln caso se de 
termina la COnCentraCiÓn de estOS. COmpueStOS v ='·~ 
sino tlnicamente la actividad de ~lloso Esto es 
una consecuencia de la complejidad de la mol~cu­
la enziroática y constituye un factor limitante ~ 
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para la obtención de resultados exactos 9 ya que 
esa actividad está condicionada por los más va=­
riados factoresu o sea: pE, temperaturau concen­
tración del substratou concentración de enzima, 
cantidad óptima de coenzima y fuerza iónicav sin 
olvidar la importancia que tiene el controlar =­
los productos de la reacci6nv que de no ser remo 
vidos, modifican la actividado De manera seme-= 
jante pueden influir la presencia de drogas o de 
iones met~licos inseparables del suero humanoo 

Sorprende que en los m~todos establecidos, 
las ventajas de rapidez substituyen a la exacti­
tud y en conseouenciau los resultados en enzimo­
logfa clfnica 9 son enteramente empfricos; es in= 
dispensable que cada laboratorio establezca sus 
propias normales con una rigurosa evaluación es-
tadf.sticao · 
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COMENTARIOS A LOS RESULTADOS 

Los datos obtenidos en el grupo normal es-­
tán acordes con trabajos publicados previamente 
(21) ¡ (22), sin embargou no siempre es posible -
una comparaci6n estrictau ya que las condiciones 
de trabajo var:ian notoriamente de un laboratorio 
a otro y no siempre son óptimas como lo han de=­
mostrado Henry y su grupo (2l)o 

Las cifras presentadas en la gráfica I de-­
notan la importancia de la determinación de DHL 
en los casos de infarto al miocardio¡ en donde -
se obtienen las máximas elevaciones¡ igual valor 
podemos atribuirle en el infarto pulmonar agudou 
estos resultados son semejantes a los reportados 
previamente por m~todos aspectrofotométricos (23), 
cuya exactitud está apoyada por Massod y su gru­
po (24)o Se ha llegado a considerar que la.DHL 
es superior a la TGO en el diagnóstico de infar­
to de miocardiow snodgrass (25) encontró eleva-­
ción en 28 casos de infarto corroborados por au­
topsia y proclama que si la DHL permanece baja -
cuando hay sospecha de infarto¡ ~ste puede des-= 
cartarse con certe:zao Otros autores no compar-­
ten esta opinión y Hanson y Brorsk (26) sostie-­
nen que la DHL es menos especifica que la TGO en 
el diagnóstico de infartoo 

En la hepatitis y cirrosiS¡ la actividad de 
DHL es inespecffica y no hay correlación con los 
datos encontrados en otras enzimaso 

Los niveles de transaminasa se estudiaron -
en hepatitis agudav encontrándose incrementos de 
actividad en todos los casos y en la mayor:ía de 
ellosv la elevación fue mayor para la TGP, como 
lo ha descrito Wroblewski y colso (27}G 

El diagnóstico enzimático representa a si -
mismo un gran progreso en el estudio de las hepa 
topatfas cr6nicas y sabemos que la actividad en= 
zimática en suero de paciente con cirrosis¡ está 
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menos alteradqq pues la lesi15n celular pierde -¡~ 
portancia frente al predominio de la inflamación 
crónica del mes~nquimao Gracias a las en~imas 
podemos apreciar pequeños trastornos con mayor = 

seguridad que la biopsia~ porque informa sobre -
el hígado en conjuntoo En nuestros enfermos de 
cirrosis~ la relación TGO/TGP siempre es mayor -
de 1 y en 12 de los 13 pacientes estudiados. la 
cifra de TGO fue superior a 50 mU/mlo 

Se ha discutido sobre el grupo de enzimas -
con mayor utilidad en el diagn6stico de infarto. 
pero segün los datos encont~ados en nuestro estu 
dio¡ así como las publicaciones de Elliott y =-= 
Je_pson ( 2 8) f la DHHB parece ser la m~s promete~­
dora y se le ha conferido mayor sensibilidad que 
otras enzimas del miocardio~ aceptando que ci~-­
fras de 140 mU/ml (25°C) son definitivas para un 
diagn6stico de infarto,· esta aseveración ha sido 
objetada o 

La actividad de DHHB en 46 adultos norma--= 
les, encontrados por nosotros es de 121o6 + 15o7 
mU/ml a 32°C y en los 14 pacientes con infarto, 
las cifras sobrepasan las 250 mU/mlo 

1 

Elliott y su grupo (28)¡ al estudiar 122 pa 
cientes con diagn6s~ico de infarto encontraron = 
alteraci6n electrocardiográfica en 60 de ellos y 
elevaci6n de TGO y DHL en 88 y 87 respectivamen­
te; pero todos dieron cifras anormales de DHHB, 
por lo cual los autores consideran que las fal-­
sas negativas no son problema, al emplear esta -
enzimaa Además dicha enzima se caracteriza por 
mantenerse elevada por lo menos 5 días despu~s -
del infarto y no se eleva en el infarto pulmo--­
naro 

En las hepatopatfas, Elliott y Wilkinson -
(29) encontraron elevaci6n significativa de DHHB 
en 30 de 63 pacientes con hepatitis aguda y en 3 
de 45 pacientes con afecci6n hepática crónicaQ 
Nuestra casufstica fue limitada para sacar con-­
clusión definitiva sobre la utilidad de esta en-
?\v-..-'-c., ('u __ G·-J:~( < _1 ~1:::' _1_-- _ \'1.,___0_ ,~c~~~~_u_. :-:,_. ________ _ 
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zima en afecciones hepáticaso 



RESUMEN 

lo.-Se estudió por espectrofotometría la actividad de cuatro 
enzimas: DHL, DHHB,; TGP y TGO en 56 personas normales. Los 
resultados se analizan estadísticamente. 

2.--Bn 67 sueros patológicos, agrupados en casos de Hepatitis 
Infarto, Cirronis Hepática y diversos, se midió la actividad de 
las 4 enzimas descritas. 

3.-Se considera la mayor especificidad de la deshidrogenasa 
alfa-hidroxibutírica en el diagnóstíco de infarto. 

4.-Se discuten los resultados en relación a publicaciones pre­
vias. 

5.-Se estudian comparativamente los métodos U. V. y los calo­
rimétricos, discutiéndose las características y ventajas de ambos. 

6.-Se propone el sistema de análisis espectrofotométrico como 
supenior a las técnicas calorimétricas tradicionales. 
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