UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA

Determinacién de la Accién Proteolitica de- Ia
Pancreatina: Comparacion de dos Métodos

E S I S

T

Q u e p ar a obtener
e 1 t { t u I o d e
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
p r e ] e n t a

MA. DE LOURDES RUIZ DE ESPARZA CALDERON

M~ 132426

MEXICO, D. F,

1973



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



A LA MEMORIA DE
MI MADRE. )

CON CARINO A MI
PADRE Y HERMANOS.

A MAGA.



A MIS MAESTROS

Y COMPANEROS

CON AGRADECIMIENTO AL

Q.F.B. IGNACIO NEGRETE R.

CON ADMIRACION AL

Q.F.B. RAMON ULACIA E.



I

IT

III

v

CONTENTIDDO

INTRODUCCION

GENERALIDADES
Las Enzimas
Propiedades de la Pancreatina
Obtencién de Pancreatina
Caseina
Consideraciones sobre el andlisis estadistico
de los resultados

Mé&todos de valoracibn
PLAN DE TRABAJO
TRABAJO EXPERIMENTAL
RESULTADOS

COMENTARIOS Y OBSERVACIONES
CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

24

30

36

45

48

50



Jurado Asignado Originalmente:

Presidente: Profesor: RAMON ULACIA ESTEVE

Vocal: Profa: ETELVINA MEDRANO DE JAIMES
Secretario: Profesor§ IGNACIO NEGRETE REYNOSO
lex. Suplente: Profesor: MARIO MIRANDA CASTRO

20. Suplente: Profesor: ALFREDO GARZON SERRA

Sitio donde se desarrolld el Tema: ILaboratorios Carnot.

Sustentantes: Ma. DE ILOURDES RUIZ DE ESPARZA CALDERON

Asesor del tema: IGNACIO NEGRETE REYNOSO



A LOS LABORATORIOS CARNOT,
AL SR. PAUL ANTEBI Y
AL SR. QUIM. JORGE GAY M.,
POR HABERME BRINDADO SU VALIOSA
AYUDA PARA LA REALIZACION

DEL PRESENTE TRABAJO



INTRODUCCION

Tanto en el campo de la Farmacia, como en los de la
Medicina y la Biologia, sze encuentran infinidad de substan -
cias quimicas de las cuales es necesario conocer su concentra
cidn =fectiva o su actividad, las enzimas. no escapan a esa

necesidad.

La wvida depende de un trabajo muy complejo de reac-
ciones, muchas de las cuales son llevadas a cabo por enzimas
especificas y cualgquier alteracidn de esas reacciones pueden-

ocasionar trastornos en el organismo.

Por lo gue respecta al organismo humano, las enzimas
puedan ser suministradas, ya sea para ayudar al bnen rfunciona
miento ¥ en otros casos, para sustituir 1z ausencia de las -
mismas. Para ambes casos, es condicidén indispensable, deter-

minar la actividad de las enzimas gue se usaxdn con fineg--~--

Para ese objeto, pueden seguirse dos diferentes cami
nos, mediante la reproduccidén de las constantes fisioldgicas
del organismo o bien se busca un sistema en el cual la enzima

puada tener una actividad méxima, a condicidén de que esa acti

vidad sea constante en las nismas condiciones.

El presente trabajo esta dirigido al estudio de la -

variacitn de la actividad proteolitica 4

[+

la pancreatina, ugzn
do para eilo dos métodos: el primerc considerads como oficial
y el sequndo basado en los mismos principios que el antsrior,

solo cambiando el disefio del mismo.



Ambos métodos se comparan analizando en forma esta
Aistica los datos obvtenidos en cada caso, lo cual reguiere
que los datos num@ricos se presenten en forma organizada, -
una vez clasificados y agrupados convenientemente, presentar

ios en forma adecuada, ya sea numérica o graficamente y por

{iltimo, lograr su interpretacidn.

Sin embargo es posible comparar los dos métodos, -
determinando cudl de ellos tiene menor variacidn y por tanto
mayor reproducibilidad, y por lo tanto cuidl de los dos méto-

dos es el mis recomendable.



I GENERALIDADES

ENZIMAS

Las enzimas son substancias de tipo proteico, que
se encuentran en todos los organismos vivos y gue funcionan
como catalizadores bioldgicos (1), es decir son capaces de-
incrementar la velocidad de reaccidn sin que el proceso se-
altere, teniendo &ste una especificidad muy marcada, con lo
cual en dichos procesos se logran cambios quimicos répidos,

ain a bajas temperaturas (2).

Las enzimas como catalizadores, no participan per
manentemente en el cambio gquimico que ellas promueven; una-

vez que se efectudS el cambio, la enzima se libera intacta.

Por su naturaleza proteica, las enzimas presentan
los atributos de las proteinas: desnaturalizacidn, precipi-
tacidn por sales y disolventes, pueden ser destruidas por la
accién de temperaturas elevadas y son sensibles a los cambios
de pPH.

MECANISMO DE ACCION ENZIMATICA.-—

Las enzimas como todo catalizador, son capaces de
disminuir la energfa de activacidn requerida para la reaccidn,
interviniendo en las moléculas que reaccionan para formar el
complejo activado, el cual es transitorio, llamado enzima-

substrato, en un momento dado dicha reaccifén puede ser rever



sible, y da lugar a productos de reaccidn. La enzima al que

dar libre no se ha alterado y puede recombinarse con més

cantidad de subsﬁrato, el proceso puede repetirse tantas ve
ces como substrato contenga (3). -

E + §3==®ES———aF + Productos

E = Enzima

S = Substrato

ES = Complejo Enzima~Substrato

A diferencia de los catalizadores inorgénicos (4),

las enzimas tienen una gran especificidad, tanto por lo que
como al tipo de -

respecta al suhstrato sobre el cual actua,
reaccién que cataliza {(5), debido a gque tienen en su superfi

cie un sitio activo (2), en el cual puedé acomodarse en el -
substrato especifico tnicamente y por lo tanto, sclo se com-
bina con un tipo particular de substrato.

Algunas enzimas, contienen adem&s de una porcibn -~
proteica llamada apoenzima, un componente orgénico no protel
co de peso molecular pegqueiio llamado cofactor o coenzima, el
-cual es de vital importancia para la activacién de la enzima,
asimismo un nGmero apreciable de enzimas tienen en su composi

cibén un ién metilico llamadas entonces metaloenzimas y otras

contienen tanto la apoenzima como el componente o activador.



Se sintetizan en esta

proenzimas o zimSgenos -

4 <ten en enzimas activas, me

- 4«5 0 menos especificos, de tal

do , Azima activa se ha formado, puede
lna ’

(5) de su propio zimdgeno, desarrollan-

dygdncidn autocatalitica. En general la-

suyos se observan entre las enzimas digesti



FACTORES FISICOS QUE MODIFICAN LA VELOCIDAD DE

LAS REACCIONES ENZIMATICAS

TEMPERATURA:

La velocidad de reacci6én de casi todas las reac-
cionés quimicas sean o no catalizadas, aumenta al aumentar
la temperatura; en las reacciones catalizadas por enzimas-
también siguen esta misma regla, (ver grdfica pag. 7) sin-
embargo como son substancias de tipo proteico deben tomarse

en consideracibén los siguientes factores:

a.—- Una temperatura &ptima donde la velocidad -

enzimdtica sea mayor.

b.- Con temperaturas mayores o menores a la &pti-

ma la velocidad de reaccidn serd mds lenta.

c.= Por lo general una enzima al someterse a tem-
o
peraturas mayores de 40 C, pierde sus caracteristicas, has-
ta llegar a desnaturalizarse.

pH:

La actividad de una enzima eété relacionada con el
pH teniendo &sta una actividad catalitica ﬁayor a un pH de-
terminado: pH Sptimo (ver grdfica pag. 7). Si se aumenta o=
disminuye se afecta su estado idnico y se puede llegar a la
desnaturalizacién de la enzima a pH's extremadamente altos o

bajos.



CONCENTRACION DE LA ENZIMA:

La velocidad inicial de una reaccién catalizada por
una enzima es directamente proporcional a la concentracidn de

la enzima. (ver grdfica siguiente).

velocidad = -~ das = k* E .S

dt
S = Concentracidn de substrato que en este caso se

mantiene constante

E = Enzima
K = Constante de proporcionalidad
?
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CONCENTRACION DE SUBSTRATO

Si se incrementa la concentracidén de substrato y se
mantienen constantes las demds condiciones (concentraci6n de-
enzima, pH y temperatura), se alcanza la velocidad mAxima de
reaccidn de la enzima, siempre y cuando haya enzima libre ca-

£

paz de reaccionar.



Cuando la mitad exactamente de moléculas de enzima
han reaccionado con el substrato, la velocidad es entonces -
la mitad de la velocidad mdxima gue se puede alcanzar a ésta
concentracién de enzima en particular (6), la concentracibn
de substrato a la cual se produce la mitad de la velocidad -
-mékima, se le llama Constante de Michaelis (Km.) Como se =—-

muestra en la siguiente gréfica:

V- - v ===
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En los puntos A y B, menos de la cantidad total de
la enzima, estdi combinada con el substrato. En C esencialmen
te toda la enzima estd combinada con el substrato, y atin au-
mentando la concentracidn de substrato no puede causar incre
mento en la velocidad de reacgidn, puesto que no existe enzi

ma libre disponible para reaccionar.



PROPIEDADES DE LA PANCREATINA

La pancreatina es una substancia que contienen ami-
lasa, proteasas y lipasas, las cuales son enzimas proteoliti-

cas.

las enzimas proteoliticas en el tracto digestivo -
(6), que intervienen en la digestidn, son producidas y secre-
tadas como precursores inactivos, llamados apoenzimas o zimé-
genos (7), encontréndose en proporciones diferentes en el hu-
mano (8,9). Las reacciones se catalizan a temperaturas norma-
les del cuerpo y a pH entre 2'y 9, las enzimas proteoliticas-

se inactivan cuando rebasan estos limites.

La activacidén de las enzimas proteoliticas puede -
1levérse a cabo mediante la enteroquinasa, que es una enzima
intestinal; aungue puede haber una activacidn autocatalitica
-cuando se trata de tripsindgeno y quimitripsindgeno (zimbSge-
nos de la tripsina y quimotripsina respectivamente), en pre -
sencia de una. pequena cantidad de tripsina que se encuentra ya
activada, la cual es capaz de activar al tripsinégeno o al --

quimotripsindgeno (10).

SISTEMA PRECURSOR

Tripsinfgero ——-t-—-=====%- Tripsina
tripsina

Quimotripsi- —=—m--em——m=- Quimotripsina
ndgeno tripsina
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Las enzimas protecliticas se clasifican en dos -
grupos: .

a) .- Las Endopeptidasas =~ Hidrolizan las uniones

peptidicas internas

b) .~ Las Exopeptidasas - Hidrolizan las uniones

peptidicas externas

Se ha encontrado gque las endopeptidasas, actGan-
mejor en(@a unidén peptidica, derivada del grupo amino, de
un écido-a:omético como la L-tirosina y la L-fenil-alanina.
Comc se ve en la tabla la tripsina y 1la Quimotripsina corres

ponden a é&ste grupo.

La quimotripsina rompe el grupo carbonilo de los
dcidds aromdticos. La tripsina.hidroliza preferentemente -
las uniones peptidicas constituidas de lisina ¢ arginina, -
obtenféndose por lo tanto carboxilos libres de estos amino -

dcidos.



FUENTE

Pancreatina

CLASIFICACION Y -PROPIEDADES GENERALES DE LAS ENZIMAS PROTEOLITICAS

ENZIMA TIPO
Tripsina Endopep
tidasa
Quimotxrip Endopep
sina ‘ tidasa

pH
OPTIMO SISTEMA PRECURSOR
7 Tripsi _neutro _ Tripsina
ndgeno tripsina
8 Quimo~ __________ Quimo
tripsi . s tripsina
négenc tripsina

ESPECIFICIDAD

~NH~CH~CO¢#NH~

R

~CO OCZH5

Lisina 6
Arginina

R
- NH~CH-CO—-NH-
~CO0-¢-0C, H

Il

Aromitico

TT
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PRCTEASAS EN PANCREATINA

Las proteasas mas importantes de la pancreatina -
son la tripsina y la quimitripsina, las cuales como se dijo

anteriormente se encuentran en forma de zimbgenos inactivos.

/

" TRIPSINA.

Fué obtenida en forma cristalina por Kanitz y -
Northor (12), teniendo un peso molecular cercano a 24,000 y
un punto isoeléctrico a un pH de 10.5 (13,14). El ataque -
enzimdtico se lleva a cabo sobre proteinas como la casefna-
0 hemoglobina a un pH 6ptimo cercano a 8. La tripsina es -
una endopeptidasa, la cual act@ia sobre las uniones CO-NH de

substratos sintéticos de estructura simple.

La especificidad de la tripsina (15) se dirige a-
la hidr8lisis de las uniones peptidicas, en la cual contri-

buyen los residuos de L-arginina o de L-lisina (16,17).

La tripsina deriva de su precursor inactivo llama
do tripsinSgeno (12), la activacibn puede llevarse a cabo -
mediante la presencia de otra enzima llamada enteroquinasa,
o puede ser autocatalitica, cuando una pequena porcidn de -

tripsina ya activada transforma el tripsinbgeno a tripsina.

4
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Durante el proceso de activacién se_forma una pro-
tefna inerte, la cual se sedimenta lentamente, que puede ser
considerada como un polimero de la enzima monomérica (18). -
La formacidn de la proteina inerte, puede ser inhibida con la
adicién de iones calcio (19,20), los cuales promueven la con-
versifin de tripsinfgeno a tripsina y la estabilidad de la mis.

ma se ve incrementada (21,22).

Ia tripsina puede actuar los €steres y amidas de 1la
lisina o arginina (23, 24, 25) asi como con substratos como -

la caseina y hemoglobina (16).

Durante la hidr6lisis de la caseina por tripsina, -~
los productos solubles en &cido tricloroacético son formados,
como el contenido de tirosina y triptofano, los cuales son --

determinados por la absorcibdn a 280 mn.
QUIMOTRPSINA. -

Otra substancia que contiene la secrecién pancre&ti
ca es la quimotripsina, la cual estd constituida por un gran
nfimero de proteinas enzimiticas: @ua,x,dl quimotripsinas), -
teniendo todas actividad proteolitica, derivando todas ellas-

de un precursor inactivo llamado quimotripsindgeno. (12).

La guimotripsina tiene un peso molecular cercano a

25,000 y un punto isoeléctrico cercano a 9.5. El tripsinfgeno
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estd formado por 25,000 unidades de un grupo alfa-amino li-
bre, el cual contiene un residuo de cisteina, el grupo ami-
no de &éste residuo unido a una cadena peptidica (27), con -

tiene también un residuo tirosina terminal.

La adicibn de cantidades cataliticas de tripsina -
a las soluciones de quimotripsinfgeno, causa la actividad --
del mismo, dando lugar a la fcrmacibn también» de las diferen

tes quimotripsinas (20).

Las proteinas que son capaz de hidrolizar la gqui-
motripsina con la casefina y la hemoglobina (29) y substancias

sintéticas como N~benzil -~ L-fenil alanina.

La casefna es hidrolizada por la gquimotripsina con
la formacidn de productos de hidr6lisis como la tirosina y -

el triptdfano, su contenido de ambos puede medir espectrofo-

tométricamente después de la precipitacidén del substrato re- }

sidual a 280 mn.

e
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OBTENCION DE PANCREATINA -

Existen varios wmétodos para la obtencidn de pan--
creatina, todos basados fundamentalmente en la extraccién de
la enzima a partir del pdncreas con solventes orgdnicos o -

mezclas de estos.

El péncreas-finamente picado (35), se mezcla con-
agua fria, equivalente a la mitad de su peso, se amasa, se agi
ta, se exprime y se filtra. Al filtrado se le agrega un vo-
ltdmen igual de alcohol, efectuada &sta cperacién el precipita
do se recoge y se lleva a sequedad a temperatura de 4ooc,te—

niendo como resultado un poivo de tipo Harinoso.

Existen otros métodos para la extraccidn de pancrea
tina a partir del péncreas picado, con una mezcla de cloroifor-
mo~agua, en donde posteriormente se filtra y se evapora a8 se =~
quedad a presifn reducida (36). TambiSn se puede dejar la glan
dula picada con cuatro veces su peso de alcohol al 25% durante
cuatro dias, permaneciendo en reposo, la extraccidn de ésta -
forma dard como resultado pancreatina rica en enzimas prcoteoli

ticas.

Bauer y Vazakas (37), recomienda que se tenga el --
péncieas picado, primero en acetona, luegc en una mezcla de --
éter-acetona y posteriormente &ter solo, se mezcla y se pulve~-
riza. La pancreatina obtenida contiene la actividad enzimééi*
ca dos o tres veces superior a las muestras ordinarias comercia

les.



[
he)]

‘E. Léﬁin (38), patentd un método basado en el se-
 cado por destilacifn azeotrdpica bajo condiciones de presién
reducida. Sin embargo la obtencidén de enzimas concentradas-
ha sido patentada por N.H., Phillip (39) en Holanda; Wilson y

Co. (40) en E.E.U.U. y Ornoterapia (41) en Milé&n.
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CASEINA

La caseina es la protefna principal de la leche-
de vaca, es una fosfoproteina constituida por cerca de 15

aminodcidos.

La caseina (23), estd constituida por cuatro-frag
ciones (ﬁfs 1’2;@(5%3y§4), la fraccién e{- caseina contie-
ne varias proteinas, algunas de ellas solubles en presencia
de iones calclo; conteniendo diferentes cantidades de glico
péptidos. Cada una de las fraccionesg tiene pesos molecula-
res diferentes, asi como la solubilidad varia entre cada -
una de ellas, por lo cual para obtener una solucidn clara -

de caseina deberd ser previamente calentada =n bafio de agua.

La caseina tiene grupos fosfato (31), los cuales -
se esterilizan con los residuos hidroxilos de los &acidos -~
hidroxilamino, ticae alto contenido de serina a la cual se
encuentran unidos los gyrupos fosfato (32), también se encuen
tran unidos a treonina (33). ILa caseina como substrato no -

requiere de un proceso especial de desnaturalizacidn sigue -

las mismas condiciones de las proteinas.
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CONSIDERACIONES SOBRE EL

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Para poder determinar la eficacia de un m&todo de-
terminado, es necesario hacer uso de la estadistica, y asi -
conocer el tipo de error - si lo hay - en la experiencia, ge
neralmente eé necesario que se repita varias veces la opera-
cidn de dicho método, para estudiar la variahilidad de. los -
resultados obtenidos en cada casc y conocer la reproducibili

dad del mismo.
Dosis (2+2) (49)

En este caso se hace el an&lisis estadistico, obte-
niendo resultados para las diferencias entre patrdn y proble-
ma, asi como de los resultados de las diferencias entre los -

grupos de valores experimentales.

Entonces se analizan las desviaciones de regresiﬁn,
en la desviacién del paralelismo, entre grupos y por Gltimo-
entre patrdn y problema, obteniéndose las Qarianzas practicas,
que a su vez se comparan con las varianzas tebricas para obte

ner el tipo de significacidn.

En los resultados del andlisis estadistico, en las-

columnas de las varianzas, se observa:

a.- La columna P 5%, que representa la relacidn de

las varianzas tebricas para un 5% de influencia al azar y los
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grados de libertad correspondientes, los cuales se toman de

las tablas Fischer (42).

b.- Una columna F que relaciona las varianzas ex~

perimentales (cuadrados medios) de cada concepto con el cua

drado medio del error.

Comparando estas columnas, por identificacién se-
establece que cuando F) P las diferencias entre los concep-
tos referidos a la naturaleza de la variacién son significa

tivas.
Por lo cual se deduce:

Para cada serie de valores: (cada serie esta cons-
tituida por 12 determinaciones diferentes, las cuales estdn-
formadas por dog dosis de patrén y dos dosis de problema, -

siendo una dosis mayor y una menor.)

I.-

a). Si se tiene en la variacién entre grupos gque
F{P los grupos NO difieren significativamente
entre si. Es decir no ha habido gran varia -
cidn entre los resultados de las diferentes -
determinaciones e indica por lo tanto que no
ha habido cambio de sensibilidad en la prepa-

racién a lo largo del ensayo.



b} .

II.-

a).

b)e

IrI.-

Iv.-

20

Pero si F>'P ios grupos difieren significati
vamente entre si, lo que indica que alGn te -
niendo la misma concentracidén en las determi
naciones diferentes, hubo una gran variacifn

entre los resultados obtenidos.

En la variacibn entre patrén y problema cuan-
do F) P, la diferencia es significativa, indi
ca que las dos soluciones ensayadas (patrén -
Yy problema), difieren en actividad cuantita -

tivamente.

Cuando F{P en la variacién entre patrén y -
problema, la diferencia no es significativa,
e indica que las dos soluciones ensayadas no

difieren entre si.

La linea de regresibn es significativa cuando
F)P, lo cual estd relacionado con la eficacia

del método.

Por Gltimo, por ser F<P para la desviacidn -

del paralelismo, se concluye que las lineas -
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dosis-respuesta experimentales se consideran.
practicamente paralelas, ya que la desviacidn
de su paralelismo NO es significativo, por lo
cual no hay diferencias cualitativas en el -~

comportamiento de las dosis ensayadas.

Posteriormente se determina el intervalo de confian
za, pudiendo fijar los limites de erxrror a un nivel de proba -
bilidad del 95% buscando el valor de t en las tablas de =

Fischer, con respecto a los grados de libertad.
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METODOS DE VALORACION

En la literatura se encuentran diversos métodos -
para valorar la actividad proteolitica de la Pancreatina.
Sin embargo en todos ellos se usa como substrato casefna en
agua, la enzima debe estar solubilizada en agua o en algfin
amortiguador, actuando sobre el substrato en un intervalo -
de tiempo de 30 a 60 minutos, a una'temperatura 6ptima de -
hidr6lisis, con limites de temperaturas de 35° a 40°C. En-
todos los casos la reaccibn se suspende con una solucidén -

acética.

Los métodos mis usados para la valoracidn de pan-
cféatina, consiste fundamentalmente en agregar a una sclucidn
de caseina una cantidad determinada de pancreatina, mezcla -
que se calentard a bafio de agua a 40°C durante 60 minutos y -
una vez que se suspende la reaccidn con solucibén acética, tie
ne la propiedad de no presentar precipitado, debido a que la
enzima es capaz de hidrolizar la cantidad presente de substra

to. (43, 44, 45, 46).

El método basado en la titulaci6n volumétrica (36},
es aquel donde la digestidn de la caseina por la pancreatina,
es valorada en virtud de la titulacifn. Por esta digestifn -
la caseina es hidrolizada en amino &cidos, los cuales no se -

pueden titular directamente con &lcalis por su naturaleza =--
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anfotérica, motivo por el cual se le agrega formaldehido
para convertir los grupos amino en derivados metilen-imirio
y posteriormente los grupos carbonilos libres de los amino

dcidos, se titulan con hidr6xido de sodio.

Por Gltimo el poder digestivo de la pancreatina -
se puede medir espectrofotométricamente (35). haciendo una.
mezcla con una solucidn de caseina y haciendc actuar scobre
esta una solucidn de pancreatina; teniendo tres concentra-
ciones diferentes de pancreatina patrdn y una sola para el
problema. Dejéndolas actuar por un tiempo de 60 minutos a
una tenperatura de 40°C, posteriormente se fiitran, obteni-
éndose del filtrado aminodcidos como la tirosina y tripto-
fano provenientes de la caseina, gue pueden medirse espec-

trofotométricamente a una longitud de onda de 280 mn,
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II PLAN DE TRABAJO

En el presente trabajo se emplearin dos métodos:
1.~ Para el métcdo (A).

a). Se haré&n cuatro series de concentraciones
diferentes, teniendo en cada serie una -
concentracidén mayor y otra menor, tanto -
para el patrSn como para el problema.
Serie I: 20 y 40 mcg/ml.

Serie IT: 30 y 60 mcg/ml.
Serie III: 40 y 80 mcg/ml.
Serie IV:60 y 120 mcg/ml.
Para cada una de las series se harin 12 -

determinaciones diferentes.

b). Se hard un andlisis estadistico de los re-
sultados, aplicandc las férmulas estadisti
cas normales, utilizadas en las pruebas --
bildgicas relacionadas a la Dosis-Respuesta.
para el método de la Dosis (2+2), de la --

siguiente forma:

1. Se analizan estadisticamente por separa-
do cada una de las series de valores, to
mando en conjunto las doce determinacio-

nes de cada serie.
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Posteriormente se hace el andlisis es
tadistico, tambié&n de cada una de las
cuatro series de valores, pero agrupan
do las doce determinaciones de cada --
serie en cuatro grupos diferentes, ca-
da grupo consta de tres determinaciones.
las cuales fueron trabajadas el mismo
dia, con su patrén respectivo, obtenién
dose de esta forma cuatro resultados -

m&s de cada serie de concentraciones.

Una vez obtenidos los valores anteriores

se

determinari:

La actividad enzimdtica de cada serie

El error del mé&todo considerando todos

los valores de cada serie

En cada serie el grado de corresponaen-

cia de la varianza por:

i. Diferencia entre grupos

ii. Diferencias entre patrbn y pro-
bhlema.

iii. Regresibn

iv. Desviacifn del paralelismo

d). Determinar los limites fiduciales de cada
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serie y para los diferentes grupos de ca

da serie.

Fijar los limites fiduciales para una de
terminaciér (serie) y tres determinacio-

nes {(grupos).

II. Para el Método (B).

III.

a).

b).

c).

d).

Consiste en la comparacidén del problema ~
con una curva estandar, en la cual se lee
la concentracifn de la pancreatina proble
na, teniendo tres concentraciones diferen
tes para el patrdn (30, 60 y 90 mcg/ml) y
la concentfacién de la pancreatina proble
ma aproximadamente de 60 mcg/ml. Se ten~-
drdn seis curvas estandar.

Calcular la regresidn para cada una de -
las seis curvas estandar.

Analizar la desviaci6n del paralelismo de
las curvas estandar

Obtener la curva "promedio" de las seis -

curvas anteriores.

De los dos métodos:

Del método A.- Con los datos obtenidos de la-

actividad enzimldtica decidir cuales son las -
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concentraciones dptimas para la lectura de la
potencia.

Comparar los limites fiduciales
obtenidos de los cuatro grupos dé tres determi

naciones de cada serie.

Del método B. Comparar los datos obtenidos del

problema de su correspordiente estandar, con -
la curva estandar promedio.

Finalmente hacer la comparacién
de los resultados del andlisis estadistico pa-

ra los dos mé&todos usados.
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DESARROLLO

Para el desarrollo del presente tabajo es necesa -
las siguientes condiciones:

TemEeratura:

M&todo A.- 35 ¢ ¥ 0.1°c.

1<+

1+

Método B.- 40 C * 0.1 C.

pH:
Mé&todos A y B: 7-8

Tiempo de hidrflisis:

Método A.- 30 minutos

Método B.- 60 minutos

REACTIVOS:
Métodos A y B.- Pancreatina de Referencia N.F.

Métodos A y B.-~ Substrato de caseina (1.25%)

Solucidn amortiguadora;
Método A.- Solucidén amortiguadora de boratos
Método B.- Solucidn amortiguadora de fosfatos
Solucidén de dcido triclorpacético:
Método A y B al 50%
Solucién de cloruro de calcio:
Método A.-~ 0.02M
APARATOS :

Bafio de agua ajustado a:
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=+

o (]
Método a.~ 35 C 0.1 C,

i+

o o
Mé&todo B.- 40 C ~ 0.1 C.
Tubos de ensaye: Pipetas volumétricas, Matraces -
aforados, Mortero de &dgata, Espectrototdmetro -

o .
Beckman D.U, Termémetro de 100 C, CronSmetro, Agi-

tador magné&tico, Papel filtro.
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11T TRABAJO EXPERIMENTAL

METODO A (48)
- a).- Solucidén patrbén: Se pesan 25 mg. de Pancrea
tina patr6n, se tritura con un mortero de &gata, con unas -
gotas de CaClZ' se pone en un matraz volumétrico de 25 ml y

‘se aford con solucidn de cloruro de calcio.

b) .~ Solucién problema: Se pesan 25 mg. de Pancrea
tina problema, posteriormente se sigue el mismo procedimien-

to que en la solucidn patrén.

Se toman alicuotas de las soluciones a) y b), para
obtener cuatro conjuntos de concentraciones diferentes, para

cuatro series diferentes en la siguiente forma:

1.- Para la primera serie tomar una concentracidn-
menor de 20 mcg/ml y una concentracién mayor de 40 mcg/ml, -

tanto de la solucidn patr6n como del problema.

2.- Para las series 2, 3 v 4 se toman 30 y 60; 40

y 80; vy 60 v 120 mcg/ml respectivamente.

Tomada la alicuota correspondiente se deposita en-

un matraz, se afora a 100 con solucifSn amortiguadora pH 7.5.

Para llevar a cabo el método se usan los reactivos
de la siguiente forma, usando dos series de tubos, una de --

las cuales sirven de blancos y otros como tubos de prueba.



BLANCOS

Tubos

bl

bl

S, bl

Solucidn Solucisn Solucibn
Amortiguadora Patrén Problema
iml. 2 ml.
(conc. menor) 00000 —mmeme—-——
2 ml.
Iml, = ~emmeeae- (conc. menor)
1 ml. 2ml.,. 0 e

(conc. mayor)

Iml. =  ~eee———— 2 ml.
{conc. mayor)

+ Célentar a 35°C durante 30 minutos.

Iml ‘ 2ml, = eeeee————
(conc. menor)
1 ml. [ 2 ml.
{conc. menor)
2 ml.
1 ml, {conc. mayor) = se=m=—————-—
2 ml,
iml. ——————— - (conc., mayor)

+ Calentar a 35°C durante 30 minutos.

Caseina

2 ml.
2 ml,

Acido

Tricloro
acético,

5 ml.
5 ml.

5 ml.

5 ml.

+

+

+

1€
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Se tiene un solo tubo de blanco para calibrar el
espectrofotdmetro; conteniendo solucién pH 7.5, 3 ml; &ci-

do tricloroacético 5 ml. - casefna 2 ml.

Posteriormente se dejan los tubos a temperatura -
ambiente durante 20 minutos y se filtta, se leen las absor-
bancias a 280 mn de cada una de las diferentes concentracio
nes de patrén y problema de los tubos de blanco y de prueba

correspondientes.

Una vez hecho &sto se obtiene el valor real para-
el estandar y el problema restidndoles a los valores de los-~
tubos de prueba los valores de el tubo de blanco correspon-

diente.
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METODO B (35)

Se tiene una solucibén patrfn con 100 mg. de Pancrea
tina, se tritura en un mortero con solucidn amortiguadora, --
luego se lleva a 100 ml. con la misma solucidn, se toma una-
alicuota de 5 ml. a un matraz de 50 ml. y se afora con solu-

cién amortiguadora’.

Se hace una solucibén de ensayo con la Pancreatina-

problema en la misma forma gue la solucifn patrén.

Se usan tubos marcados en la siguiente forma: mar-
cando S a los tubos correspondientes a la pancreatina patrén
y U arios del problema. Se tiene un tubo de blanco para cali
brar el espectofotdmetro, conteniendo todos los reactivos -

excepto la enzima (pancreatina).

Es necesario tener concentraciones diferentes de -
la Pancreatina patrén de 30, 60 y 90 mcg/ml, la concentracidn

de Pancreatina en estudio es de 60 mcg/ml. aproximadamente.



BLANCOS

Tubos

Sl bl
S, bl
S, bl
U bl

Solucidn Solucidn Solucibn
Amortiguadora Patrén Problema
2 ml, 1 ml, ————
1 ml. 2 ml. —-————
——— 3 ml. ———
2 ml, —— 2 ml.

+ Calentar 40°C durante 60 minutos

2 ml. 1 ml. —————
1 ml. : 2 ml. ——
——— 3 ml. -
2 ml. ————— | 2 ml.

+ Calentar 40 °C durante 60 minutos

Casefina

2 nml,

Acido Tri-
clorodcetico

(9L B ¢ I ¥ |

ml.
ml.,
ml.

ml.,

ml.

ml.

ml.

ml.

+

+

+

+

143



Una vez
bos a temperatura
te se filtran, se

ciones diferentes

35

efectuada la hidr6lisis, se dejan los tu-
ambiente durante 10 minu.os, posteriormen
leeran las absorbancias de las concentra-—

del patrén y la finica del problema, tanto

de los tubos blancos como de los tubos de prueba, lo cual -

se hace a 280 mn.

De los valores obtenidos de las absorbancias de -

los tubos de prueba, se restan los valores obtenidos de los

tubos de blancos.

Teniendo ya los valores reales de el pa-

trdén y problema se procede a graficar los valoresc del patrdn,

(densidad 6§tica contra concentracidn) y posteriormente las

absorbancias obtenidas del patrdn se leen en la curva para -

obtener la concentracidén de la misma.




V.~ RESULTADOS

TABLA No. 1

Método (A )

36

Concentraciones Dosis Prom,
Sy 0. 1801
20y40 mcg/ml. So 0.8002
P1 0.181V

Py 0.083

5 0.321

30 y 60 meg/ml S 0.157

Py 0.307

Py 0.142

51 —0.39%

40 y 80 mcg/ml 59 0.182

Py 0.388

Py 0.177

St - 0,647

60 y 120 mcg/ml ) 0.320

P 0,805

Py 0.327

Valores obtenidos de un promedio de 12 determi-

naciones para cada dosis.



TABLA

N O. 2

SERIE T 20y 40 meg/ml

SERIE 11 30 y 60mcg/ml.

Naturaleza de = Suma de “Cuadrado Varianzas Naturaleza de Suma de Cuadrado Varionzas
fo Variaciéon  cuadrados .G.L. medio F 4 la Variacidn cuadrados G.L medio
x10=%~ , x10-% x10-4 x10-%
Entre Grupos 453.1 10 45.31 25.29 » 2.14 Entre Grupos 38.0 10 3.80 1.39 £ 2.14
Entre Patrén y Entre Palrény )
Problema 0.8802 1 0.8802 2.03 ¢ 250.0 Problema 28.06 1 28.06 10.26 % 4.15
Regresion 10/0.6 1 1070.6  5%7.6 415 Regresion 32406 1 324D.6 1158.7 5 415
Paralelismo R ] . 195¢250. Paralelismo 0.0208 T 0.0208 131.3 ¢ 250.0
Error 59T 33 1.791 Error 90.2 33 2.73
Total 1584.04 48 Total 33%96.9 45
MEDIA M= B I03%10-2 MEDTA™M = TR0
ACTIVIDAD (R} 101.9% ACTIVIDAD (R )= 5376 %
LIMITE A= 96.18% LIMITE A= F5.8%
FIDUCIAL 4.0.025] FIDUCIAL 4+ 0.018
) B= 107.9 % o B = 103.7%
“SERIETIT 40y 80 mcg/mi SERTE'TV 80 y 720 meg/ml
Naturaleza de Suma de Cuadrado ~ Variaonzas ‘Natureleza de Suma de Cuadrado Varianzas
la Variacion  cuadrados  G.L. medio F P la Variacion cuadrados G.L. medio F P
. x10-% x10-+ x10~% x10-%
Entre Grupos  560.2 10 56.02 4.36 » 2.14 Entre Grupos 154.0 10 15.40 2,43 ¢ 2.70
Entre Patron Entre Patrén
y Problema 3.485 1 3.685 3.48 €250.0 y Problema 35,58 1 35.58  1.045 ¢ 250.,0
Regresion 5357.,0 1 5337.0 " 417.75 94,135 Regresion 1094.7 [ 1094.7 7 251.8 5 415
Paralelismo ~ 0.0252 T 002527 1.9%107¢250.0 Paralelismo 73.26 1 73.26 1.95 ¢ 4.5
Error 423.2 33 1282 Ercor 1238.0 33 37,91
Tofal 6344.4° 48 Total 12448,0 46
MEDTA M = = 7.504x10-3 MEDIA M=~ -3,4x10~2Z "
= 7% ACTIVIDAD (R) =  92.28% L]
LIMITE Am 91.54% LIMITE . A= 85.0%
FIDUCIAL 40,0304 FIDUCIAL i—. 0,0367 )
B=105.3% ' Ba 100.5%




TABLA No 3

SERIE I 20 y 40 mecg/ml.

Neturaleza da Suma de Cuadrados G.L. Cuadrado Medio Varianzas

la Varioeion. Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Gpo..1, 2.3, 4 Grupo 1. Gropa 2 G 3
oty 23 A Grupo 1 po rupo Grupo 4 Grupo 1 G 2
et 055 i 055 s 55 _— s - P ] , rupoF Smpo 3P IS;rupo 4P
Entre Grupos 1572.4  231.0 756.0 400.0 2 708.6  111.5 378.0 200.0  77.02)5.14 8.0775.14 24.1 ¥5.14 28.3705.14
Entre Patrdn
y Problema” © o 13.33 3.67 1.408 1.40 1 13.33 36.75 1.408 1.40 1.4445.99  2.56¢5.99 11.10234 2.4¢5.99
Regresion 2702.0  3213.6 2349.0 2511.0 1 2702.0  3213.6  2349.0  2511.0  293.5)5.99 224.75.99 15075.99 732.15.99
Paralelismo 5.63 0.208 27.07 0.675 1 5.633 0.208 27 .07 0.675 1.634234 0.014<¢234 '(.72(5.99 5.08(234
Error 55.2 . 86.0  94.0  20.6 6 9.2 1433 15.66  3.43
TOTAL 4348.6  3533.0 3227.0 2573.7 11
. GRUPO 1 . GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPC 4
MEDIA i 20431072 9.73x10-3 “22.4x10°8 9.2x10-3
ACTIVIDAD (R) 104.7% _102.3% 94,5% ) 101, 9%
A9 A 9T A= 82.5% A5 TT%
LIMITES i0.043 -_‘50..049 4 0.060 4-0,027
FIDUCIALES B~ 115.6% B-114.3% - B- 109.1% - B~ 108.4%
SERIE I 30 y 60 mcg/ml. . . .
Notraleza de Suma de Cuadrados G.L. € Cuadradeo Medio ] Varianzas ;
la Veriacian Grupo 1 Grupo 2 Grupe 3  Grupe.4d Gpo..1,2,3,4 Giupo 1  Grupo2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 1 Grupo 2~ Grupe 3 Grupo 4
%10~ x10~Y x107 x10-Y » *x10~2 %109 x1079 x10~2 F P F P F P F P
Entre Grupas 11.0 22.0 9.0 1.7 2 ‘ 5.5 11.0 4.5 0.85 1.136.14  1.5K5.14  15.8€19.3  1.3919.3
Entre Patrdn '
y Problema 218.7 . - 13.33 8.53 140.8 1 218.7 13.33 8.53 140.8 45.295.99  1.83¢5.99  8.38¢234 11.95.99
Regresitn 10716.3 7712.0  8100.0 6]§2.0 1 10716.3 7712.0  8100.0 6192.0  2217.3)5.99 1058.95.99 113.2)5.99 523.2)5.99 .
Paralelismo - 10.8 10.8 26.13 17.63 i 10.8 10.8 26.13 | 17.63 2.23(5.99 1.48(5.99 2.73¢234 1.49¢5.99
Error 7 ©.29.0 43.7 429.2 71.0 6 4,83 7.28 71.53 11.83
TOTAL 10985.7 7801.8 857:.8 6423.0 11
RETER C e . GRUPOL . .GRUPO 2 . L GRUPO 3 GRUPQ 4
MEDIA R 42,9903 -12.58x10~3 -9.79x10~3 -46,17x10~3
ACTIVIDAD (R) 110.4% 97 .16% 99.82% 89.91%
T AS 105.4% A= 92.04% A~ 4% T AT 96.8%
LIMITES 40,0193 ' 4 0.022 +0.0673 + 0.0326
FIDUCIALES. B~ 115.3% B~ 102.3% B- 114% B~ 83.4%

* Valores obtenidos de un promedio de 3 determinaciones.

8¢



TABLA No, 4

SERIE 11l 40 y 80 mcg/ml
Neoturaleza de - : . e - e : K .
la Variacion Grupo | Grupo 2 Grupe 3 Grupa 4 Gpo. 1,2,3,4 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo | Gripo 2 Grupo 3 Grupo 4
X105 %1075 w08 073 x10-5  x10°5  x105 05 ¢ PF P OF PF P
Entre Grupos 406.0 109.0 ~ 201.2 ., 405.7 2 203.0 54,52 100.6 202.8 1.316.14  2.1K5.14  3,74(5.14  1.43¢5.14
Entre Patrén ‘
y Problema 4,03 4.8 97.2 6,07 . -1 4.03 4.8 97.2 6.07 38,4234 5.38(¢234 365¢5.99 23.2€234
Regresion 1536.8  14126.0 14170.1 10212.0 1 15368.1 14126.0 14151.0 16212.0 99.25.99  546.85.99 226.5)5.99 72.95.19
Paraleiismo 5.633 34.13 7.5 21.6 1 5.63 34.13 7.50 21.67  27.4234 1.325.99  3.582%4 6.50¢234
Error 929.3 155.0 161.5 846.6 ] 154.8 25.83 26.92 141.1
Total 16705.2 14428 14637.6  11492.1 11
GRUPQ 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4
MEDIA M - 4.927:(10—3 - 6.935x1073 - 24.-93x]0—3 7.34x10~3
ACTIVIDAD (R) 98.86% 98 .4% 94.41% 101.7%
A= 91.6% A=87.5% A= 83.2%
LIMITES FIDUCIA +0.031 40,032 + 0.0857
LES. B . 8= i05.7% - B= 101.6% B= 124.2%
SERIE IV 60 y 120 mcg/ml.-
Naturaleza de Sumc de Cuadrados G.L. Cuadrodo Medio Varianzas
la Varioeidn Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Gpo.1,2,3,4 Grupo 1 Crupo 2 Giupo 3 Giupo 4 Grupo 1 Grupo 2 Grupe 3 Grupo 4
x10~% x10-% X107+ X10-% x107+ x10-% x107% X107 F P F P F P F P
Entre Grupos 45.0 12.7 10.0 2 22.5 6.38 5.0 1.58<19.3  3.48¢5.14 3.84¢5.14
Entre Patrén )
y Problema 88.56 4.56 18.5 22.96 1 88.56 4.56 18.5 22.96  2.48¢5.99  2.50%5.99 9.03»5.99 17.65.99
Regresidn 2945.3  2790.7 3146.0 2995.0 1 2945.3 2790.7  3146.0  2995.0 82.7>5.99 1533»5.99 1535>5.99 2303.$5.99
Desviacion del
Paralelismo 34.0 1.08 0.0075 2.803 1 34.0 1.08 0.0075 2.803 1.04{234 1.69¢234 273.1p234  2.15¢5.99
Ervor 214.0 10.97 12.29 7.8 6 35,66 1.82 2.048 1.3
TOTAL 3327.G  2020.0 3176.7 3038.6 11
1
GRUPQ 1 GRUPO 2 GRUPQO .3 GRUPQ 4
MEDIA R4 2.29x10~2 -1.19x1072 | -2.32x1072 -2.61x1072
. | ST .
ACTIVIDAD (R) 105.4% 97 .27% 94.62% 94.,19%
LIMITES A~ 87.5% A- 93.11% A~ 91.7% A~ 90.8%
FIDUCIALES £ 0.0813 + 0.189% + 0.0818 ) 4 0.0153
B~ 127.1% B- 101.6% " TB- 99.2% B- 97.5%

* Vaglores obtenidos de un promedio de 3 determinaciones.

6¢
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METODO (8 )

TABLA 5:

VALORES CORRESPONDIENTES A
LAS SEIS CURVAS ESTANDAR

S5y S9 . S3 yU* conc %;-
1 .083 .240 ,385 .261 © 45meg - 108
2 .103 .245 .410 .232 '56.2 93.7
3 .150 .310 ,498 271 817 | 86.2
4 .124 .291 .426 .265 '57.0 95.0
5 .148 324 .480 .295 56,0 0.3
6 120 .300 .570 .275 5.2 904

{ * ) Promedio de dos valores.



ANALISIS ESTADISTICO

METODO (B)
TABLA 6:
Grupo % d d?
1 107,9 - 14.04 197.12
2 94,4 - 0.54 0.291
3 87.4 6.46 41.73
4 91.4 2.46 6.05
5 91.0 2.86 8.17
6 91.1 2.76 7.61
=, 563.2 260,971
M 93.86
Y = 7.224
CV = 7.69%
E = 2.94
VR = M4 Et
t5% = 2.45
Limite fiducial = 47.203
A = 86.65%

B = 101.06%



TABLA 7:
OBTENCION DE LA CURVA’
ESTANDAR PROMEDIO

_y=u-l-bx

b =:(‘(’;‘ . dy ) = 5.66 x 10-3
- X

a= My -b M,
a= 0.2891~ 5.66 x 1073 (60 )

a= -5.062 x 10~2

Para 30 mcg/ml
y = =5.06 x 1072 4 5.66 x 10-3 (30}

y= 0.1198

Para 60 mcg/ml
y= -5.06x 1072 4 5.66 x 1073 (60)

y= 0.289

Pora 90 meg/ml
y= -5.06x 1072 4+ 5.66 x 10-3 (90)

y = 0.4595
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TABLA 8

REGRESION LINEAL *

43

30 mcg/ml 60 meg/mi 90 mcg/ml
0,083 0,240 0.385
0.103 0.245 0.410
Q0.150 0.310 0,498
0.124 0.291 0.426
0.148 0,324 0.480
0.120 0.300 0.570
0.728 1.710 2.760
0.1213 0.285 0.461
Y1 dy dy2 Z1 Dx dx2
0.1213 0,1678 G.0281 30 30 Y00
0.285 4,1x10-9 1.48x10~2 60 0 0
0.461 -0.1719 0.029 90 -30 900
0.8673 0.0576 180 1800
0.2891 60
Z(dx dy )= 10,19
\] (£dx2) (£dy2)  =10.187

coeficiente de correlacidn:

& (dx dy)

r=

V (£dx?) (Kdy?)

G.L.= 6-2=4

r en teblas = 0.811

= 1.0004

( * ) Para la curva total en donde cada valor es un promedio de 2 determinaciones.
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TABLA 9

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS VALORES OBTENIDOS

CON LA CURVA ESTANDAR PROMEDIO

A conc. % ' d2
1 0.261 55 meg N.6 1.85 3.42
2 0.232 495" 82.5 10.95 119.90
3 0.271 57.5" 95.8 - 2.35 5.52
4 0.265 55.5" 92.5 0.95 0.902
5 0,295 61.5" 102.5 -9.05 81,902
6  0.275 57.5" 95.8 -2.35 5,52
2 560.7 217,16
M 93.45
¥ = 6.59
CV = 7.05%
E = 2.69
VR = Mt Et
t5% = 2.45
Limite Fiducial = 4 6.59
A = 86.86%

B = 100.04%
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COMENTARIOS Y OBSERVACIONES

Del método (A).-

De la tabla No. 2.-

Se hace el anidlisis de acuerdo a lo establecido en
las p&ginas 15, 16 y 17.
I. Para cada una de‘las dosis por separédo
a.=- Encontramos que para las series I, III, IV
la variacidn entre grupos es significativa.
b.- Para la serie II, la variacibn entre grupos
no es significativa.

II.

a.—- Se encuentra que para las series I, III, IV
la variacidn entre patrén y problema es significativa.
b.- Sin embargo para la serie IT la variacién -
entre patrdén y problema no es significativa.
III. La linea de regresién para todas las series es
significativa.
IV. Para la desviacién del paralelismo entre las -

lineas dosis-respuesta se encuentra gue son significativas.
De las tablas No. 3 y 4.
Estos valores corresponden al inciso 1.- b).- 2, -
del Plan de trabajo.

Para las dosis de 20 y 40 mcg/ml.
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I, Para los cuatro grupos se éncuentra que los va=
lores obtenidos para la variacdidn entre grupos es significa=
tiva.

II.La variacién entre patrdn y problema, para to =
dos los grupos es no significativa.

IfI,La linea de regrésibén para los cuatro grupos es
significativa

IV.La desviacién del paralelismo es no significati
va para todos 16s casos.

Para la dosis 8¢ 30 y 60 meg/ml.

I. La variacidn entre gripos para los cuatrd grupos
és no significativa

II.Para los Vvalores de variacidn entre patrdn y pro
blema para 16s grupos 1 v 4 la diferencia es significativa; =
sin emba¥go para los grupes 2 y 3 no lo eés.

IIT.Parda la linea deé regresidn los valores son signi
ficatives para todos los grupos.

IV.La desviacidn del paralelismo no es significati-
va para todos los §rupos.

Para la d6sis de 40 y 80 meg/ml.

I. La variacidn entre grupos; para todos los casos

no es significativa
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II. La variacidén entre patrén y problema no es -

significativa para todos los grupos,

III. La linea de regresibn es significativa, para

todos los grupos,

IV. La desviacifén de paralelismo es significativa.

Para 60 y 120 mcg/ml.

I. Para todos los grupos la naturaleza de la va-

riacidén entre los grupos no es significativa.

I1. La variacién entre patrén y problema para los
grupos 1 y 2 ndo son significativés y para los grupos 3 y 4-
son significativas.

I1I. Los valores para la desviacidn de la regresidn
gson significativas para todos los casos.

IV. Para los grupos 1, 2 y 4 la desviacibn del pa-
ralelismo no es significativa, sin embafgo para el grupo 3 -

si lo es.

METODO (B)

Se comparan estadisticamente las tablas 6 y 9 con
el fin de observar el mayor o menor grado de variacién cuando
se compara una sola curva estandar (tabla 6) y otra con un -
nimero mayor de determinaciones (tabla 9), ésta Gltima se ob-
tuvo por regresidn lineal, en donde los limites fiduciales -

son mas estrechos.
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CONCLUSIONES

De manera general, las enzimas aumentan su activi
dad al aumentar la temperatura- hasta cierto limite - sin -
embargo en el presente estudio, la actividad fué mayor en -
el Mé&todo A, donde la temperatura usada fué de 35°C; que'en
el Método B, en el cual la temperatura se llevd a 40°C. Esta
discordancia parece ser, debida a que, en el Método A se —--
utilizé como disolvente de la enzima una solucidén de cloruro

de calcio.

A partir de las observaciones se pueden obtener -~
bidsicamente las siguientes conclusiones,, basadas en el gra-

do de variacifn de todos y cada uno de los sistemas emplea .-

dos:

METODO A:
. Serie I : p 6
Serie IT : X 4.5
Serie IIT: i 7
Serie 1V : ¥ 8

METODO B :
Tabla 6 : £ 7.2
Tabla 9 : £ 6.5
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Se puede concluir que las variaciones en si, son-
bastante grandes, sin embargo existe una serie, la nfimero -
II, en la cual &stas son menores, por lo cual y con ciertas

limitaciones se recomienda trabajar a esa concentracidn.

Se observa, para todas las series, afin divididas -
en grupos, que la desviacifén de la regresi6n es significati-
va en todos los casos, posiblemente se puede corregir hacien

do la relacidn de las dosis 1:3 en lugar de 1:2.
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