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RESUMEN

La somnolencia provocada por la falta de descanso y los efectos que
esta ocasiona en el organismo, disminuyen las habilidades de un conductor y
su capacidad de respuesta, aumentando asi la probabilidad de accidentes de

transito.

La presente investigacion tuvo como objetivo la elaboracién de una
“propuesta de analisis quimico de concentracion de alfa-amilasa, como prueba
presuntiva de somnolencia al volante en accidentes de transito”. La metodologia
utilizada fue bibliogréfica y documental. Realizando primeramente la busqueda
del material bibliogréfico para su seleccion, delimitando el material consultado y

finalmente disefiando una practica de laboratorio.

La investigacion realizada de la relacidbn entre alfa amilasa, la
somnolencia o falta de descanso como causa significativa de accidentes de
transito, permitié obtener como producto final la elaboracién de una propuesta
de practica de laboratorio de analisis quimico de concentracién de alfa-amilasa,

como prueba presuntiva de somnolencia al volante en accidentes de transito.

La practica de laboratorio propuesta consiste en la realizacion de un
andlisis cuantitativo indirecto de la concentracion de la alfa amilasa salival
utilizando como muestra de analisis la saliva humana; aplicando el método del
acido 3,5 dinitrosalicilico. Esta propuesta ofrece una potencial respuesta a la
necesidad de nuevas alternativas de analisis quimico dentro de las
investigaciones forenses, teniendo en cuenta que la técnica utilizada es de baja
complejidad, bajo costo de implementacién, requiere de equipo poco
sofisticado, por lo cual, se recomienda la implementacion de la propuesta de la
practica en el laboratorio de Quimica Forense y Toxicologia de la Facultad de

Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador.
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1.0 INTRODUCCION

La alta incidencia de accidentes automovilisticos en El Salvador, segun
informacion proporcionada por La Direccion General de Estadistica y Censos de
El Salvador (DIGESTYC), evoco la necesidad de investigar las causas que los
provocan, considerando que dicha incidencia es la segunda causa de muerte a

nivel de las Américas.

La somnolencia a causa de falta de descanso, genera efectos en el
organismo que disminuyen las habilidades del conductor y su capacidad de
respuesta para evadir colisiones en la carretera, aumentando asi la

probabilidad de los accidentes de transito.

El conductor somnoliento no se encuentra catalogado como “conductor
temerario” dentro del Reglamento General de Transito y Seguridad Vial de El
Salvador, sin embargo, este tipo de conductor puede ocasionar accidentes con
implicaciones legales, especialmente cuando el suceso conlleva la pérdida de
vidas humanas o materiales. A pesar de los grandes avances en cuanto a
métodos de andlisis en escenas de accidentes de transito, a la fecha no se
registran estudios de analisis quimico que puedan dar resultados certeros del

estado de somnolencia de un conductor implicado en tal acontecimiento vial.

En investigaciones que anteceden a ésta se hace referencia a la
necesidad de monitorear e investigar los trastornos del suefio, puesto que con
ello se podria reducir la probabilidad de los accidentes de transito que conlleva
a lesiones y la pérdida de vidas humanas asociadas, asi mismo se establece
que la concentracion proteica salival, y por ende la concentracion de la alfa
amilasa salival se ve disminuida durante el suefio nocturno, lo cual indica que
una persona en estado de somnolencia por falta de descanso, al no
experimentar dicha disminucion durante el ciclo nocturno, ha de presentar una

significativa elevacion de la concentracion de tal enzima.
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Como resultado de la investigacion bibliografica y documental llevada a
cabo en el curso de especializacion “Analisis Quimico Aplicado a la
Investigacion Criminal” de la Facultad de Quimica y Farmacia, de la Universidad
de El Salvador, se disefid una practica de laboratorio tomando en cuenta la
relacion existente entre las concentraciones salivales de alfa-amilasa, la
somnolencia al volante y su repercusion en accidentes de transito, la finalidad
de dicha practica es la cuantificacion indirecta de la alfa amilasa salival, como

potencial biomarcador del estado de somnolencia por falta de descanso.
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2.0 OBJETIVOS
2.1  Obijetivo general

Proponer un analisis quimico de concentracion de alfa-amilasa como

prueba presuntiva de somnolencia al volante en accidentes de transito.
2.2  Objetivos especificos

2.2.1 Realizar una busqueda bibliografica exhaustiva que contenga
informacion relacionada a la alfa-amilasa y la relacion de esta con la

somnolencia y los accidentes de transito.

2.2.2 Seleccionar la informacion pertinente mediante la lectura y analisis

critico de todo el material bibliografico consultado.

2.2.2 Disefar una practica de laboratorio para cuantificar la presencia

de alfa-amilasa salival en una muestra de saliva humana.



CAPITULO 1l

MARCO TEORICO



18

3.0 MARCO TEORICO
3.1 Accidentes de Tréfico y la Somnolencia al Volante

Se calcula que cada afio 1.2 millones de accidentes automovilisticos se
deben a conductores somnolientos, y causan cerca del 20% de todas las
lesiones graves y muertes por estos incidentes. El tiempo de reaccion (de las
acciones evasivas) se afecta igual con la falta de suefio por 24 h que con una
concentracion sanguinea de alcohol de 0.10 g/100 mL (lo cual, legalmente, se
considera estado de ebriedad en los 50 estados de E.U.)!; considerando a una
persona que se encuentre en ese porcentaje de alcoholemia en El Salvador

como: conductor temerario.

Los accidentes de trafico son aquellos sucesos eventuales relacionados
con la circulaciéon de vehiculos por las diferentes vias y que, generalmente, son
consecuencia de una colisibn que causa una alteracion del desplazamiento
normal y que ocasiona dafios en los elementos implicados: vehiculos, personas,

cargas e infraestructuras.?
Los accidentes de trafico pueden producirse por factores como?:

Factor humano: es considerada la causa del mayor porcentaje de
accidentes de trafico. Dentro de este mismo se consideran otros factores como
la conduccién bajo el efecto del consumo de sustancias depresoras del sistema
nervioso como las drogas, alcohol y medicamentos; causas organicas como
pérdida de vision, también se consideran las maniobras y el incumplimiento de

normas y sefiales de transito.

Factor Mecénico: La circulacion de vehiculos en mal estado y

mantenimiento inadecuado.
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Factor climatolégico: con frecuencia se dan por la lluvia, el hielo y la
niebla.

Factores de la calzada: Pueden dar lugar a accidentes, un firme en mal
estado, una carretera mal sefalizada, elementos extrafios que impidan la
adherencia de los neumaticos, curvas mal disefiadas, excesiva o deficiente

sefializacion y otras.

Los accidentes de trafico se pueden clasificar segun la gravedad de las
lesiones a las personas y los dafios materiales que pueden causar: accidentes
solo con dafios materiales (sin victimas), accidentes solo con victimas (sin

dafios materiales) y accidentes con victimas y dafios materiales.

En los accidentes de trafico mortales hay intervencion de comisiones
judiciales y de médicos forenses, se elabora un atestado policial con caracter de
denuncia y consta de los datos del accidente, del vehiculo y de las personas
gue han sido implicadas, el clima al momento del accidente, el estado de las
calzadas, el estado y las declaraciones de los implicados; por lo tanto, el
atestado es un documento muy importante, debido a que con estos datos se

realizan posteriores analisis y estudios.
3.2 El Sueiio
Definiciones:

Para algunos autores, el suefio se va a definir como “el estado de
inconsciencia del que puede ser despertada una persona mediante estimulos

sensitivos o de otro tipo”.2

También el suefio es definido, segun el Diccionario de Términos Médicos
de la Real Academia Nacional de Medicina de Espafa (2012)* como: Estado

fisioloégico del adulto que ocurre normalmente cada 24 horas acoplado a la
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noche. Es el mas evidente de los ritmos biol6gicos circadianos y se caracteriza
por una reduccidon de la vigilancia, que revierte espontaneamente o ante
estimulos que provocan el despertar. El suefio no es un estado uniforme a lo
largo de la noche. Mediante los estudios poligraficos (electroencefalograma,
electromiograma, electrooculograma, movimientos respiratorios,
electrocardiograma, etc.) se distinguen dos grandes tipos de suefio: el suefio no
REM (Movimientos Oculares Rapidos, segun sus siglas en inglés), que a su vez
tiene cuatro fases en funcion de los diferentes ritmos del electroencefalograma,
y el suefio REM, caracterizado por las salvas de movimientos rapidos oculares
conjugados y durante el cual ocurren los ensuefios. La organizacion y la
duracion del suefio varian con la edad y entre unas y otras personas de manera
fisioloégica. El suefio estd regulado autbnomamente por diferentes centros
cerebrales y es en gran parte independiente de los cambios fisiol6gicos que se
producen en otros 6rganos del cuerpo.

Se ha postulado que el suefio sirve para muchas funciones, entre las
cuales se mencionan: la madurez nerviosa, la facilitacion del aprendizaje o la

memoria, la cognicién y la conservacién de energia metabdlica.®
3.2.1 Fases del Sueiio

Al dormir se atraviesan dos fases de suefio que de forma normal ocurren
siempre en el mismo ciclo: suefio de movimientos oculares rapidos (REM) y el

suefio de ondas lentas (no REM).
El suefio no REM tiene cuatro etapas:

La etapa 1 (somnolencia) se caracteriza por una ligera desaceleracion
del EEG (Electro Encefalograma), es la transicion de la vigilia al suefio; la etapa
2 (suefio superficial) tiene husos y complejos K de alta amplitud, durante este
periodo el tono muscular se reduce; Las etapas 3 y 4 tienen ondas delta lentas
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y de gran amplitud, refleja una reduccién adicional de la excitacion y del tono
muscular, la fase 4 es la del suefio mas profundo y junto con la etapa 3 se

conoce como suefio delta.®

El suefio REM se distingue por los movimientos oculares, la pérdida del

tono muscular y un patrén de actividad de alta frecuencia y baja amplitud.®

Segun investigaciones, se ha determinado que en una noche tipica de
suefio, un adulto joven, primero ingresa al suefio no REM, pasa por las etapas 1
y 2, y transita de 70 a 100 minutos por las etapas 3 y 4. Entonces el suefio se
aligera. Y luego sigue un periodo REM. Durante la noche, este ciclo se repite a
intervalos de aproximadamente 90 minutos. Los ciclos son similares, aunque
hay menos suefio en las etapas 3 y 4, y mas suefio REM hacia la mafana, por
tanto, ocurren, por la noche, de cuatro a seis periodos REM. El suefio REM
ocupa 80% del tiempo total de suefio en los bebés prematuros y 50% en los
recién nacidos a término. A partir de entonces, la proporcion de suefio REM
disminuye de forma rapida y se estabiliza en aproximadamente 25%, hasta que
se reduce alrededor de 20% en los ancianos. Los nifios tienen mas tiempo total
de suefio (8-10 h) en comparacibn con la mayoria de los adultos
(aproximadamente 6 h).®

3.2.2 Control Circadiano del suefio

El sistema circadiano es un sistema basado en ciclos de 24 horas, y
existe en todo el individuo, tanto en los 6rganos como en las células, se
presentan ciclos en sus funciones y estas dependen de acuerdo al dia y la
noche; por ejemplo, hay érganos que a lo largo del dia cambian su estado en
momentos de descanso o de actividad, optimizando esfuerzos y energia para

dar respuestas adecuadas segun la hora del dia.
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Los ciclos circadianos se sincronizan con los sucesos del medio
ambiente. Las variables ambientales que sincronizan el marcapasos circadiano
se denominan zeitgebers (sincronizadores). La luz es el principal zeitgebers que
ayuda a un organismo a adaptarse al ciclo de luz y oscuridad a medida que
varia a lo largo de las estaciones. Otros zeitgebers que sincronizan los relojes
circadianos son la temperatura, la disponibilidad de alimento y los factores

sociales.®

Los ritmos circadianos de los mamiferos que estan sincronizados por la
luz ambiental estdn controlados por el nucleo supraquiasmatico (NSC) y es el
principal marcapasos de los ritmos neuroendocrinos, el ciclo de la temperatura y
los periodos de suefio REM. ElI NSC se localiza en la linea media anterior del
hipotalamo, inmediatamente por encima del quiasma O6ptico. EI NSC esta
compuesto por aproximadamente 20.000 neuronas, cada uno de los cuales se

cree que contiene un oscilador circadiano celular auténomo.®
3.2.3 Somnolencia diurna

Es posible que algunas personas al tener un trastorno del suefio
presenten “somnolencia o cansancio durante el dia, dificultades para iniciar o

mantener el suefio, o comportamientos inusuales durante el suefio”.!

Un trastorno del suefio puede ser provocado por desfase de horarios,
ciclos alterados del suefio debido a trabajos post turnos, efectos secundarios de

medicamentos, factores psicolégicos y enfermedad.

La somnolencia ocurre por la necesidad de dormir y puede ser un signo
del trastorno del suefio, y se considera que la depresion, la ansiedad, el estrés y
el aburrimiento pueden contribuir a la somnolencia, provocando pesadez y
torpeza motivadas por el suefio. “En fines clinicos es usado el término

"somnolencia" para describir la propensién a quedarse dormido”.”
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Segun algunas estadisticas “hasta 25% de la poblacion adulta tiene
somnolencia diurna persistente que afecta su capacidad para tener un
desemperfio 6ptimo en la escuela, el trabajo, al conducir y en otras condiciones
que requieren el estado de alerta. Los estudiantes somnolientos a menudo
tienen dificultades para mantenerse despiertos y atentos. Mas de la mitad de los

estadounidenses se ha quedado dormido mientras conduce”.!

Entre los trastornos que pueden causar somnolencia se encuentran los

siguientes:?!
Suefio insuficiente:

Este sindrome es quiza la causa mas frecuente de somnolencia diurna
excesiva. El suefio insuficiente es muy comun entre los trabajadores con
cambio de turno, aquellos con varios empleos y los de grupos socioeconémicos
bajos; el cual puede ser provocado por la exposicion luminica muy tarde en la
noche, el uso del televisor, los videojuegos, las redes sociales, el envio de
mensajes de texto y el uso de teléfonos inteligentes y por esta razén a menudo
se retrasa la hora de acostarse a pesar de la necesidad de despertar temprano

a una hora fija para ir al trabajo o a la escuela.

Como es usual con cualquier trastorno que causa somnolencia, “las
personas con insuficiencia crénica de suefio pueden estar distraidas, irritables,
desmotivadas y deprimidas, ademas de dificultades en la escuela, trabajo y

para conducir”.
Sindromes de apnea durante el suefio:

La disfuncién respiratoria durante el suefio es una causa frecuente y
grave de somnolencia excesiva durante el dia, ademas de trastornar el suefio
nocturno. Al menos 24% de los varones de edad madura y 9% de las mujeres

de esa edad en Estados Unidos tienen una reduccion o cese de la respiracion
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docenas de veces 0 mas cada noche mientras duermen; el 9% de los varones y
4% de las mujeres tienen mas de 100 episodios por noche; estos pueden ser
resultado de oclusion de la via respiratoria (apnea obstructiva durante el suefio),
ausencia de esfuerzo respiratorio (apnea central durante el suefio) o una

combinacion de ambos factores (apnea mixta durante el suefio).
Narcolepsia:

La narcolepsia se caracteriza por dificultad para mantener el estado de
alerta, regulacion anormal del suefio REM y suefio nocturno alterado. Todos los
pacientes con narcolepsia tienen somnolencia diurna excesiva, que a menudo

es intensa, aunque en algunos es leve.
3.3 El Estrés y su Relacion con la Somnolencia
Definiciones del estrés:

Segun la definicion del Diccionario de la Real Academia Espanola, “el
estrés es la tension provocada por situaciones agobiantes que originan
reacciones psicosomaticas o trastornos psicolégicos a veces graves”.® Por
tanto, las alteraciones en el suefio o la privacibn del mismo constituyen un

origen o causal de estrés.

Segun Romero et al. El estrés se define como “el mecanismo de enlace
entre un agente estresor y su o6rgano diana, resultando en una respuesta

psicofisiolégica, caracterizada por liberaciéon de glucocorticoides”.?
3.3.1 Respuesta del organismo ante los estimulos del estrés

“En los mamiferos la respuesta al estrés esta mediada por dos sistemas
distintos, los cuales estan interrelacionados, estos son: El sistema simpéatico
adrenomedular (SAM) vy el sistema hipotaldmico-pituitario-adrenocortical
(HPA)".°
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Del Rio menciona:

Las alteraciones del suefio como consecuencia del estrés se pueden ver
desde una perspectiva bidireccional, ya que las alteraciones del suefio
producen estrés y, a su vez, el estrés genera cambios en el ciclo suefio-vigilia.
La privacion de suefio en el ser humano genera estrés, lentitud de pensamiento,
dificultad para lograr concentracion y percepcion precisa, fatiga e irritabilidad,

nerviosismo, mal talante.10

“Entre los marcadores salivales, la alfa-amilasa salival (AAS) se presenta
como un indicador confiable de la actividad simpético adrenomedular. Es una
de las principales enzimas salivales en los seres humanos, secretada por las

glandulas salivales bajo estimulo simpatico”.1

Con base en lo anterior se establece la cuantificacion de alfa-amilasa
salival como potencial biomarcador del estado de somnolencia, esto no implica
que se descarten otros factores desencadenantes del estrés en las personas
gue son nuestro objeto de estudio, los cuales inclusive por el mismo hecho del

accidente de transito podrian dar una alta concentracion de alfa-amilasa salival.

En la investigacion cientifica denominada: Asociacion de la alfa-amilasa
salival con la ansiedad y el estrés en profesionales de enfermeria, concluyen
que “la actividad de la AAS se mostro significativamente mayor en los
profesionales que presentaron estrés y ansiedad, en algunos horarios de
observacion y turnos de trabajo”.!'No es necesario que la persona se quede
dormida para tener un accidente, ya que la falta de atencion y las respuestas

lentas de los conductores somnolientos son un factor contribuyente sustancial.
3.4 La Saliva

Segun algunas definiciones la saliva es: “un fluido biologico segregado

por glandulas salivares que se encuentran en la boca. El fluido salival esta
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constituido mayormente por agua y otras sustancias, entre los que destacan la

mucina y la alfa-amilasa”.*?

También otras caracteristicas de la saliva son que esta constituida por
las secreciones de las glandulas salivales mayores y menores, secreciones
epiteliales y el liquido crevicular (fluido que procede del surco del mismo
nombre que rodea a los dientes); es incolora, insipida y filante, con una
densidad de 1002 a 1012 mg/L; y se dice que la secrecion diaria normal de
saliva oscila entre 800 y 1,500 mL, con un promedio de 1,000 mL; el pH de la
saliva varia de 6 a 7, limites favorables para la accién digestiva de la alfa-

amilasa.l3

La saliva es un fluido importante por las funciones que desempefia: Sirve
para lubricar los alimentos, facilitando su masticacién y la formacién del bolo
alimenticio e inicia la digestion del almidon gracias a su contenido en a-amilasa.
Ejerce ademas un efecto de arrastre y limpieza de los dientes y la mucosa

bucal.*4
3.4.1 Cantidad y Composicién de la Saliva

Se ha identificado que la cantidad y composicién de la saliva secretada
va a depender de factores como: velocidad del flujo salival, ritmo circadiano,
tipo y tamafio de la glandula salival, duracién y tipo de estimulo, dieta, drogas,
edad, sexo, estado fisiolégico; es decir que, en cada persona la funcion y

concentracion de cada componente varia.'41°

Segun datos se dice que el 99% de la composicion de la saliva es agua,
y el resto lo constituyen proteinas y electrdlitos. Las proteinas mas importantes
son a-amilasa o ptialina, mucina, sialoproteinas, lipasa, lisozima, albimina,
lactoferrina, fibronectina y gammaglobulinas. Ademas, a través de la saliva

pueden excretarse moléculas organicas como la glucosa, urea, lipidos,
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vitaminas (B6, B12), hormonas (estrogenos, cortisol) y factores de crecimiento
(factor de crecimiento epidérmico [EGF, epidermalgrowth factor], factor de

crecimiento endotelial vascular [VEGF, vascular endothelialgrowth factor]).t3
3.4.2 Control nervioso de la secrecion bucal

Se dice que la secrecion bucal se ve afectado por el sistema nervioso,
debido a que “Las glandulas salivales se ven afectadas por el sistema nervioso
auténomo; en particular, la activacion del simpatico aumenta la secrecion de
alfa-amilasa y la del parasimpatico incrementa el volumen de saliva

secretada”.?

Se tiene en cuenta que “Las glandulas salivales estan controladas sobre
todo por sefiales nerviosas parasimpaticas procedentes de los nucleos salivales
superior e inferior del tronco del encéfalo y los nervios simpéaticos se originan en
los ganglios cervicales superiores, desde donde viajan hasta las glandulas

salivales acompafiando a los vasos sanguineos”.?

La estimulacién simpética también puede incrementar la salivacion en
cantidad moderada; aunque su estimulacién incrementa la salivacién, es mucho
menor que la parasimpética y a diferencia de esta, predomina durante el estrés
y causa la sequedad bucal.*41>

3.4.3 Alfa-amilasa

La alfa-amilasa es definida segun el Diccionario de Términos Médicos de
la Real Academia Nacional de Medicina de Espafia (2012)'¢ como: Enzima del
grupo de las hidrolasas que catalizan la hidrélisis de los enlaces a-glucosidicos
(1-4) no terminales presentes en los polisacéaridos, lo que produce la formacion
de maltosa, maltotriosa y dextrinas. Se encuentra mayoritariamente en las
glandulas salivales y el pancreas, y en menor medida en el intestino delgado, el

rinon, los ovarios, la prostata, los pulmones y las glandulas lagrimales y
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sudoriparas. En individuos sanos, la actividad catalitica de la a-amilasa en el
plasma corresponde en un 60 % a la isoenzima salival y en un 40 % a la

isoenzima pancreética.'*
3.4.4 Factores que afectan el flujo salival

Hay factores que afectan el flujo de saliva por ejemplo se encuentran los

siguientes casos:

La hipersalivacion se puede deber a diferentes alteraciones como
lasneuroldgicas, incluida la enfermedad de Parkinson, patologia con reflujo
gastro-esofégico, efecto secundario de diversos farmacos, sobre todo los que
activan el sistema nervioso parasimpético (pilocarpina), miorrelajantes,
antiepilépticos, antipsicoticos (litio), hiperhidratacion, envenenamiento con

metales pesados.*

La hiposalivaciéon se puede deber a patologias como el sindrome de
Sjogren’s, farmacos que interfieren con la acciébn de Acetilcolina como
anticolinérgicos, antihistaminicos, quimioterapicos, terapia de irradiacion de

cabeza y cuello, etc.'*

La alfa-amilasa salival humana como biomarcador se muestra en Tabla
N.° 1, en la cual se recopilo informacién de estudios que han permitido
comparar la concentracion de la AASH (alfa-amilasa salival humana) por grupos
de individuos que presentan una condicion especifica con respecto a un grupo

control”.1?
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Tabla N.° 2 Estudios que han permitido comparar la concentracion de la AASH

CONDICION

EVIDENCIA CIENTIFICA

Sexo (hombre
0 mujer)

No hay evidencia cientifica que establezca diferencias en las
concentraciones basales de la actividad de la AASH entre hombres y
mujeres.

Edad

Las concentraciones basales de AASH son muy bajas hasta indetectables
en nifios recién nacidos y continuamente se va incrementando hasta que
alcanza los valores de un adulto cuando el nifio alcanza los tres afios de
vida.

Fumadores
habituales

Los fumadores habituales mostraron mas bajas cantidades basales de
AASH, ya que el humo del cigarrillo inhibe la actividad de esta proteina. No
se tuvo en cuenta la medicién del estrés, que puede ser un factor influyente
en el cambio de concentracién.

Alcohélicos

La informacién existente no es concluyente, pero algunos estudios han
encontrado que la concentracion de la AASH es mas alta en bebedores
cronicos.

Consumidores

La informacién existente no es concluyente, pero algunos estudios han

agudos de | encontrado que el consumo agudo de cafeina estimula la actividad de la
cafeina AASH.

A.dUItOS €ON | 5e ha encontrado gue los adultos con diabetes mellitus presentan valores
diabetes g

mellitus mas altos de AASH.

Pacientes con
dolor crénico

Se ha encontrado que la AASH aumenta con el aumento del dolor. Se
podria establecer una escala de dolor con base en la medicién de la AASH.

Adultos
caries

con

En un estudio se determind que existen diferencias estadisticamente
significativas en la concentracion de AASH entre el grupo de caries inactiva
y el grupo con actividad de caries de alta a moderada.

Fuente: Elaboracion propia con base en la referencia.'’
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3.5 Fundamentos quimicos referentes a la cuantificacion de alfa-

amilasa salival.

El almidon es un oligosacarido, que cumple una funcion muy importante
dentro de las plantas como depdsito de energia, mientras que en los seres
humanos es una fuente de carbohidratos muy importante, por lo cual esta
presente en la dieta del mismo. El almidén es hidrolizado por el organismo para
poder extraer la energia almacenada en forma de D-glucosa, para lo cual se
cuenta con la accién de la alfa-amilasa salival y pancreéatica que realizan

actividades en el proceso digestivo.*®

El almidon, al reaccionar con el yodo en su estado natural, forma un
complejo coloreado que es caracteristico de la presencia del mismo; sin
embargo, al verse este hidrolizado por la accion enzimatica de la alfa-amilasa
(lo cual tiene utilidad al momento de identificar la presencia del analito en
estudio, mas no, para su cuantificacion), el complejo coloreado se desvanece
gradualmente hasta completar la reaccion, de la cual se obtiene como
subproducto un azucar reductor, la maltosa (esto servird para la determinacion
cualitativa de la presencia de alfa-amilasa salival) entre otros.'® El mismo
derivado es cuantificable a partir de la reaccién éxido-reduccién con el acido 3,5

dinitrosalicilico por espectrofotometria a una longitud de onda de 450nm.1°

La espectrofotometria UV visible es una técnica analitica que permite
determinar la concentracién de un compuesto en solucion. Se basa en que las
moléculas absorben las radiaciones electromagnéticas y a su vez que la
cantidad de luz absorbida depende de forma lineal de la concentracion (Ley de
Lambert-Beer), esto en el rango de longitudes de onda comprendido entre 190 y
700 nm, es decir, desde el cercano UV (190 a 400 nm) hasta todo el espectro
visible (400 a 700 nm) inclusive.?02
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1  Tipo de Estudio

Este proyecto de investigacion fue de tipo bibliografico y documental.

Bibliogréfico: debido a que la investigacion se realizé con un enfoque
tedrico, fundamentandose en la investigacion bibliografica, haciendo uso

de fuentes bibliograficas primarias y secundarias.

Documental: ya que se obtuvieron y analizaron los datos provenientes de

los documentos obtenidos de la investigacion bibliogréfica.

4.2  Investigacion bibliogréfica:

Esta se llevé a cabo utilizando material bibliografico obtenido de:

Biblioteca Central de la Universidad de El Salvador, campus central.

Biblioteca “Dr. Benjamin Orozco” Facultad de Quimica y Farmacia de la

Universidad de El Salvador.

Biblioteca digital de la Universidad de El Salvador y bases de datos

pertenecientes al sistema bibliotecario universitario.
Articulos y revistas cientificas.

Bases de datos encontradas en internet. (EBSCO, Google académico,
SCIELO, E-Libro, REDALYC, etc.).



33

4.3 Procedimiento

La investigacion que se desarroll6 fue completamente de caracter
bibliografico y documental, esta se ejecuté6 mediante etapas con la finalidad de
seleccionar el material bibliografico de mayor utilidad para los fines de esta

investigacion.
Estas etapas fueron divididas de la siguiente manera:
4.3.1 Busqueda del material bibliogréfico para su seleccion.

Para la seleccion del material bibliografico fueron de principal interés aquellos
titulos que involucraban: Andlisis quimico de concentracion de alfa-amilasa como
prueba presuntiva de somnolencia al volante en accidentes de transito; para el
caso de los recursos digitales se hizo uso de palabras clave para facilitar la
delimitaciéon de informacién, cabe destacar que las palabras claves fueron escritas

en inglés y en espafiol para ampliar la obtencién de material.
4.3.2 Andlisis y seleccion del material consultado.

Una vez recopilado todo el material bibliografico como los libros,
articulos, trabajos de grado, revistas cientificas y monografias a utilizar, estos
fueron agrupados mediante el uso del software gestor de referencias
bibliograficas: “Zotero”, cuya funcion es indexar y administrar las fuentes
bibliograficas. Esta herramienta se utiliz6 inicamente con aquellos recursos que

se obtuvieron en formato digital.

En el caso del recurso bibliografico consultado en fisico se emple6é una
lectura rapida de los documentos, esto con el fin de identificar cuales recursos
podian aportar informacion relevante para la compilacion, asi delimitando el
material consultado y posteriormente realizar una la lectura y el analisis critico

de la informacién obtenida.
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4.3.3 Disefio de una Préctica de laboratorio

Una vez finalizada la lectura de cada uno de los recursos bibliograficos
seleccionados, se recopil6 la informacién mas relevante para la fundamentacion
del tema, para disefiar una practica de laboratorio que consiste en cuantificar
indirectamente la alfa-amilasa salival humana por espectroscopia UV-Visible
con base en lineamientos establecidos. (Ver Anexo 2).



CAPITULO V

PRACTICA DE LABORATORIO
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5.1 Objetivos

- Cuantificar el contenido de alfa-amilasa salival humana, con respecto al
estado de desvelo de una persona.

- Elaborar una curva de calibracion que permita interpolar la concentracion
de alfa amilasa salival presente en las muestras.

- Realizar la cuantificacion de concentracion de alfa-amilasa salival

humana por medio de espectroscopia UV-Vis.

5.2 Fundamento tedrico

De los fluidos bioldgicos, la saliva es de los tres que mas se encuentran
en la escena del supuesto delito, después de la sangre y el semen, la saliva se
encuentra en cantidades suficientes para una investigacion en el

esclarecimiento de indole legal.??

El flujo salival esta sujeto a una serie de cambios, como son la ingesta de
alimentos, el ritmo circadiano, la edad, el género y las enfermedades bucales.??
Debido a esto, por medio de la cuantificacion de alfa-amilasa salival humana se
puede determinar en casos de accidentes de trafico si un conductor conducia

en estado de somnolencia.

Segun generalidades encontradas sobre la saliva para uso forense, se
encuentra que el rango de referencia de alfa-amilasa encontrado en saliva
humana es de 0.2-6.4mg/mL y que el rango promedio de concentracion de alfa-
amilasa en saliva humana es (0.072-1.300) Ul/uL o (72.01-1300.01)Ul/mL.?2

La alfa-amilasa es una enzima de peso molecular de 45.000 kDa,
responsable de catalizar la hidrdlisis inicial de polimeros grandes de glucosa,

tales como almidén o glucégeno, en fracciones mas pequefias;?* rompiendo sus
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enlaces y liberando glucosa y maltosa (disacarido formado por dos moléculas
de glucosa).

Se llaman enzimas a las sustancias de naturaleza proteica que catalizan
reacciones quimicas, siempre que sea termodinamicamente posible.?®> En estas
reacciones, las moléculas sobre las que actia la enzima en el comienzo del
proceso son llamadas sustratos, y estas los convierten en diferentes moléculas,

los productos.
E+SeoES->E+P (1)

Las enzimas sin ser consumidas o transformadas en el proceso que
participan, aumentan la velocidad de una reaccion al disminuir la barrera de
energia de activacion de los reactivos y aumentando la velocidad a la cual se
alcanza el equilibrio de reaccion, pero no afectan la concentracion final de los

productos.?*

La actividad de la enzima puede ser afectada por factores
experimentales tales como: la concentracion de enzima y de sustrato, el pH de

la solucién de reaccién y la temperatura.?*

El término “espectroscopia” proviene de la palabra “espectro” que
originalmente se referia a los multiples colores de luz que aparecian al analizar
luz blanca a través de un prisma. Implica, por lo tanto, el uso de mdultiples

longitudes de onda de luz.?®

Los espectrofotbmetros tienen la habilidad de medir absorbancia a
valores especificos de longitud de onda. Un espectrofotbmetro es un
instrumento para medir la absorbancia de una solucion. La absorbancia es una
medida cuantitativa Util y esta relacionada con la concentracion a través de la

ley de Beer-Lambert,?6 la cual establece lo siguiente:
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A= ecl )

Donde “A” es la absorbancia de la muestra a una longitud de onda dada,

[P

€” es el coeficiente de extincion del compuesto a esa longitud de onda (A) y sus
unidades son (M-cm)-1, “c” es la concentracion molar de la especie que
absorbe, y | es la longitud de paso de la celda que contiene la solucion donde
se realiza la medicion y estd dada en cm. Asi, si el coeficiente de extincion es
conocido, la absorbancia de la solucion puede ser usada para calcular la
concentracion de la especie en solucién (asumiendo que la Unica especie que

absorbe es el compuesto de interés).

La concentracion de la a-amilasa se puede determinar al comparar la
diferencia de absorbancia entre el blanco de reactivos y la del sustrato que ha
sido hidrolizado al reaccionar con una muestra que contiene la enzima, en un
tiempo determinado y bajo condiciones estandar de reaccion. Es por esto que
sabiendo que “la unidad de alfa-amilasa libera 1.0 mg de maltosa del almidén
en 3 minutos a pH 6.9 a 20°C"?" se puede aplicar el principio para cuantificar
azucares reductoras como la maltosa, y asi hacer una cuantificacion indirecta

de alfa-amilasa salival humana por espectroscopia UV-Visible.

Utilizando el método del acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) para calcular la
concentracion de azucares reductores, ya que el DNS puede ser reducido por la
maltosa, produciendo un cambio de coloraciéon del amarillo al café. El
procedimiento se basa en una reaccion redox que ocurre entre el DNS y los

azucares reductores presentes en la muestra.
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oy *+ AZUCAR a-AMILASA + AZUCAR
REDUCTOR — OXIDADO
T=20°C, pH=6.9
0N NO, O.N
Acido 3,5-dinitrosalicilico Acido 3-amino-5-nitrosalicilico

(absorbancia a A 540 nm)
Figura N.° 1 Reaccion de oxidacion de azucares reductores, método DNS
Fuente: elaboracion propia

Luego se le puede medir la absorbancia con un espectrofotbmetro a una
longitud de onda de 540nm y asi saber la concentracion de maltosa producida y
hacer una interpolacién de los resultados con base en la curva de calibraciéon
con maltosa monohidrato en solucidbn para encontrar indirectamente la

concentracion de alfa-amilasa.



5.3 Materiales y reactivos

Material de Vidrio y General

1 Mechero de Bunsen

1

1

1

Malla de asbesto

Tripode

Termometros de 120°
Embudo

Agitador de vidrio

Vidrio de reloj

Baldn volumétrico de 10.0mL
Balon volumétrico de 25.0mL
Baldn volumétrico de 100.0mL
Balon volumétrico de 750.0mL

Pipeta graduada de 10.0mL

10 Erlenmeyer 25.0mL

1

1

1

1

1 Cubeta de espectrofotometro para

Erlenmeyer de 50.0mL
Beaker de 25.0mL
Beaker de 50.0mL
Micropipeta

Bafio Maria

Barfio de hielo

muestra
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Equipo
Incubadora de agitacion de sobremesa

Espectrofotémetro UV/VIS ajustado a 450
nm

Balanza analitica
Reactivos

Tampodn de fosfato de sodio pH 6,9

D-(+)-Maltosa Monohidrato (C12H22011 -
H20) (maltosa de papa) 99%

Agua purificada

Cloruro de Sodio (NaCl)

Acido 3,5-dinitrosalicilico 98.0%
Solucion de almidén soluble al 1.0 % p/v
Solucién de tartrato de Sodio 5.3M
Solucién de tartrato de potasio 5.3M
Solucién NaOH 1M

Solucion NaOH 2M

Hidréxido de Sodio (NaOH) 6.7 mM
Solucidon de Cloruro de Sodio (NaCl)
Solucion estdndar de Maltosa 0.2% plv
Fosfato de sodio de 20 mM

Muestra

Saliva Humana (contenido de alfa-amilasa).
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5.4  Conocimientos previos

- Método: deteccion espectrofotométrica.
- Conocimientos de la ley de Lambert Beer.

- Uso del espectrofotometro UV-Vis.

5.5  Procedimiento experimental
Principio: Almidéon + H20 a-amilasa - Grupos reductores (Maltosa)

- Definicién de unidad:
Una unidad de alfa-amilasa libera 1.0 mg de maltosa del almidén en 3 minutos a
pH 6.9 a 20°C. ?/

- Condiciones:
T =20°C, pH =6.9, A540nm, Paso de luz=1 cm

5.5.1 Curva estandar para cuantificar la maltosa liberada

1. Pesar 0.0202 g de maltosa en balanza analitica y diluir a 10.0mL en
balén volumétrico y mezclar por inversion.
2. Se establece una curva estandar diluyendo la solucion de maltosa (0,2 %

p/v) como se indica a continuacién en agua purificada:



Tabla N.° 3 Dilucion de las soluciones para la curva estandar.
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DILUCIONES D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 | Blanco
Solucion de

Maltosa 0.2% 0.05 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 2.00

(mL)

Agua Purificada | ) oo 1.80 1.60 1.40 1.20 1.00 2.00
(mL) —

Reactivo de 1 1 1 1 1 1 1 1

color (mL)

Concentracion |  y0504 | 0.020% | 0.040% | 0.060% | 0.080% | 0.100% | 0.200% | 0.000%
de referencia

Fuente: elaboracion propia

Después de la adicién de reactivo de color, depositar los erlenmeyer de

25.0mL en el agitador de sobremesa por tres minutos.

Luego llevar los tubos al bafio maria durante 15 minutos,

Enfriar en bafio de hielo hasta alcanzar la temperatura ambiente y se

adicionan 9.0mL de agua purificada.

Mezclar por inversion y pipetear 3.0mL de cada mezcla de disolucién en

una cubeta de espectrofotometro y realizar la lectura de absorbancia a 540 nm,

apunte el resultado de la medicion en el cuadro de respuestas (tabla N° 3):

Tabla N.° 4 Datos de las absorbancias para la curva estandar.

Dilucién

D1

D2

D3

D4

D5

D6

Blanco

Absorbancias

Fuente: elaboracién propia
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5.5.2 Ensayo
Obtencién de la enzima alfa-amilasa.

Para recolectar las muestras de saliva, los participantes deben ser orientados a
depositar saliva en un tubo (previamente marcada la linea de aforo con
instrumento volumétrico hasta 2.0mL), con la ayuda de un embudo, hasta

alcanzar el marcador de 2.0mL.

2.0mL

e

Figura N.° 2 Pasos para recoleccion de muestra de saliva.
Fuente: elaboracién propia con base en la referencia.?’

Prepare una solucion que contenga aproximadamente 1 unidad/mL de alfa-
amilasa en agua purificada, teniendo en cuenta que la concentracion de alfa-

amilasa en saliva humana es 0.072-1.3Ul/uL. (Ver Figura N. ° 3)
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Datos requeridos en la dilucion: 50x25
[a-amilasa en saliva]: 0.072-1.3Ul/uL FD = = 625
[X]a—amilasa en salivazo.6863U|/|JL 2

[X]a-amilasa en saliva~686U1/mL

1.0mL 50.0mL
[686UI/mL] [13.720U1/mL]

2.0mL 25.0mL
[13.720U1/mLI [1.098Ul/mL]

Figura N.° 3 Esquema de dilucién de la muestra con base en la referencia.?’

Documentar las horas de suefio de la persona que provee la muestra, en la
tabla N° 4 para obtener informacién que correlacione la concentracién de alfa-

amilasa y el suefio.

Tabla N.° 5 Datos de recolecciéon de muestra de alfa-amilasa.

Muestra Horas de suefio Concentracion
Ul/mL
1
2
3

Fuente: elaboracion propia
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Antes de la Prueba:

1. Ajuste el espectrofotémetro a 540 nmy 20 °C.

\Z

2. Ajuste una incubadora de agitacion de sobremesa equipada con un

portamuestras a 20 °C.

3. Calentar un bafo de agua a 100°C, equiparlo con un portamuestras.

4

4. Preparar un recipiente lleno de hielo para enfriar las muestras.

N4

5. Pipetee en erlenmeyer de 25 mL, 1.0mL de sustrato (solucién de almidon de
patata amortiguada), mezcle agitando e incube a 20°C durante 3-4 minutos
para lograr el equilibrio de temperatura.

*Nota: El paso 5 debe realizarse con cada una de las muestras por triplicado.



a7

Prueba:

1. Agregue 500-1000uL de solucién enzimatica a 1.0mL de almidén (ambos
volumenes medidos con micropipeta), mezcle agitando e incube a 20°C

durante exactamente 3 minutos.

2. Después de 3 minutos, agregue 1.0mL de solucion de reactivo de color,
tape el recipiente, y detenga la reaccién colocandolo en el bafio de agua

hirviendo.

3. Complete a 1.0mL el volumen de enzima agregado (por ejemplo, si se
agregaron 700.0uL, agregue 300.0uL de solucion de enzima).

\Z

4. Hervir durante exactamente 15 minutos y enfriar en hielo durante unos

minutos.
V4

5. Agregar 9.0ml de agua purificada. Mezclar por inversion.

\Z

6. Pipetear 3.0mL de la mezcla de reaccibon en una cubeta de
espectrofotometro y registre la absorbancia a 540 nm, anotar absorbancia en
cuadro de respuestas (Tabla N° 4).

N7

Nota: si el resultado fuere indetectable o inferior a la curva de calibracion, se
procedera con un incremento en la adicion de la solucién enzimética en el
paso 1, si el resultado fuere mayor que el de la curva de calibracién estandar
se procedera con la disminucién de la adicién de solucion enzimatica en el
paso 1.
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Blanco:

1. Para ensayos en blanco, el protocolo es similar pero no se agrega
ninguna enzima antes de la incubacion de 3 minutos.

2. Es solo después de la adicion del reactivo de color y luego de colocar el
recipiente de reaccién en el bafio de ebullicibn, se agrega 1.0mL de
solucion enzimética.

3. Después del procedimiento de blanco, la absorbancia, se registra de
manera similar.

NOTA: Para probar 3 muestras de solucion enzimatica, estas se pueden

ejecutar sucesivamente.

Tabla N.° 6 Datos de las absorbancias para las muestras (por triplicado) y el
blanco.

Muestra Absorbancia Absorbancia Absorbancia X de
1 2 3 Absorbancias
1
2
3
Blanco

Fuente: elaboracion propia
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5.6 Calculos

1. Se debe calcular la linealidad utilizando la ecuacion 3.
y=mx+b 3)

Dénde:

a: pendiente de la regresion lineal establecida para 540nm de los Estandares vs
cantidad de Maltosa [mqg].

b: intercepto de la regresion lineal establecida para 540nm de los Estandares

vs. cantidad de Maltosa [mg].

Y: representa el valor de la absorbancia corregido por el blanco y determinado

espectrofotométricamente a la longitud de onda (A) maxima de 540 nm.

X: Representa el valor de concentracion de azlcares reductores expresado en
g/100mL.

Calcular la concentracion de la muestra de solucibn enzimatica utilizando

ecuacion 4.
X=(Y-b)/m (4)

Una unidad de alfa-amilasa (U) libera 1.0 mg de maltosa del almidén en 3
minutos a pH 6.9 a 20°C.

U= ((Y-b)/m). FD. 100 (5)

Nota: Reportar los resultados en “informe de Resultados (Ver anexo 8).



CAPITULO VI

CONCLUSIONES
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5.0 CONCLUSIONES

1- Utilizando el método del &cido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) es posible
realizar una cuantificacion indirecta de la concentracién de alfa amilasa salival

humana por el método espectroscopia UV Vis.

2- La propuesta de analisis quimico para determinar la concentracion de
alfa-amilasa, como prueba presuntiva de somnolencia al volante en accidentes
de transito, ofrece una potencial respuesta a la necesidad de nuevas
alternativas de analisis quimico dentro de las investigaciones forenses, en las
cuales se encuentre como indicio a la saliva, tomando como biomarcador a la
AAS humana.

3- Entre las ventajas de la técnica propuesta se mencionan que es de
baja complejidad, tiene bajo costo de implementacién, requiere de equipo poco
sofisticado y no requiere de personal altamente especializado, por lo cual, es
viable de realizar en el laboratorio de Quimica Forense y Toxicologia de la
Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador.



CAPITULO VIl

RECOMENDACIONES
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6.0 RECOMENDACIONES

1- A las autoridades de la Facultad de Quimica y Farmacia contribuyan a
implementar la “propuesta de analisis quimico de concentracion de alfa-amilasa,
como prueba presuntiva de somnolencia al volante en accidentes de transito”
en el laboratorio de Quimica Forense y Toxicologia de la Universidad de El

Salvador.

2- A la Universidad de EI Salvador, investigar nuevas alternativas o
meétodos de andlisis quimico cuantitativo, que sean capaces de dar respuesta a
la necesidad de demostrar el estado de somnolencia de una persona, que se

haya encontrado involucrada en un accidente de transito.

3- A las autoridades competentes una actualizacion al Reglamento
General de Transito Terrestre de El Salvador que contribuya a la disminucion de
los accidentes de transito, ademas de incluir la somnolencia al volante, en los
registros estadisticos, tomando en cuenta que implica altas probabilidades de

acontecimiento de los mismos.
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8.0 ANEXOS



DATOS ESTADISTICOS DE ACCIDENTES DE VEHICULO DE MOTOR
O SIN MOTOR, TIPO DE VEHICULO NO ESPECIFICADO

ANEXO N.° 1

DIGESTYC

Direccién General de Estadistica y Censos

Departamento de Poblacion y Estadisticas Vitales

CLASIFICACION SERCY
PERIODO INTERNACIONAL DESCRIPCION DE LA CAUSA
CIE-10 TOTAL | HOMBRES | MUJERES
2019 V89 Accidente de vehiculo de motor o sin motor, tipo de vehiculo no especificado. 1,043 833 210
2018 819 661 158
2017 829 684 145
2016 832 683 149
2015 926 741 185
2014 1,016 808 208
2013 951 771 180
2012 913 732 181
2011 1,067 839 228
2010 1,106 863 243

Fuente: Cuadros Estadisticos
Fecha:5/5/2022




ANEXO N.° 2

LINEAMIENTOS DE LA PRACTICA DE LABORATORIO



UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA
CURSO DE ESPECIALIZACION
“ANALISIS QUIMICO APLICADO A LA INVESTIGACION CRIMINAL”

ESTRUCTURA DE LA PRACTICA DE LABORATORIO

El presente documento establece el contenido a ser considerado para la
estructuracion de la propuesta de practica de laboratorio, que presentaran los
egresados al concluir el Curso de Especializacion y contendra los siguientes

apartados:
Portada:
Nombre de la Facultad (Centrado)
Nombre de la Practica (Centrado)
Imagen alusiva a la tematica (Centrado)
Objetivos:

Establecer un minimo de tres Objetivos, no es necesario diferenciar entre

objetivo general y especificos.
Fundamento Tedrico:

Debera incluirse el fundamento quimico, puede incluirse reacciones

quimicas que ayuden a la comprension del tema.

Equipo, Materiales y Reactivos:



Debe desglosarse cada uno de estos requerimientos para el desarrollo
de la préctica.

En cuanto del equipo deben ser incluidas las especificaciones.

Los materiales deben ser detallados, de igual manera se deberan incluir

las especificaciones.

Los reactivos, deben detallarse los que se utilizardn en estado puro y los
preparados, incluyendo informacion como concentraciones, en caso de ser

necesario.
Conocimientos Previos:

Plasmar cualquier conocimiento previo que sea necesario para que el
estudiante comprenda de manera integra la practica que va a desarrollar y que

no se contempla en el fundamento teérico.
Procedimiento:

Debera ser presentado paso a paso de manera secuencial, podra incluir

un esquema que permita visualizar mejor el proceso.
Referencias Bibliograficas:
De acuerdo a Normas VANCOUVER
Anexos:

Principalmente los que complementen al apartado de Equipo, Materiales
y Reactivos; para este ultimo se debera incluir la forma de preparacion de

aguellos que no se utilicen en forma pura.



La préactica disefiada, constituira un capitulo del informe final, como
producto de haber concluido el Curso de Especializacion, como modalidad de

trabajo de grado.



ANEXO N. °3

ESPECIFICACIONES DEL ESPECTROFOTOMETRO SHIMADZU UV-

1800

I'abla 1. Especificaciones generales del instrumento.

Dimensiones

450 (ancho) x 490 (profundidad) x 270
(altura) mm

Peso

15 kg

Fuente de luz

Lampara de tungsteno y lampara de deuterio.
Vida Gtil: 2000 horas

Intervalo espectral

190,0 - 1100,0 nm

Temperatura de operacion

15°C-35°C

Ancho de banda espectral

Inm (190 to 1100nm)

Indicacion de la longitud de onda

En incrementos de 0.1-nm

Fijacion de la longitud de onda

En incrementos de 0.1-nm (incrementos de
1-nm al establecer un intervalo de barrido)

Exactitud espectral (para
validacion del equipo, en correcto
funcionamiento del sistema 6ptico)

#0.Inm @ 656.lnm D2 #0.3nm (190 to
1100nm)

Repetitividad espectral

+0.1lnm

La luz espuria o erritica: es toda luz que
llega al detector sin haber atravesado
la muestra cuya absorbancia queremos
medir.

Menos de 0.02 % usando Nal a 220nm,
NaNO, a 340nm menos de 1.0 % usando
KCl a 198nm

Sistema fotométrico

Doble haz

Intervalo fotométrico de medida

Absorbancia: 4 a 4 Abs. Transmitancia: 0 %
2400 %

Exactitud fotométrica

+0.002 Abs (0.5Abs) +0.004 Abs (1.0Abs)
£0.006 Abs (2.0Abs)

Repetitividad fotométrica

Menos de +0.001 Abs (0.5 Abs), menos de
+0.001 Abs (1 Abs), menos de +0.003, Abs
(2.0 Abs)

Estabilidad de la linea de base

Menos de 0.0003 Abs/hora a 700nm (después
de una hora de encendida la fuente de luz)

Nivel de ruido

0.05 valor RMS a 700nm

Software

UV-PROBE

Fuente. Shimadzu, 2014

Figura N.° 4Especificaciones del espectrofotometro Shimadzu UV-1800
Fuente: Internet.?®




ANEXO N. °4

ESPECIFICACIONESDE LA INCUBADORA CON AGITACION
ORBITALTE-4200

Caracteristicas Tecnicas

Temperatura: De ambiente +7°C a 55°C (temperaturas mas altas: consultar)

Controladar: (E);ci;;tﬁllarrrr\‘igrc])gocesado via teclado de membrana para rotacion, tiempo y

Sensor: PT-100

Precision de control: +0,3°C

Uniformidad: +1,5°C

Agitacion: Orbital de 30 a 250 RPM

Motor: Induccion 1/6 HP con inversor de frecuencia

Temporizador: Programable hasta 99:59 horas. Apagado automatico al termino del tiempo
programado

Circulacion: Con o sin renovacion

Tapa: En acrilico transparente

Gabinete: E_n Vacuum Formipg y base en acero carbono con tratamiento anticorrosivo y
pintura electrostatica

Dimensiones: Ancho=530 x Profundidad=645 x Alto=540 mm

Peso: 37.5KG

Potencia: 750 Watts

Voltaje: 220V

Acompana: 02 Fusibles extra

20 garras para Erlenmeyer de 125 ml; o 20 garras para Erlenmeyer de 250
garras para Erlenmeyer de 500 mi; o 05 garras para Erlenmeyer de 1000 mi

Precision de control: +-2 RPM
Modelo opcional: TE-4200-127V para 127 Volts

Plataforma (a eleqgir):

Figura N.° 5 Especificaciones de la incubadora con agitacion orbital
Fuente: Internet.?®



ANEXO N. °5

PREPARACION DE REACTIVOS

Tampoén fosfato

Preparar 100 ml de un tampoén de fosfato de sodio de 20 mM que contenga
NaCl de 6.7 mM. Ajustese a pH 6.9 a 20°C con NaOH 1 M.

Para ello se pesara en balanza analitica 0.800g de Na:HPO4, 1.9019g de
NaH2PO4y 0.0392g de NaCl, posteriormente depositar en balon volumétrico
de 100 mL y aforar hasta la marca.

Sustrato: almidon de patata soluble al 1.0%

Llevar a bafio Maria, agitar y
mantener justo por debajo de la
temperatura  de  ebullicién
durante 15 minutos.

0.25g Almidon + 20mL
tampon En Beaker cubierto
por un vidrio reloj.

Enfriar a temperatura ambiente,
decantar la solucién en un baldn
volumétrico de 25 mL y aforar.

Figura N.° 6 Preparacion de reactivos.
Fuente: Elaboracion propia con base en la referencia.?’



PREPARACION DE LA SOLUCION DE REACTIVO DE COLOR

Pesar 0.8g Disolver en 10mL Calentar de
NaOH de agua purificada 50-70 °C
NOTA: En
N procedimiento 1y 3
-Mantener temperatura
= evitando ebullicion.
J -Agitar
= constantemente.
Pesar 12.0g de Disolver en
tartrato de sodio 8.0mL de sin tibia
y potasio tetra de NaOH 2M
hidratado
Pesar 0.438g Disolver en Calentar de
de &cido 3,5- 20.0mL de 50-70°C
dinitrosalicilico agua purificada
Agregar lentamente 8 mL
/ de la Solucién de Tartrato
de Potasio y Sodio 5.3 M
12mL de
agua
purificada a
60°C % Agregue 20 ml de la
solucion de acido 3,5-
dinitrosalicilico 96 mM.

Agitar hasta completar la disolucién.

“La solucion del reactivo de color se puede almacenar hasta 6 meses en matraz
ambar a temperatura ambiente”.

Figura N.° 7 Elaboracién del reactivo de color.
Fuente: Elaboracién propia con base en la referencia.?’



PREPARACION DE ESTANDAR DE MALTOSA AL 0.2 % P/V (GRADO
REACTIVO)

Con la ayuda de un embudo

previamente seco, depositar la
Pesarh_ d to'ogg(gg maltosa maltosa dentro del baldn
monohidrato (99%). volumétrico.

Aforar balén volumétrico a
10.0mL.

Figura N.° 8 Elaboracion del Estandar de maltosa 0.2% p/v.
Fuente: Elaboracion propia con base en la referencia.?’




ANEXO N. °6
INFORME DE RESULTADOS
UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

INFORME DE RESULTADOS DE LA PRACTICA

Analistas: N° de grupo:

Docente responsable:

Nombre de la practica: Fecha de realizacion:

Resultados obtenidos:

Calculos:

Observaciones:

Conclusiones:




