Los productos quimicos en
el laboratorio
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(tgl)




Tipos de productos quimicos

» Los productos quimicos

oresentes en los

aboratorios se pueden
clasificar aplicando

diferentes criterios. Por
ejemplo, segun el criterio

de riesgo para la salud.




Tipos de productos quimicos
segun su funcion

» Disolventes

» Reactivos.

» Colorantes.

» Indicadores.

» Patrones primarios.
» Medios de cultivo.




Tipos de productos quimicos

» Disolventes: Son productos liquidos que se
usan para elaborar disoluciones. El mas
utilizado es el agua.

» Reactivos. Son sustancias de naturalezay
concentracion conocidas que se utilizan para
producir reacciones quimicas.

Los objetivos de estas reacciones pueden ser
diversos: determinar la presencia o la
concentracion de una sustancia, identificar un
microorganismo, inactivar una sustancia
toxica, etc.




Tipos de productos quimicos

» Colorantes. Son sustancias que
tinen tejidos, celulas, partes de
células, bacterias u otras
estructuras organicas para facilitar
su visualizacion. El mecanismo de
accion de algunos colorantes se
basa en reacciones quimicas,
mientras que muchos otros
sencillamente se concentran en
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Tipos de productos quimicos

» Indicadores. Son productos que se adicionan al
medio y que cambian de color en el punto final
de la reaccion. Por ejemplo, las tiras
indicadoras de pH o las tiras para verificar un
proceso de esterilizacion contienen
indicadores.

» Patrones primarios. Son sustancias que se
utilizan como referencia al hacer una
valoracion o una estandarizacion.




Tipos de productos quimicos

» Medios de cultivo. El estudio
microbioldgico requiere la
siembra de la muestra,
debidamente preparada, para
que los microorganismos
presentes se reproduzcany
puedan ser identificados. La
mayoria de los medios de
cultivo se comercializan con
todos sus componentes y van
acompanados de las

instrucciones para prepararlos.




E. Colli en Agar Mac Conkey




Los reactivos

» Un reactivo es toda sustancia que interactua con
otra en una reaccion quimica y que da lugar a
otras sustancias de propiedades distintas,
denominadas productos de reaccion.

Estas reacciones proporcionan muchas opciones
en el laboratorio: Se puede provocar una reaccion
porque el producto resultante es mas facil de
cuantificar que el/de origen, o porque la reaccion
provocara un cambio de color que permitira
determinar si un analito esta presente, o porque
reducira la peligrosidad de un roducto Yy
facilitara la gestion de los residuos resultantes,
etc.




Clasificaciones de los reactivos

» Los reactivos se pueden clasificar teniendo en
cuenta muchos criterios. Podemos destacar:

> Segun su estado de agregacion: sélidos,
liquidos o disoluciones preparadas.

) Segun su naturaleza quimica.
Distinguimos dos grandes grupos:
- ORGANICOS
> INORGANICOS




Reactivos inorganicos

» La mayoria de los reactivos comunes
pertenecen a este grupo. La clasificacion
quimica detallada se correspondera a la de
todas las sustancias quimicas: acidos, bases,
sales, etc.

» Dentro de estos reactivos inorganicos se
puede distinguir entre reactivos para analisis
clasicos, preparados para analisis
instrumentales y disolventes.




Reactivos organicos

» Son habituales los disolventes organicos en
muchos laboratorios.

» Otros productos, como los destinados a
sintesis organicas, solo los encontramos en
algunos laboratorios.




La pureza

» En la practica debemos tener en cuenta que en el
“mundo real” no hay sustancias puras. Podemos
encontrar preparados comerciales con grados de
pureza muy elevados, pero no existe la garantia
de pureza absoluta, ya que siempre hay algun
nivel de impureza.

» Las impurezas que acompanan a un reactivo son
sustancias que no reaccionaran en la reaccion
ue estamos estudiando. Para diferenciar la parte
ge reactivo que si reaccionara (parte pura) de la
que no (parte impura), se define la pureza del
reactivo, que se expresa en porcentaje y se
refleja en la etiqueta del producto.




La pureza

» Por ejemplo, si un envase de cloruro sodico
especifica que tiene una pureza del 99,6%
significa que 100 g de este producto estan
formados por 99,6 g de NaCly 0,4 g de
iImpurezas.

» La cantidad de impurezas presentes en los
reactivos quimicos determinan una
clasificacion de los reactivos. Las categorias
de interes en los laboratorios de analisis son,
en orden de pureza:




La pureza

» Grado quimicamente puro (QP).

» Grado reactivo analitico (PA, DC, RA).

» Grado HPLC (high purity liguid
chromatogha-phy).

» Ademas de estos, existen grados de menor

pureza (mercantil, industrial y técnico), que
generalmente no usaremos en el laboratorio.




La pureza

» Grado quimicamente puro (QP). Es el grado
que se aplica a los productos de una pureza
inferior a los de grado reactivo.

» Grado reactivo analitico (PA, DC, RA). Tienen
un porcentaje muy bajo de impurezas, lo cual
hace a estos reactivos adecuados para utilizar
en técnicas analiticas de diagnostico. Dentro
de este grupo, los mas utilizados son los que
cumplen con las normas de la ACS (American
Chemical Society), que indican en su etiqueta
PA-ACS.




La pureza

» Grado HPLC (high purity liguid
chromatogha-phy). Los productos que se
encuentran clasificados como HPLC son los
de mayor pureza, y son aptos para su uso en
cromatografia liquida de alta resolucion.

» Ademas de estos, existen grados de menor
pureza (mercantil, industrial y técnico), que
generalmente no usaremos en el laboratorio.




La pureza

» La informacion sobre la composicion
quimica y la pureza de cada reactivo
constan en su etiqueta, y es una
informacion esencial ya que cada
tecnica analitica tiene establecido el
nivel de pureza que deben tener los
reactivos utilizados en ella.




Los kits de reactivos

» La automatizacion de las pruebas
diagnosticas ha conducido a que las
empresas suministren kits de reactivos
especificos para los equipos que
comercializan. También existen kits para
determinadas técnicas.

» Un kit de reactivos es un conjunto de dos o
mas reactivos que se emplean para
determinar una sustancia y que se
comercializan conjuntamente.




El agua

» Muchos de los procesos que se
realizan en el laboratorio requieren el
uso de agua como disolvente. Ademas,
también se utiliza como reactivo, en
operaciones de limpieza, o como
elemento necesario en distintos
procesos (esterilizacion con autoclave,

destilaciones, etc.).




Las propiedades del agua

» La molécula de agua esta compuesta por dos
ato-mos de hidrégeno y uno de oxigeno,
dispuestos de tal manera que forman un
angulo de 105° con el oxigeno en el vértice.

» En la moleécula, los electrones se disponen
cerca de este vertice, de forma que la
molécula queda con las cargas negativas en
ese vértice y las positivas en el otro extremo,
es decir, es una molécula polar (con dos
polos, uno con carga positiva y otro con
carga negativa).




Las propiedades del agua

» A causa de esta polaridad, entre
las distintas moléculas de agua se
forman unas uniones mediante
puentes de hidrogeno. Estas
uniones son débiles y se rompen
vy se vuelven a formar con
frecuencia en el agua liquida.
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Las propiedades del agua

» Estas caracteristicas quimicas hacen
gue el agua sea un excelente
disolvente.

» De hecho, del agua se dice que es el
disolvente universal, ya que puede
disolver sustancias polares o con
carga ionica (alcoholes, aminoacidos,
proteinas, sustancias salinas, etc.).




La calidad del agua
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Existen distintos niveles de calidad del agua, con
base en parametros de dureza, f|5|cqu|m|cos Yy
microbiologicos, y para cada uso se debe
seleccionar el tipo de agua adecuado.

Ejemplos:

» Al preparar un medio de cultivo usando como

disolvente un agua sin garantias de esterilidad,
en el cultivo que realicemos lo mas probable es
que obtengamos un crecimiento de
microorganismos procedentes del agua

» Al aplicar una técnica potenciométrica a una

disolucion realizada con agua que contiene
iones, la lectura resultante no sera la correcta.




La calidad del agua

» Al igual que comentabamos en
referencia a la pureza de los
reactivos, también la calidad
del agua es un parametro
establecido para cada técnica
analitica y procedimiento que
se realice en el laboratorio.




Clasificacion del agua de acuerdo
a su dureza

» El agua dura o calcarea es aquella que

contiene un alto nivel de sales de magnesioy
calcio.

» La dureza del agua se expresa normalmente
como cantidad equivalente de carbonato de
calcio (aunque propiamente esta sal no se
encuentre en el agua) y se calcula a partir de
la suma de las concentraciones de calcio y
magnesio (en miligramos por litro o en partes
por millon).




Clasificacion del agua de acuerdo
a su dureza

Tipos de agua mg CaC0s/L agua
Agua blanda < 17
Agua levemente dura <60
Agua moderadamente dura <120
Agua dura <180
Agua muy dura > 180




Clasificacion del agua de acuerdo
a su calidad fisicoquimica

» Teniendo en cuenta diversos
parametros fisicoquimicos, se
distinguen cuatro tipos de
agua:

v, 1L, Ty 1V, siendo la tipo | la
mas puray la tipo IV, la
menos pura.




Clasificacion del agua de acuerdo
a su calidad fisicoquimica

» Tipos Il y IV o de grado
laboratorio:

» Para el aclarado final del
material de vidrio, pruebas
cualitativas y preparacion de
algunos reactivos y medios de

cultivo.




Clasificacion del agua de acuerdo
a su calidad fisicoquimica

» Tipo Il o de grado analitico:

»Se usa en la mayoria de los
analizadores automaticos y
para preparar la mayoria de
los medios de cultivo y
reactivos.




Clasificacion del agua de acuerdo
a su calidad fisicoquimica

» Tipo | o ultrapura:

»Se usa para cultivos celulares,
absorcion atomica y HPLC
(cromatografia liquida de alta
eficacia, high performance
liquid chromatography).




»Hay que tener en cuenta;:

» Que para que el agua mantenga su nivel
de calidad es necesario aplicar los
procedimientos de almacenamiento y
manejo que corresponda. Por ejemplo, el
agua purificada en contacto con la
atmosfera absorbe una pequena
cantidad de CO,, lo cual hace que su
conductividad aumente un poco.




Clasificacion del agua segun su
calidad microbioldgica

» El agua también se clasifica
segun su calidad
microbiologica, es decir,
segun la cantidad de
microorganismos presentes




Procesos para purificar el agua

»Filtracion
»Osmosis inversa
»Destilacion
»Desionizacion




Filtracion

» La filtracion es un paso previo antes de
aplicar cualquier otro medio de purificacion.
El procedimiento mas comun es usar un filtro
de particulas que impide el paso de sélidos y
a continuacion filtros de carbon activado que
adsorben gran parte de las sustancias
organicas disueltas en el agua.

» El carbon activado esta tratado para
incrementar su capacidad de adsorber, lo cual
se consigue haciéndolo mas poroso.




Filtracion

» No hay que confundir absorcion y
adsorcion:

» Absorcion: la sustancia absorbida
penetra en la que la absorbe.

» Adsorcion: la sustancia adsorbida
es atraida y retenida en la
superficie de la que la adsorbe,
pero no penetra en ella.




Osmosis inversa

» La 6smosis inversa consiste en aplicar presion
sobre una disolucidon concentrada separada
mediante una membrana semipermeable de otra
solucion menos concentrada.

» Al aplicar la presion se consigue que pase agua
puray se separe del agua con mayor
concentracion de sustancias. Se puede decir que
ocurre lo contrario que en una 0smosis, ya que
mientras en la 6smosis el equilibrio se consigue

or el paso de agua desde la disolucion diluida a
a concentrada, en la 6smosis inversa se consigue
por el paso del agua desde la disolucion
concentrada a la diluida.




Osmosis inversa

» Las membranas tienen un tamano de poro
muy pequeno, de alrededor de 0,0005 pm de
diametro, y evita el paso de sales, materias
inorganicas, sustancias organicas, pirogenos,
virus y bacterias.

» Resulta un procedimiento relativamente

parato y es eficaz para muchos usos del

aboratorio, lo que lo convierte en el método

de eleccidon para la purificacion de agua a

gran escala.




Osmosis inversa

» El equipo de 6smosis inversa puede tener
varias configuraciones, dependiendo de la
calidad del agua de alimentacion, pero todos
poseen una o varias membranas
semipermeables a traves de las cuales se
hace circular el agua.

» Como las membranas se van colmatando, se
deben limpiar de forma periédica para
asegurar que el sistema continue
funcionando con el maximo rendimiento.




Destilacion

» Permite separar sustancias en funcion de sus

ountos de ebullicion. El proceso basico para

ourificar agua mediante destilacion consiste
en calentar al agua de origen; una vez que se
alcanza el punto de ebullicion del agua, esta
comienza a evaporarse y estos vapores se
recogen y se enfrian para que vuelva a estado
liquido.

» El producto resultante es agua destilada, y en
el recipiente origen quedan las impurezas




Destilacion

» En ocasiones se aplica una segunda
destilacion al agua destilada; en este caso se
obtiene agua bidestilada.

» Mediante este proceso se eliminan muchos de
los contaminantes del agua, ya que la mayor
parte de las impurezas son sales, que
gquedaran en el tanque de ebullicion; no
elimina, sin embargo, los contaminantes
volatiles.




Destilacion

» El gran inconveniente de la
destilacion es que gasta
mucha energia, lo que hace
que sea un procedimiento
demasiado caro cuando se
necesitan grandes volumenes
de agua.




Desionizacion

» La desionizacion, también [lamada
desmineralizacion, se logra al pasar el agua a
través de unas resinas de intercambio ionico,
gue emiten iones al agua y atraen a
determinadas moléculas presentes en ella; el
producto que se obtiene es agua desionizada.
Los equipos de intercambio idnico tienen dos
tipos de resinas:

» Resinas de intercambio de cationes.
» Resinas de intercambio de aniones.




Desionizacion

» Resinas de intercambio de cationes:

Retiran iones positivos del agua (como
Na+, Ca2+, etc.) y le aportan protones
(H*).

» Resinas de intercambio de aniones:
Retiran iones negativos (como C1-,
HCO03-, CO5%7) y aportan grupos
hidroxilos (OH").




Desionizacion

» Los iones liberados por las resinas (HT y
OH-), se combinan entre si y forman
agua.

» Este método es facil de instalary
proporciona mayor volumen de agua
pura que la destilacion, pero las resinas
se deben regenerar periodicamente para

que funcionen correctamente, y este es
un procedimiento caro.

» Ademas, la desionizacion sola no elimina
la materia organica.




Eficacia de los procedimientos
para purificar el agua

Filtracion| Osmosis | Destilacion | Desionizacion
Inversa
Pirdgenos y virus * * ek ok -
Bacterias K e k K ok K "
Particulas e ok ¥k K * A K =
Solidos inorganicos disueltos * o k% ek
Gases inorganicos disueltos - * ok ek K
Compuestos organicos disueltos : % o o

*** Excelente  **Buena  *Baja - Sin efecto




El agua ultrapura

» El agua ultrapura no se puede obtener a
partir de un solo proceso, se requiere la
combinacion de mas de uno de ellos para
lograr la calidad deseada tanto en lo
fisicoquimico como en lo microbioldgico.

» Una forma de lograrla es filtrando el agua de
la red de suministro con filtros de sedimentos
y de carbdn activado, para eliminar las
particulas de mayor tamano y el cloro

residual.




El agua ultrapura

» El agua resultante se pasa a una unidad de
osmosis inversa, donde se eliminan las sales
disueltas con una efi-ciencia de entre el 95 y

el 98%.

» Finalmente, se pasa por un equipo de
intercambio ionico. El agua que se obtiene no
necesariamente cumple con los estandares de
calidad y es conveniente hacer varios pasos a
través de las resinas.




El agua ultrapura

» Finalmente, se pasa por un equipo de
intercambio ionico. El agua que se obtiene no
necesariamente cumple con los estandares de
calidad y es conveniente hacer varios pasos a
través de las resinas.

» Cuando el agua tratada circula, se intercala una
lampara UV de 254 nm para su desinfeccion y
una segunda lampara UV de 185 nm para
efectuar la destruccion de la materia organica al
nivel de trazas, que siempre se genera cuando el
agua esta en contacto con la resina mixta y
demas componentes del equipo.




El agua ultrapura
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El agua ultrapura

» Hay que tener en cuenta
ademas que el agua
almacenada pierde sus
cualidades, por lo que el
reciclado continuo es muy
conveniente.




Productos especificos de los
distintos laboratorios

» Cada tipo de laboratorio utiliza
productos quimicos especificos
para su actividad. A continuacion
veremos de forma resumida
cuales cuales son los mas
habituales en los laboratorios de
Analisis Clinicos y en los de
Anatomia Patologica.




Productos quimicos en los
laboratorios de Analisis Clinicos

» En todos ellos encontraremos
reactivos comunes a cualquier
laboratorio, como el agua, o
ciertos acidos y bases, vy
ademas algunos productos
especificos.




Bioquimica Clinica

» Ademas de reactivos comunes,
estos laboratorios utilizan
mayoritariamente kits de
reactivos, adecuados a los
equipos de analisis
automatizados de que
dispongan.




Hematologia

» En este caso encontramos reactivos comunes
y kits de reactivos para los analizadores
comerciales, pero también distintos
colorantes para poder tenir las céelulas de la
sangre y la médula 6sea.

» Los colorantes vienen ya preparados v listos
nara usar. Los que se usan mas
nabitualmente en Hematologia son los
derivados de la mezcla de colorantes acidos y
basicos (eosina y azul de metileno), como:




Hematologia

» La solucion de May-Griinwald, que contiene
eosina (como colorante anionico) y azul de

metileno (como colorante cationico) disueltos
en metanol.

» La solucion de Giemsa, que contiene eosina,
azul de metileno y productos de la oxidacion
del azul de metileno (azur A, azur B, violeta
de metilo y azul de metilo).




Inmunologia

» Los reactivos tipicos del
laboratorio de Inmunologia son
los anticuerpos que al ponerlos en
contacto con sus antigenos dan
lugar a la union antigeno-
anticuerpo que se visualizara
mediante otros reactivos
enzimaticos o fluorescentes.




Biologia molecular

» En los laboratorios de Biologia Molecular se
usan kits especificos para extraccion de ADN
o ARN y una mezcla de reactivos para llevar a
cabo la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), que nos permitira obtener multiples
copias de un fragmento de ADN.

» Para este procedimiento, que estudiaremos
en el modulo de Biologia Molecular, se
necesitan productos como:




Biologia molecular

» Los cuatro desoxirribonucleotidos-trifosfato
(dNTP), que seran los sustratos para
polimeri-zar nuevo ADN.

» Cebadores o iniciadores (primers), que
delimitan la zona de ADN que se va a
amplificar y son los que permiten que la
polimerasa inicie la reaccion.




Biologia molecular

» lones divalentes, que actuan como cofactores
de la polimerasa. Se suele usar magnesio
(Mg?+), agregado comunmente como cloruro
de mag-nesio (MgCl,).

» lones monovalentes, como el potasio.

» Una solucidn tampodn o buffer, que mantiene
el pH adecuado para el funcionamiento de la
ADN polimerasa.




Biologia molecular

» lones divalentes, que actuan como cofactores
de la polimerasa. Se suele usar magnesio
(Mg?*), agregado comunmente como cloruro
de mag-nesio (MgCl,).

» lones monovalentes, como el potasio.

» Una solucion tampon o buffer, que mantiene
el pH adecuado para el funcionamiento de la
ADN polimerasa.




Biologia molecular

» ADN polimerasa o mezcla de distintas
polimera-sas con temperatura optima
alrededor de 70°C (la mas comun es la
polimerasa Taq).

» ADN molde, que contiene la region de ADN
que se va a amplificar.




Citogenetica

» Mitogenos, como la fitohemoaglutinina, para
inducir la mitosis durante la incubaciéon de la
muestra.

» Colchicinas, que interfieren en la
polimerizacion de los microtubulos del huso
mitotico y detiene la mitosis en la
prometafase.




Citogenetica

» Un medio hipotonico (0,075M KCI) para
provocar un choque osmotico y un aumento
de volumen de la célula, con lo cual se
consigue una buena separacion
cromosomica.

» Productos para la fijacion de las células.

» Colorantes para la tincion de los
cromosomas, que los hace identificables.




Microbiologia

» Los medios de cultivo. Permiten el crecimiento de
colonias de microorganismos para su posterior

identificacion. Algunos de el
factores que favorecen o inh
géneros o especies. Los med

l0os contienen
iben a determinados
ios de cultivo ya

vienen preparados comercia

mente.

» Los reactivos para la identificacion de
microorganismos. Cada género, incluso cada
especie, tiene diferentes reacciones cuando se les
enfrentan diferentes reactivos y las pruebas de
reaccion ante reactivos forman parte de los

protocolos de identificacion.




Microbiologia

» Los colorantes, para determinar la reaccion ante
el producto (qué color adquieren) o para tenir
estructuras y mejorar la visualizacién al
microscopio. Destacamos:

Tincion de Gram, que revela la forma de las
bacterias, su agrupacion y el grupo taxonémico
al que pertenecen: Gram positivo o Gram
negativo. Utiliza un primer colorante (complejo
Cristal Violeta-lodo), un decolorante (alcohol
acetona) y un segundo colorante o colorante de
contraste (la safranina)




Microbiologia

Tincion de Ziehl Neelsen: es una técnica de
tincion diferencial usada para la identificacion
de ciertos microorganismos patogenos, las
micobacterias, también denominada acido
alcohol resistente (BAAR). Utiliza un primer
colorante (fucsina), un decolorante (alcohol
Clorhidrico) y un segundo colorante o
colorante de contraste (azul de metileno).

Tincion de esporas mediante la técnica de
Wirtz -Conklin, que utiliza dos colorantes,
verde malaquita y safranina.
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Los laboratorios de Anatomia
Patologica

» En los laboratorios de Anatomia Patoldgica el
trabajo se basa en el estudio de las
alteraciones morfologicas.

» Las técnicas que se aplican en estos
aboratorios, por tanto, van destinadas a la
oreservacion de las muestras y a su
oreparacion para la observacion directa o con
MIiCcroscopio.




Productos quimicos mas usuales
en los laboratorios de A.P.

» El formol, como fijador mas comun para las
muestras de tejidos.

» El alcohol y el xilol, para los procesos de
deshidratacion de muestras.

» La parafina, para la inclusion de tejidos en
bloque de parafina, lo que permite llevar a
cabo la microtomia.




Coorantes mas usuales en los
laboratorios de A.P.

» Tincion hematoxilina-eosina. Se aplica
hematoxilina, que tine estructuras basofilas,
como los nucleos celulares, en tonos azul y
purpura; ya continuacion eosina, que tifie las
estructuras acidofilas, como algunas protei-nas
del citoplasma, en tonos rosa.

» Tincion argéntica. Este tipo de tincion es
importante especialmente para estudios del
sistema nervioso y se caracteriza porque el
contraste se logra al precipitar atomos de pla-ta
sobre algunas neuronas y no sobre otras.




Coorantes mas usuales en los
laboratorios de A.P.

» Tincion de Papanicolaou. Se utiliza para la
deteccion precoz del carcinoma de céervix y
contiene una mezcla de colorantes: la
hema-toxilina que tine el nucleo, la eosina

que tine el citoplasma y el orange G que tine
la queratina.




