
Q juli m .i t a i

M 2 '8

fa c u l t a t  d e  M e d ic in a  i Odontología

D epartam ent de Medicina Preventiva i Salut Pública, Bromatologia, 
Toxicologia i Medicina Legal

U N I T A T  D O C E N T  DE M E D I C I N A  L E G A L

UNI VERSITAT DE VALÉNCIA

Revisión crítica del diagnóstico de orientación 
en el estudio de las manchas de sangre: falsos 

negativos en la prueba de Adler.
Una aportación de la Qjuímica Legal

Te s is  Doctoral

A n a  C a s t e l l ó  P o n c e

DIRECTOR
Fernando A. Verdú Pascual



UMI Number: U607186

All rights reserved

INFORMATION TO ALL USERS 
The quality of this reproduction is dependent upon the quality of the copy submitted.

In the unlikely event that the author did not send a complete manuscript 
and there are missing pages, these will be noted. Also, if material had to be removed,

a note will indicate the deletion.

Dissoriation Püblish<¡ng

UMI U607186
Published by ProQuest LLC 2014. Copyright in the Dissertation held by the Author.

Microform Edition © ProQuest LLC.
All rights reserved. This work is protected against 

unauthorized copying underTitle 17, United States Code.

ProQuest LLC 
789 East Eisenhower Parkway 

P.O. Box 1346 
Ann Arbor, MI 48106-1346



UNJVERSÍTAT DE VALENCIA 

BIBLIOTECA CIÉNCIES

Registre lo^ol
DATA 1 0  __

SIGNATURA
'Tfi M2S

N« Lie 1© : ISS30 <-/• J>

T qc_. < Ü j¡.„¿\~ru t_O AL>



D E P A R T A M E N T  D E  M E D I C I N A  P R E V E N T I V A  I S A L U T P Ú B L I C A ,  B R O M A T O L O G IA ,  T O X IC O L O G IA  I M E D I C I N A  L E G A L  

UNITAT DOCENT DE MEDICINA LEGAL

UNIVERSITAT DE VALENCIA 
FACULTAT DE MEDICINA

Avinguda Blasco Ibáñez, 17 
46010 VALENCIA

FERNANDO ALEJO VERDU PASCUAL, Profesor Titular de 
Toxicología y Legislación Sanitaria del Departamento de 
Medicina Preventiva i Salut Pública, Bromatologia, 
Toxicología i Medicina Legal, de la Facultat de Medicina i 
Odontología de la Universitat de Valéncia Estudi General, en 
cumplimiento de la normativa vigente,

C E R T I F I C O

que la Tesis. Doctoral titulada "R ev isión  c r í t ic a  d e l 
d ia g n ó stico  de o rie n ta c ió n  en  el e s tu d io  de  las 
m anchas de sang re : fa lsos negativos en  la  p ru e b a  de 
A d le r . Una a p o rta c ió n  de  la  Q uím ica Legal" ha sido 
realizada por la Licenciada en Ciencias Químicas D oña Ana 
C aste lló  Ponce, bajo mi dirección. En el trabajo se reflejan de 
forma veraz tanto la metodología general y específica aplicadas, 
como los resultados obtenidos.

A su conclusión, ha sido revisada por mi y la encuentro 
conforme para que sea presentada, para aspirar al Grado de 

Doctor, ante el Tribunal que en su día se designe.

En Valencia, el veintiuno de febrero de mil novecientos noventa y 
siete.

Fdo.rF.A. Verdú



1.- Introducción

1 

Introducción

i



1.- Introducción

1.- INTRODUCCION

La Criminalística, como parte de la Medicina Legal, y en particular el 
estudio de las manchas, abre un campo muy interesante no sólo para los especialistas en 
esta disciplina, sino para otros profesionales, biólogos, físicos, químicos, etc., cuya 
ayuda puede ser fundamental a la hora de desarrollar métodos sencillos, sensibles y 
específicos, que permitan determinar la naturaleza de las manchas y extraer toda la 
información posible de las mismas.

Así pues, aunque en un principio las investigaciones se basaban 
fundamentalmente en la observación e interpretación de pruebas f í s i c a s * a  partir de la 
segunda mitad del siglo XIX, y gracias a los avances científicos y tecnológicos que 
estaban teniendo lugar, se plantea la posibilidad de la colaboración de especialistas en 
diferentes campos científicos con los expertos en Medicina Legal. El fin perseguido es 
extraer la mayor información posible de los indicios hallados en el lugar de un suceso 
que es motivo de investigación.

Este punto marcó el inicio del trascendental concepto de Ciencias

Forenses.
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1.- Introducción

Así, en Criminalística, es fundamental la colaboración coordinada de 
físicos, biólogos, químicos, especialistas en tratamiento de imágenes, es decir un amplio 
grupo de expertos cuyo trabajo conjunto permite que los indicios pasen a ser 
considerados como pruebas y se puedan presentar como tales en un procedimiento civil o 
penal.

Y es el desarrollo progresivo de las Ciencias Forenses, lo que ha dado 
lugar a la moderna Criminalística.

En toda investigación criminal, uno de los indicios de mayor interés 
médico-legal son las manchas, no tanto por su importancia a la hora de la reconstrucción 
de los hechos, sino por facilitar la identificación de las personas implicadas en la acción 
criminal.

El estudio de la sangre y otros fluidos corporales, tiene un papel 
relevante en las Ciencias Forenses, y ha sido, probablemente, uno de los temas más
estudiado en Criminalística, ya que en él se basan la mayor parte de las pruebas

( 2 )
científicas. Según la bibliografía revisada, desde un punto de vista estadístico , las 
manchas que con mayor frecuencia aparecen en la escena del crimen son las de sangre.

Es bien sabido que el estudio de los aspectos físicos, químicos y 
serológicos de las manchas de sangre puede llevar a conseguir demostrar uno o más de 
los siguientes aspectos: la participación de personas y objetos en una acción criminal; 
aproximarnos a la forma en que se llevó a cabo un determinado suceso; identificar un 
cuerpo desconocido; determinar, por análisis toxicológico, la causa de una muerte; 
finalmente, en otros, saber si se trata de una muerte por homicidio, suicidio, accidente o 
por causas naturales.

Aunque, en un principio, pueda pensarse que las manchas de sangre 
son fáciles de reconocer a simple vista, no siempre es así ya que, según el color y el tipo 
de material donde se encuentre la mancha, o por la antigüedad de la misma, se pueden 
confundir con otras de procedencia distinta como serían las de herrumbre, vino, zumos 
de frutas, etc. Además el color de las manchas hemínicas puede ser también variable 

dependiendo de distintas circunstancias. Así, aunque una mancha de sangre
relativamente fresca tiene un color castaño rojizo, si se encuentra en capas muy finas

(3)puede aparecer de color verde grisáceo . Tampoco es difícil encontrar manchas 
sanguíneas que por acción del sol, el calor, el viento o como resultado de algún intento
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1.- Introducción

de hacerlas desaparecer mediante el lavado, hayan adquirido un color que puede variar 
desde el rojo-castaño al negro, o incluso pueden aparecer de color verde, azul o blanco- 

grisáceas. También el tipo y el color del soporte, sobre el que aparece la mancha, puede 
hacemos dudar sobre la naturaleza sanguínea de la misma, por ejemplo, en algunos tipos 
de tela, la sangre penetra en las fibras y en otros no. Por otra parte, a veces son tan 
pequeñas que resulta muy difícil asegurar su naturaleza mediante la observación.

En cualquier caso, y aunque no hubiera ninguna dificultad en 

reconocer una mancha como sangre simplemente por observación, siempre es necesaria 
una verificación de su naturaleza sanguínea en el momento de la reconstrucción de un 
caso o de ser presentadas como pruebas en un procedimiento legal.

A grandes rasgos, son cuatro las cuestiones que se plantean en el 
laboratorio a la hora de identificar manchas(4^5):

1. ¿La mancha que estudiamos es de sangre?. Esta parte de la 
investigación implica la realización de una serie de procedimientos que reciben el 
nombre conjunto de diagnóstico genérico. Existen dos tipos de pruebas a aplicar.:

- Pruebas de orientación. Son muy sensibles pero poco específicas 
porque además de la sangre, hay otras muchas sustancias que son capaces de dar un 
resultado positivo al ser sometidas a las mismas, por lo que sólo se puede valorar un 
resultado negativo.

- Pruebas de certeza, que son muy específicas y de menor
sensibilidad. Se basan en comprobar la presencia en la muestra de alguno de los
componentes de la sangre. Estas pruebas no permiten determinar si la sangre analizada 
es o no humana. Las técnicas más utilizadas son:

a) Pruebas microscópicas. Consisten en la observación de la mancha 

por microscopio. Se pueden realizar por examen directo de la muestra, o también 
sometiéndola previamente a un proceso de aislamiento y tinción de los hematíes y 
leucocitos.

b) Métodos cristalográficos o microquímicos. En estas pruebas, se 
somete a la mancha a la acción de distintos reactivos, para obtener determinados 
derivados de la Hemoglobina. Estos derivados forman cristales de colores y formas 
característicos que pueden ser identificados por observación con un microscopio y
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1.- Introducción

permiten asegurar la naturaleza sanguínea de la muestra que se está analizando. Las dos 
técnicas más utilizadas son la de Teichmann para obtener cristales de clorhidrato de 
hematina, y el método basado en la obtención de cristales de hemocromógeno, utilizando 
el reactivo de Takayama.

(f%\c) Examen luminiscente : En esta técnica se estudia la mancha que se 
quiere identificar con la luz de Wood. En un primer paso se ilumina la muestra 

directamente. A continuación, se le añade unas gotas de ácido sulfúrico concentrado y se 
vuelve a examinar a la luz de Wood. Se puede decir que la mancha que estudiamos eS de 
sangre siempre que en la observación directa no se observe luminiscencia, pero al volver 
a realizar el examen con la luz de Wood después de haber tratado la muestra con ácido 
sulfúrico, se pueda ver una luminiscencia roja.

c) Técnicas espectroscópicas, que consisten en confirmar la presencia 
de sangre en una mancha, mediante la obtención del espectro de absorción de la 
Hemoglobina y de sus derivados, obtenidos por la adición de diferentes reactivos.

d) Técnicas cromatográficas. Se identifica la muestra de sangre 
mediante cromatografía en papel Whatmann n° 1 o sobre capa fina de gel de sílice 
utilizando como solvente metanol, ácido acético y agua en proporción 90:3:7

2. ¿Se trata de sangre humana?. A las pruebas que se  realizan para 

determinar si la sangre es o no humana, se les denom ina en general, diagnóstico de 

especie. Los m étodos utilizados se basan en la reacción de precipitación que se producen  

entre los antígenos y  los anticuerpos. Las técnicas más com unes son: la reacción de 

Uhlenhut, el Test de Ouchterlon y  la técnica de Schhdeger.

3. Una vez se ha comprobado que la sangre es humana, se intenta 
determinar a que grupo pertenece. En algunos casos, se podría conseguir la 

identificación del individuo del que procede. En principio las pruebas que se realizaban 
estaban basadas en la obtención del grupo sanguíneo al que pertenece la sangre a 
analizar. Las técnicas más utilizadas eran la técnica de Lattes y la de absorción-elución. 
Actualmente el diagnóstico individual está basado en el estudio del ADN.

4. Otras problemas de importancia médico-legal en relación con las 
manchas de sangre son las siguientes :
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1.- Introducción

- Diagnóstico del sexo del individuo de quién procede: Se aplica la 
técnica descrita por Zech en 1969 y que se basa en la tinción con quiacrina de la porción 
distal del cromosoma Y, con lo que se consigue una fluorescencia característica. Philups y 

Gaten, en 1971, utilizaron este procedimiento con ñnes forenses. Sin embargo, 
posteriormente se ha comprobado que existen casos de cromosomas Y que no presentan 
luminiscencia, por lo que la técnica no permite afirmar con seguridad el sexo del 
individuo, ya que se puede obtener un resultado negativo falso en el caso de que la 
sangre sea antigua, o, como ya hemos indicado, cuando pertenezca a un individuo con 
fluorescencia Y negativa.

- Determinación de la región anatómica de donde procede la sangre 
analizada: Se realiza mediante un estudio citológico de las células que, en su caso, 
pudiera contener la mancha.

- Estudio de la data: No es posible hacer un diagnóstico preciso del 
momento en que se produjo la mancha, tan sólo determinar si es antigua o reciente. Aun 
en este caso debemos tener en cuenta que en el proceso de envejecimiento intervienen 
muchos factores que podrían llevarnos a confundir una mancha reciente con una antigua. 
Algunos de los métodos empleados para el estudio de la data son: la valoración de la 
velocidad de elución de la mancha en un solvente apropiado, el test de difusión de 
cloruros, propuesto por Gsbert e Iborra en 1957, y el estudio de la degradación de las 
fracciones proteicas que contiene la mancha.

En la práctica habitual, como es bien sabido, al descartar que una 
mancha pueda ser de sangre, se detiene la cadena de investigación. Por la importancia de 
este hecho, en el estudio que nosotros hemos realizado vamos a ocupamos de la primera 

de las cuestiones médico-legales que se han indicado poco más atrás.

Hemos hecho una revisión de los métodos que se utilizan para 
identificación genérica de las manchas de sangre, lo que todos los autores coinciden en 
denominar como diagnóstico genérico de las mismas, y dentro de este tema, nos hemos 
centrado en las pruebas de orientación: tienen como objetivo el poder afirmar que la 
mancha que estamos estudiando no es de sangre, aunque en ningún caso permiten 

identificar sin lugar a dudas la naturaleza sanguínea de la misma..

En cualquier investigación que se lleve a cabo en un laboratorio de 

Criminalística con el fin de determinar la naturaleza de una mancha, es fundamental
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1.- Introducción

disponer de un método sencillo, rápido y sensible que nos permita determinar si la 

mancha que es motivo de nuestro estudio es o no sangre. Mediante la aplicación de las 
pruebas de orientación, se puede determinar si la mancha que se ha encontrado en el 
lugar de un suceso que se está investigando no es de sangre, lo que, insistimos, es motivo 
en muchas ocasiones de que la investigación se de por terminada o, en otros casos, de que 
no se inicie. Por ello las pruebas de orientación han sido muy estudiadas intentando 
eliminar las dificultades y posibles interferencias en la aplicación de los distintos 

métodos propuestos.

Como es bien sabido, existen sustancias que simulan el color de la 
sangre(7), por ejemplo, determinadas frutas y verduras, pinturas, anilinas, herrumbre, y, 
además, algunas de ellas contienen componentes capaces de dar un resultado positivo en 
los test de orientación, dando lugar a lo que llamamos un falso positivo.

El estudio de las manchas de sangre ha sido considerado desde el siglo 
XIX, como fundamental en cualquier investigación criminal. Se han ido proponiendo 
distintos métodos para determinar la naturaleza de las manchas, y en todos ellos está 
implicadas diferentes reacciones químicas.

Cuando se trata de diseñar un método que permita determinar su 
naturaleza sanguínea, se debe tener en cuenta que se pueden presentar los siguientes 
problemas:

A) Problem as de la m ancha y su am biente:

La mancha motivo de estudio está sujeta a muchos condicionantes como 
son: el tiempo desde que se produjo, su posible estado de putrefacción o de calcinación, o 
también la mezcla con otras sustancias, por ejemplo, al intentar limpiar la mancha se 
puede haber utilizado cualquier sustancia que altere las características de la misma.

B) Problemas del m étodo investigador:

Existen otros factores de origen físico-químico que se deben tener en 
cuenta ya que muchos de las técnicas estudiadas tienen como fundamento diferentes 
reacciones químicas, que están a su vez sujetas a distintas variables como: la 
temperatura, pH del medio, concentración, velocidad de la reacción, etc, de forma que, 
una reacción que en determinadas condiciones se produce según un mecanismo conocido,

7



1.- Introducción

si se varían algunos factores, se puede alterar de tal forma que nos de resultados no 
esperados, conduciendo a falsas conclusiones.

Los diferentes métodos propuestos han ido intentando eliminar todos 
estos problemas. En cualquier caso, en las pruebas de orientación, e independientemente 
del método utilizado, el resultado positivo es poco valorable, puesto que hay sustancias 
que pueden dar el resultado positivo sin ser sangre.

Antes de entrar con más detalle en la descripción de los métodos de 

orientación, nos parece interesante hacer una breve revisión histórica sobre cómo se han 
ido desarrollando los diferentes pruebas de investigación de manchas de sangre, 
haciendo la consideración previa de que todos los métodos descritos están basados en la 
composición de las células y fluidos componentes de la sangre.

Según la bibliografía revisada , ya en el año 1829, Barruel, ideó un 
método que permitía distinguir la sangre humana de la animal. Consistía en hervir la 
sangre que se quería identificar en ácido sulfúrico. El autor propuso que el olor que se 

desprendía cuando la sangre era humana, era distinto que el que se podía percibir 
cuando la sangre procedía de animales; incluso, señalaba, por el olor desprendido, era 
posible deducir si la sangre era de hombre o de mujer. Este método, pese a su falta de 
rigor, fue considerado importante durante bastante tiempo.

Unos años más tarde, Ludwig Teichmann-Stawlarsky , describió el método 
conocido como prueba de Teichmann y que consiste en disolver la mancha de sangre seca, 
colocar unas gotas en un cristal junto con una pequeña cantidad de sal común y ácido 
acético cristalizado y calentar hasta la ebullición de la mezcla. Aparecen unos cristales 
característicos de la sangre que llamó cristales hemínicos y que se forman a partir de la 
Hemoglobina. El método es aplicable cuando la mancha de sangre se encuentra sobre 
metales oxidados o cuando se ha sometido a altas temperaturas; se admite desde entonces 
que si se observa la formación de los cristales, la mancha es, con toda seguridad, de 
sangre, existiendo dudas si la prueba resulta negativa.

En 1861, Van Deen, propuso un método que consistía en demostrar la 

existencia de peroxidasas en la muestra a analizar, provocando la oxidación de la tintura 
de guayaco por el oxígeno.

8



1.- Introducción

En 1863, Schónbein describió un método que esta basado en comprobar 
si la muestra contenía o no catalasas añadiendo peróxido de hidrógeno. Esta prueba, 
junto con la ya mencionada de Van Deen, están incluidas en el grupo de técnicas dirigidas 

a realizar las pruebas de orientación, por lo que las describiremos con detalle más 
adelante.

El año 1859, marcó el inicio del desarrollo de otro grupo importante de 
técnicas basadas en el análisis espectral de la sangre. Ya entonces se conocía que cuando 
la luz atravesaba un prisma y se dirigía sobre una pantalla, se obtenía una banda 
semejante al arco iris y se observaban los siete colores del rojo al violeta.

Bunsen y Kirchhoff, descubrieron que cualquier compuesto capaz de 
irradiar luz, tenía su espectro característico. Comprobaron que los sólidos, líquidos o 
gases que se sometían al calor o a descargas eléctricas, emitían radiaciones específicas 
para cada sustancia, dando lugar a un espectro distinto para cada una de ellas y que 
permite su identificación. En el caso de sustancias que no emiten luz propia se pueden 
obtener los espectros de absorción. Para esto, se proyecta una luz sobre la sustancia que 
vamos a estudiar. Parte de esta luz la absorbe la sustancia que se está analizando y el 
espectro que se obtiene también es característico de esa sustancia. Posteriormente se 
descubrió la existencia de rayos ultravioleta e infrarrojos, que producen espectros que 

son visibles a través de la fotografía y que son de gran ayuda para conseguir identificar 
sustancias desconocidas.

La hemoglobina tiene un espectro de absorción característico que 
permite su identificación. Si se trata de sangre fresca, se puede obtener tratándola sólo 
con sal común; si se analiza sangre seca, se disuelve la mancha con ácido acético, ácido 
sulfúrico o alcohol. Las pequeñas alteraciones que se provocan en la hemoglobina por la 
acción de los disolventes, no impiden su identificación.

Aplicando las técnicas de análisis espectral, Magnanini, en 1898, 
propuso un método para distinguir la sangre humana de la animal, basado en la diferente 
velocidad con que se forma hematina cuando la sangre se trata con potasa. Así, cuando la 
sangre era humana, se formaba más rápidamente que cuando se trataba de animales. Este 
método sólo se podía aplicar a sangre fresca y no a las manchas.

En 1901, Paul Uhlenhuth, publicó un estudio llamado "Método para 
diferenciar diversos tipos de sangre, y, en especial, para comprobar, mediante un

9



1.- Introducción

diagnóstico diferencial, la existencia de sangre humana", y que fue considerado la 
innovación más importante de la Medicina Forense durante el siglo XIX.

También en 1901, Landsteiner, descubre la presencia de diferentes 

grupos sanguíneos en humanos. Fue lo que llamó el sistema ABO. En 1902, Richter, 

intentó aplicar este sistema a la identificación de sangre seca, pero esto no fue posible 
hasta 1916, mediante una técnica desarrollada por LeoneLattes.

Kastle y Scheede en 1903 y, posteriormente, Meyer, propusieron el 
método basado en la oxidación de la Taleína de Fenol, que describiremos detalladamente 
más adelante, ya que este método esta incluido en el conjunto de técnicas que se utilizan 
en las pruebas de orientación para el diagnóstico genérico de las manchas.

En 1904, A dler, describió un método para identificar manchas de 
sangre utilizando bencidinay, más adelante, en 1911, Von Furth, propuso la utilización 
de la leucomalaquita verde en sustitución de la bencidina.

El método de Von Furth, fue modificado en 1912 por Michel, y unos 
años después, en 1931 por Medinger. También en 1912, Ruttan y Hardisty, utilizaron la 
O-Tolidina, sustituyendo a la bencidina en la prueba de A dler. Transcurrido más de un 
cuarto de siglo, en 1939, Gershenfeld, propuso sustituir la bencidina por O-Toluidina.

Fue en 1937, cuando Walter Specht, describió su método basado en la 
identificación de la sangre por luminiscencia.

Por otro lado, a partir de 1927, se suceden importantes 
descubrimientos que llevan a desarrollar métodos que permitirán el diagnóstico de 
especie de las manchas de sangre.

Aunque no van a ser motivo de nuestro estudio, señalaremos como muy 

importantes, la posibilidad de detectar los antígenos de la sangre en otros fluidos 
corporales como saliva y semen, descrita por Landsteiner y Levine. y, simultáneamente, 
por Yamakami. Destacaremos también el descubrimiento en 1940, de Landsteiner y Weiner 

de la existencia del factor RH en la sangre y , en 1945, la descripción del Test de 
Coombs, propuesto por Coombs, Mourant y Race, para la detección de anticuerpos antiRh.
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1.- Introducción

En 1949, Ouchterlony, propuso una técnica basada en  la reacción  

antígeno-anticuerpo y  en 1960, Stuart Kind u tilizó  un nuevo procedimiento basado en la 

técnica de absorción-dilución, que se podía aplicar a sangre seca.

A partir de 1962, se introdujeron técnicas basadas en la
luminiscencia.

Las técnicas espectroscópicas adquirieron un gran desarrollo entre los 
años 1970 y 1980.

Un paso definitivo, que en este momento se encuentra en plena 
expansión, se dio en 1987 cuando Jeffreys propuso el proceso basado en la obtención de 
lo que se llamó la "huella genética".

Por las características de nuestro trabajo, debemos centrarnos ya en 
los métodos empleados en las pruebas de orientación de las manchas de sangre, y para 
ello, haremos una revisión de los más conocidos y discutiremos su fiabilidad.

Las primeras pruebas que se propusieron eran poco sensibles. A 
continuación, pasamos a describir algunas de ellas*7̂ 10̂ 11̂ 12*:

T écn icas basadas en características quím icas de la  
sangre:

COMPORTAMIENTO AL CONTACTO CON AGUA DESTILADA : La sangre desecada se 
diluye en agua destilada dándole un tinte rojizo y formando unas estrías 
características cuando asciende por un tubo capilar.

COMPORTAMIENTO AL CONTACTO CON POTASA : Si se añade potasa a un 
recipiente con sangre diluida en agua, aparece un tinte dicrómico rojo al 

trasluz y verde con luz reflejada. Esta propiedad de la sangre se debe a la 
transformación de la hemoglobina en hematina alcalina.

COMPORTAMIENTO AL CONTACTO CON AMONIACO : El amoniaco no cambia el 
color de la sangre, pero sí el de otros compuestos que pueden confundirse 
con ella.

COMPORTAMIENTO AL CONTACTO CON ACIDO HIPOCLOROSO : Al añadirlo a la 
sangre, produce un oscurecimiento de la misma, mientras que si se trata de
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otra sustancia orgánica, la aclara. En el caso de que la mancha de sangre esté 
muy extendida, podría aclararse pero muy lentamente. Este método es muy 
poco fiable, puesto que además hay otras sustancias que se comportan como 
la sangre.

BUSQUEDA DE ALBUMINA Y FIBRINA : Si se calienta una solución de sangre muy 

lentamente, adquiere un color grisáceo, debido a la coagulación de la 
albúmina. Aparece también un coágulo muy lábil, que se puede 
desestructurar con potasa, dando lugar al tinte dicrómico que se describió 
anteriormente.

BUSQUEDA DE NITROGENO : Al calentar trozos de sangre desecados, se desprenden 
vapores amoniacales que se pueden identificar por el olor, o también, 
observando el viraje del papel tornasol a color azul. El nitrógeno es el único 
gas capaz de producir este cambio.

REACCION CON EL HIPOBROMITO DE SODIO : Esta prueba fue ideada por Florence. 

Consiste en poner sobre un portaobjetos una gota de solución sanguínea o 
unos filamentos de tejido manchados con sangre y que, a continuación, se 
tapan con el cubreobjetos. En los bordes del cubre, se añaden unas gotas de 
hipobromito de sodio que penetra por capilaridad. Si la muestra es sangre, 
se observa la formación de burbujas de gas.

REACCION CON SULFATO DE HIDRACIDA: Se trata de obtener hemocromógeno o 
hematina alcalina. La coloración se pierde al agitar porque el 
hemocromógeno se oxida. El reactivo se prepara a partir de un litro de 
solución de potasa al que se le añaden 100 mi de alcohol de 95 y 5 gr de 
sulfato de hidracida. A continuación se filtra. El método consiste en añadir 
a un mi de la solución problema, 10 mi de reactivo. Si la muestra contiene 
sangre, se observa la aparición de un color rosa. Esta técnica es muy poco 
específica. Además es una reacción muy poco estable, por lo que en 
ocasiones resulta difícil valorar si el resultado ha sido positivo o negativo.

A continuación describiremos un conjunto de pruebas que tienen todas 
ellas un mismo fundamento químico: la presencia en la sangre de enzimas que catalizan 
la reacción de descomposición del peróxido de hidrógeno.
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Estos enzimas forman parte del sistema de defensa que los organismos 
han ido desarrollando, con el fin de protegerse de la acción tóxica de los productos 
intermedios que se pueden producir durante el proceso de reducción del oxígeno.

Existen dos tipos diferentes de enzimas capaces de catalizar la 
reacción de descomposición del peróxido de hidrógeno : las catalasas y las peroxidasas.

CATALASAS

Las catalasas son enzimas que se encuentran en la sangre, la médula 
ósea, la mucosa, el riñón y el hígado.

Estos catalizadores utilizan dos moléculas de peróxido de hidrógeno, 
una de ellas actúa como substrato dador de electrones y la otra como oxidante o receptor 
de electrones. La reacción que se produce se puede escribir de la siguiente forma:

2 H2O2  > 2 H2O + O2

Durante el proceso se libera oxígeno, de forma que, si a una muestra 
que contiene catalasas le añadimos peróxido de hidrógeno, se observa la formación de 
burbujas como consecuencia del oxígeno que se desprende en la reacción.

En 1863, Schünbein, propuso una técnica para identificación de 
manchas de sangre que se basaba en el existencia de catalasas en la muestra. El método 
es el siguiente:

REACCION DEL AGUA OXIGENADA:

Al añadir agua oxigenada a una muestra que contenga catalasas, se produce un 
aumento de la temperatura de la solución y la formación de burbujas. El 
procedimiento consiste en agregar a la muestra de sangre previamente 
alcalinizada con potasa o amoniaco, unas gotas de agua oxigenada. 
Inmediatamente aparecen burbujas que ascienden hacia la superficie. Esta 
reacción se produce más débilmente cuando se realiza con sangre putrefacta, 
y también si la muestra ha sido sometida a altas temperaturas o tratada con
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ácidos minerales, ya que éstos destruyen las catalasas. Por otra parte es una 
prueba poco específica puesto que existen numerosos productos que poseen 
catalasas y que por lo tanto darían positiva la reacción.

PEROXIDASAS:

Las peroxidasas son enzimas típicos de los vegetales, aunque también 

se encuentran en la leche y en la sangre, específicamente, en los glóbulos rojos y 
blancos.

En los eritrocitos, la enzima glutation peroxidasa cataliza la reacción 
implicada en la destrucción del peróxido de hidrógeno mediante la reducción del 
glutation, lo que protege a los lípidos de la membrana y a la hemoglobina contra la 
oxidación.

A diferencia de las catalasas, las peroxidasas, para descomponer el 
peróxido de hidrógeno, necesitan la presencia de otro sustrato en el medio de reacción, 
que a su vez es oxidado durante el proceso. Es por esto que son enzimas ambivalentes, ya 
que actúan descomponiendo el peróxido y obteniendo a la vez un metabolito, como 
resultado de la oxidación del sustrato. Podemos escribir la reacción de la siguiente 
forma;

H2O2 + RH2 ------ > 2 H2O + R

El grupo de pruebas que vamos a describir a continuación tienen todas 
ellas el mismo fundamento que, según la bibliografía revisada, es el siguiente; las 
peroxidasas presentes en las muestras que se van a identificar, actúan catalizando la 
descomposición del peróxido de hidrógeno, produciéndose una liberación de oxígeno. 

Para hacer fácilmente evidente la reacción, se deben preparar reactivos que, al ser 
oxidados, cambien de color.

Las técnicas consisten en mezclar el reactivo con la muestra que se 
quiere identificar, y añadir a continuación, peróxido de hidrógeno. Las peroxidasas 
presentes en la muestra catalizan la descomposición del peróxido, liberándose oxígeno, 
que a su vez oxida al reactivo, provocando un cambio de color en la disolución. Algunos 
autores llaman a estas pruebas, métodos catalíticos. Entre ellos destacan:
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REACCION CON TINTURA DE GUAYACO:

Fué descrita en 1861 por Van Deen, pero fué Taylor el que la aplicó a la 
determinación de manchas de sangre, en 1871.

Si en presencia de tintura de guayaco se añade a la solución de sangre un 
compuesto capaz de actuar como donante de oxígeno, como la esencia 
ozonizada de trementina, se observa la aparición de un color azul. Esto se 

debe a que las oxidasas de la sangre provocan la liberación de oxígeno por 
parte de la trementina alcanzándose la oxidación de la resina de guayaco. 
Esta reacción es fácilmente detectable ya que la forma oxidada de la resina 
de guayaco es de color azul.

El método experimental fue descrito por Florence y Taylor, y es el siguiente: 

preparar extemporáneamente la tintura de guayaco, para lo que se disuelven 
5 g de resina de guayaco en 100 mi de alcohol de 95 y se filtra. Se obtiene un 
líquido de color ambarino que es la tintura de guayaco. Simultáneamente, se 
deja durante varios días un frasco de esencia de trementina abierto para que 
capte oxígeno. Se comprueba que la preparación es buena cuando es capaz de 
decolorar una solución de índigo.

La técnica consiste en mezclar en un recipiente no metálico, una gota de solución 
sanguínea con dos gotas de tintura de guayaco. Se añade la esencia de 
trementina y observamos el cambio de color de ámbar a azul.

Algunos autores como Day, recomiendan el em pleo de eter ozonizado o eter 

sulfúrico m etilado, así com o esencias de eucalipto, lim ón o  espliego. Sin 

embargo, la utilización de estos com puestos no mejora el método.

La técnica se puede aplicar también en aquellos casos en los que la mancha se 
encuentra sobre un objeto que no puede deteriorarse, aplicando sobre la 

mancha un papel de filtro previamente humedecido con agua destilada, es 
decir obteniendo una huella de Taylor

Esta reacción es muy sensible; según la bibliografía consultada daría positivo en 
soluciones al 1/25000. No se puede utilizar en el caso de que tengamos 
sangre antigua, putrefacta o carbonizada. Es una técnica muy poco 
específica, ya que da reacción positiva con casi todos los derivados
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metálicos, peróxidos de metales, goma arábiga, gluten, leche, cuero, etc. Sin 
embargo, en estos casos, se observa el viraje de la tintura de guayaco antes 

de añadir la esencia de trementina, lo que no ocurre nunca cuando se trata 
de sangre. Hay que tener en cuenta además, que para considerar que la 
reacción es positiva, el cambio de color debe producirse en pocos segundos, 

ya que, con el tiempo, se produciría igualmente, aun en ausencia de 
peroxidasas.

REACCION CON TINTURA DE ALOINE:

Es la misma técnica descrita anteriormente, pero sustituyendo el guayaco por 
aloine. La tintura de aloine, que tiene un color rosado, vira primero a 
naranja y luego a rojo cereza. Es una técnica menos sensible que la anterior.

REACCION DE LA BENCIDINA:

La bencidina fue utilizada por A dler desde 1904 en la clínica y  posteriormente se 
aplicó en Medicina Legal. Es el método más utilizado de los aquí descritos y  

desde que fue propuesto, ha estado sometido a diferentes modificaciones que 

afectan tanto a los reactivos empleados como a la técnica que se utiliza en su 
aplicación.

En el caso de la prueba de Adler, el reactivo se obtiene a partir de la Bencidina. Se
han descrito diferentes formas de prepararlo. En un principio se utilizaba
una disolución de bencidina en alcohol. Posteriormente se propuso un
procedimiento alternativo, que consiste en disolver a saturación la
bencidina en ácido acético glacial. También se ha utilizado como reactivo
una disolución de bencidina en ácido hidroclórico, aunque, según la

(13)bibliografía consultada , este reactivo presenta más inconvenientes que el 
preparado con ácido acético glacial.

Como donante de oxígeno lo más habitual es utilizar el agua oxigenada. Algunos
autores proponen la aplicación de otros compuestos como la trementina

(13)ozonizada y el perborato de sodio . Este último se ha estudiado como 
sustituto del peróxido de hidrógeno. Es bien sabido que el agua oxigenada es 
un compuesto bastante inestable, lo que podría traducirse en posibles 
variaciones en la efectividad del método. Para evitar este problema se
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experimentó con un reactivo compuesto por 0,2 g de perborato de sodio y 
0,1 g de bencidina disueltos en 10 mi de ácido acético glacial.

La prueba puede realizarse con muestra en disolución, y también sobre manchas 
secas directamente, o obteniendo antes la huella de Taylor.

La técnica consiste en añadir 1 ó 2 gotas del reactivo y esperar unos segundos para 
ver si hay un cambio de color en la disolución como consecuencia del viraje 
del reactivo. Si éste se produce, la oxidación de la bencidina es inespecífica 
y la prueba no tiene valor. Si no ha habido viraje, se añaden 1 ó 2 gotas de 
agua oxigenada concentrada. Cuando la muestra contiene peroxidasas, se 
observa inmediatamente el viraje del reactivo y la solución adquiere un 
color azul intenso. Para considerar el resultado del test como positivo, el 
viraje se debe observar en menos de 10 segundos.

Esta prueba es muy sensible. Sin embargo a la hora de dar un valor orientativo del 
grado de sensibilidad de la reacción, nos encontramos con bastantes 
discrepancias entre los distintos autores; así hemos encontrado que según 
algunos investigadores, se considera que la prueba de la bencidina es 
efectiva para concentraciones de sangre de 1/200000, otros, entre los que se

encuentra Ferrhra, proponen que es sensible para disoluciones 1/300000, y,
(9)posteriormente se ha admitido sensibilidad entre 1/300000 y 1/500000 . 

En la revisión de distintos trabajos que consultamos con el fin de conocer 
hasta qué concentraciones de sangre es sensible la prueba de la bencidina,
encontramos que, en general, al indicar un valor, se omite las condiciones en

(13)las que se ha determinado el valor propuesto . Así pues, si la
determinación se ha realizado a partir de muestras líquidas, los resultados,
en principio no pueden ser comparables a los que se obtienen a partir de
manchas secas. Esto se debe a que al añadir el reactivo a la muestra, éste
sufre a su vez el efecto de la dilución, y por lo tanto no es tan efectivo como
en los casos en los que se añade a manchas secas. Por esta razón, la prueba
puede dar negativa para una disolución de sangre de una concentración
determinada, y, sin embargo, si se realiza la misma prueba obteniendo
previamente una mancha de esa disolución, puede obtenerse un resultado
positivo. Un primer estudio acerca de las variaciones en los valores de la

(14)sensibilidad de la prueba por diferentes factores, fue abordado por Cox
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La reacción de A dler, se puede utilizar con sangre hervida durante un tiempo 
prolongado, es decir, sometida a altas temperaturas, sangre antigua y 

también con sangre que haya sido tratada con sosa. Sin embargo, es poco 
específica ya que da positiva con algunos compuestos químicos, como los 
sulfocianuros, derivados del hierro, el formol, la piedra pómez, el talco, la 
albúmina, la arena, y ciertos líquidos coloidales. Según Bordas, también el 

pus, el zumo de ciertas frutas ácidas y algunas plantas como las espinacas, 
las acederas y las zanahorias dan positivo la prueba de Adler. En definitiva, 
cualquier Sustancia que contenga peroxidasas dará positiva la reacción. Por 
esta razón, sólo se debe valorar el resultado negativo de la prueba.

Actualmente, se sabe que la bencidina puede ser peligrosa debido a su poder 
cancerígeno, es por esto que algunos autores recomiendan que se sustituya 
por la o-Tolidina, que es un derivado de la bencidina, pero menos 
cancerígeno.

REACCION DE LA O-TOLIDINA:

Se ha utilizado como una alternativa a la reacción con bencidina. El reactivo se 
prepara a partir de 1,6 g de O-Tolidina y 40 mi de etanol. Se añaden 30 mi 
de ácido acético glacial y 30 mi de agua destilada. Esta solución se puede 
guardar en el frigorífico. También se debe preparar una solución de 
peróxido de hidrógeno al 3%.

La técnica consiste en añadir 1 ó 2 gotas del reactivo a la muestra a analizar, y a 
continuación 1 ó 2 gotas de la disolución de peróxido de hidrógeno. Si el 
resultado es positivo, se verá inmediatamente un color azul. Como en el caso 
de la prueba de la bencidina, para poder considerar la reacción positiva, el 
viraje debe tener lugar en menos de 10 segundos. La sensibilidad del método 
es similar a la de la Bencidina.

REACCION DE LA LEUCOMALAQUITA VERDE:

También se le llama reacción de Medinger. El reactivo se puede preparar de dos 
formas : La primera consiste en mezclar 0,32 g de perborato de sodio con 
0,1 g de leucomalaquita verde. Este reactivo se puede guardar a temperatura 
ambiente. Se prepara una disolución con 8 mi de ácido acético glacial en 4
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mi de agua destilada, que se añadirá al reactivo obtenido anteriormente, en 

el momento de realizar la prueba, con la proporción siguiente: 0,14 g de 
reactivo leucomalaquita/perborato en 4 mi de solución de ácido acético. Otra 

forma de obtener el reactivo consiste en mezclar 10 mg de leucomalaquita 
verde en 8 mi de una disolución que se prepara a partir de 8 mi de ácido 
acético glacial y 4 mi de agua destilada. También es necesario disponer de 
una disolución de peróxido de hidrógeno al 3%.

La técnica, si se utiliza el primer reactivo, consiste en añadir 1 ó 2 gotas del 
mismo a la muestra. Si se utiliza el segundo reactivo, se añaden 1 ó 2 gotas 

del mismo y a continuación 1 ó 2 gotas de la solución de peróxido de 
hidrógeno. Para que la reacción sea considerada como positiva se debe 
observar en menos de 10 segundos un color azul-verdoso. La sensibilidad 
del método es de 1/100000

REACCION CON PARAFENILDIAMINA:

En este caso, el compuesto que será oxidado es la parafenildiamina.

La técnica consiste en preparar una solución 1/200 de clorhidrato de 
parafenildiamina en agua destilada. A la muestra se le añaden 4 ó 5 gotas 
del reactivo y 2 ó 3 gotas de agua oxigenada. Si hay peroxidasas aparece, tras 
agitar, un color verde que cambia a violeta y más tarde a violeta oscuro.

También se puede aplicar sobre una huella de Taylor. Es una técnica poco sensible 
y que no se puede utilizar con sangre antigua o putrefacta.

REACCION DE LA FENOLFTALEINA:

Esta reacción fue descrita por Kastle y  Scheede y  posteriormente por Meyer, por lo 
que también se le conoce con el nombre de reacción de Kastle-Meyer. Fue 
introducida en el campo de la Medicina Legal por Balthazard y  Lambert. En 
esta reacción, el reactivo se obtiene a partir de la fenolftaleina y  como dador 
de oxígeno se utiliza el peróxido de hidrógeno.

El reactivo de Kastle-Meyer, se prepara a partir de 2 g de Taleina de fenol, 30 g de 
potasa anhidra, 100 g de agua destilada y 20 g de polvo de zinc. A 
continuación se hierve la mezcla, que en este momento es de color rojo, hasta
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que se decolora totalmente. Esto ocurre porque la Taleina de fenol se reduce 
a fenolftaleina. Después se filtra en caliente y la solución obtenida, se 
conserva en frascos oscuros y cerrados herméticamente. El reactivo es muy 
inestable, y se oxida con mucha facilidad. Poco a poco va retomando un color 

rosado hasta que vira totalmente. Esta oxidación se puede retrasar, si, como 
aconsejan Delarde y Benoit, se pone una pequeña cantidad de polvo de zinc 
dentro del frasco. También se puede colocar una capa de vaselina por encima 
del reactivo para disminuir el contacto con el aire.

La técnica consiste en, una vez obtenido el reactivo, añadir 2 mi del mismo a otros 
2 mi de la solución problema. Al adicionar unas gotas de agua oxigenada, si 
la muestra contiene peroxidasas, se observa el cambio de color a rosa oscuro. 
En este proceso debemos tener ciertas precauciones:

1.- La temperatura debe ser menor de 30°C, porque a temperaturas 
superiores, el reactivo se oxida aunque no haya sangre.

2.- Debemos controlar también el pH de la muestra, y solamente 
debemos considerar el resultado de la prueba como positivo, si el viraje se 
produce inmediatamente.

Se han propuesto algunas modificaciones al método:

1. Sarda propone añadir 2 mi de alcohol y de ácido acético 
cristalizable para mejorar la hemolisis. Esto es útil en las determinaciones 
de sangre en orina.

2. Balthazard y Lambert aconsejan disolver la mancha a estudiar, 
someterla a  ebullición lenta y repartir el líquido en dos alícuotas. A una de 
ellas se le aplica la prueba de Adler, y a la otra la de la fenolftaleina, de 
esta forma el reactivo de A dler actúa como testigo del buen estado del 

reactivo que hemos preparado.

Esta reacción es la más sensible de todas. Delardé y Benoit obtuvieron resultados 
positivos en diluciones 1/1000000, y Lambert comprobó que se producía la 
reacción incluso en diluciones de 1/10000000. Otros autores han indicado 
que la sensibilidad es de 1/5000000. Por otra parte, se ha demostrado que 
la reacción es válida para la identificación de sangre antigua y también
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sangre hervida, y algunos autores indican que también da positiva las 

muestras que han sido sometidas a la acción de ácidos o álcalis.

REACCION DE LA FLUORESCEINA:

Es una derivación del método anterior propuesta por Flhg. Consiste en sustituir la 
fenolftaleina por fluoresceina reducida por hidrogenación en medio alcalino.

La técnica es igual a la descrita anteriormente y, si la muestra contiene oxidasas, 
se observa la aparición en el tubo de ensayo de una fluorescencia cuya 

intensidad depende de la concentración de oxidasas en la muestra.

Otras pruebas de orientación, menos utilizadas, pero cuyo fundamento 
es el mismo que el que hemos detallado para las pruebas anteriores son:

REACCION DE THEVENON Y ROLAND:

El reactivo se prepara a partir del piramidón. Y la coloración obtenida es violeta.

REACTIVO DE KOHN-O'KELLY :

Utiliza la O-Toloudina que vira a verde azul.

En todas estas pruebas se debe dudar de la presencia de sangre si se 
observa que la reacción tiene poco color, o si tarda en desarrollarse más de 10 segundos.
También si se observa que el color se concentra en un punto de la muestra y no está

(9)difundido por toda ella o cuando la coloración no es del tono correcto .

PRUEBA DEL LUMINOL ( 3-ANIMOFTALHIDRACIDA):

El luminol es un compuesto quimioluminiscente y, por ello, el método consiste en 

provocar la producción de luz por parte de las peroxidasas presentes en la 
muestra.

El reactivo se prepara mezclando 0,5 g de luminol con 25 de carbonato de sodio. 

Esta mezcla es estable y se puede guardar. Cuando se vaya a hacer la prueba 
se prepara una disolución con 3,5 g de perborato de sodio en 50 mi de agua 
destilada y se añade a la mezcla anterior.
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La técnica consiste en aplicar el reactivo, con un pulverizador, sobre los objetos o 
zonas donde se encuentren las manchas que queremos investigar.

Si el test es positivo, se ve una luminiscencia blanco-azulada, que debe ser 
observada en la oscuridad. Esta prueba es muy útil cuando las manchas son 

difíciles de ver, cuando se encuentran en superficies oscuras, en grietas o 
hendiduras o zonas que han sido lavadas. El luminol no destruye la mancha 
y no interfiere en el caso de que se realicen después otras pruebas de 

confirmación o serológicas.

La sensibilidad es de 1/5000000 y es más efectivo con sangre antigua que con 
sangre fresca. Se puede aumentar la efectividad rociando previamente la 
mancha con ácido hidroclórico al 2% para descomponer la hemoglobina.

Todos los métodos revisados hasta el momento tienen dos 
características en común:

1. Son muy sensibles, capaces de detectar trazas de sangre

2. Son poco específicos, es decir, pueden dar un resultado positivo 
para gran cantidad de sustancias además de la sangre; por ello, sólo se puede valorar un 
resultado negativo de la prueba.

Los falsos positivos obtenidos en la aplicación de las pruebas de 
orientación han sido motivo de estudio por diferentes autores, que han intentado 
encontrar métodos para poder identificar los compuestos capaces de interferir en la 
reacción que se aplica y la forma de evitar la interferencia de los mismos* 15\

Así, Pinker realizó un estudio sobre las sustancias que son capaces de 
interferir en la prueba de Adler, la reacción de la leucomalaquita verde, y el reactivo de 

Kastle-Meyer. Para esto, eligió 95 productos químicos, capaces de interferir en las 
pruebas que hemos mencionado, y realizó las tres pruebas con cada uno de ellos. El 
resultado de la experiencia fue que sólo uno de los compuestos analizados daba positivo 
en las tres pruebas. Posteriormente, realizó la misma investigación a partir de 50 
manchas obtenidas a partir de frutas, tintes, productos fisiológicos, etc. Comprobó que 
ninguna de las muestras daba positivo en todos los test. Según estos resultados, se puede 
concluir que una forma de detectar los falsos positivos, es realizar más de un test sobre 

la muestra a analizar.
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Centrándonos en la prueba de la bencidina, también se han estudiado
(13)con detenimiento las posibles causas de falsos positivos

Así, se ha comprobado que la oxidación de la bencidina por el 
peróxido de hidrógeno, no se produce si no existen catalizadores, pero sí se ve afectada 

por la presencia en la muestra de agentes oxidantes químicos en solución ácida y por 
distintos catalizadores. Según esto, existe posibilidad de obtener falsos positivos en las 

siguientes circunstancias:

a) Por contaminación causada por agentes aienos a la 
muestra:

La sensibilidad de la prueba es muy alta, por lo que se deben realizar pruebas de 
control para asegurarse de que se obtiene un positivo verdadero, 
comprobando que no se debe a ningún contaminante que se encuentre en el 
soporte de la mancha, al mal estado de los reactivos o a haber seguido un 
procedimiento no correcto al realizar la prueba. De forma que si 
inesperadamente, se encuentra un resultado positivo en un caso en el que 
debe obtenerse un negativo, se debe intentar encontrar el motivo antes de 
realizar la prueba sobre la muestra.

b) Presencia de oxidantes químicos v catalizadores:

Aunque los oxidantes químicos pueden dar lugar a un resultado positivo de la 
prueba de la bencidina, su comportamiento es distinto al de la sangre. Se 

pueden distinguir porque el color obtenido generalmente es intenso, pero 
distinto al que se observa si la muestra contiene sangre. Sin embargo, el 

color desarrollado por el contaminante, puede impedir la correcta valoración 
del resultado del test. Debemos señalar que cuando se realiza la prueba de 

Adler, en una muestra que contiene oxidantes químicos, al añadir el 
reactivo se observa una decoloración de la misma, lo que no ocurre cuando se 
aplica sobre una muestra que sólo contiene sangre. Si se produce la 
decoloración, se debe sospechar que existen contaminantes en la mancha a 
estudiar y se debe tener en cuenta a la hora de interpretar los resultados 
obtenidos. Además, es importante detectar la existencia de estas 
interferencias, para intentar eliminarlas antes de someter a la muestra a 

otras pruebas de identificación.
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Los catalizadores químicos dan una reacción positiva en la prueba de Adler. Los 
más estudiados como posibles interferencias en la reacción de la bencidina, 

han sido las sales de cobre y níquel. Sin embargo, también en este caso la 
reacción se desarrolla de forma distinta que cuando se realiza con sangre. 
Al añadir el reactivo a una muestra que contiene catalizadores, aparece una 

débil coloración. Si a continuación se agrega el peróxido de hidrógeno, esta 
coloración desaparece inmediatamente y después, muy lentamente, se va 
observando el desarrollo de la coloración azul característica de la prueba de 
la bencidina. Si la técnica se aplica sobre la huella de Taylor de la mancha, 
la coloración azul comienza formando un anillo alrededor del área 
humedecida del papel de filtro y se va extendiendo gradualmente. La 
reacción no se completa hasta que han transcurrido por lo menos 15 
minutos.

Con este tipo de contaminantes también se ha comprobado que los catalizadores, 
cuando se someten a la prueba de Adler utilizando muestras secas, no dan 
un resultado positivo. En el caso de oxidantes químicos, si se realiza la 
reacción sobre cristales del producto contaminante, se obtiene un resultado 
negativo.

Además, debido a su alta sensibilidad, la reacción de la bencidina permite 
detectar trazas de sangre no visible. Esto no ocurre en el caso de los agentes 
químicos oxidantes, ni cuando se trata de determinar trazas de 
catalizadores.

c) Presencia de peroxidasas vegetales:

Es el grupo más importante de compuestos que pueden interferir en la prueba de 
Adler. Se ha comprobado que muchos tejidos vegetales dan una reacción 

intensa con la bencidina que induce a error. Sin embargo se debe tener en 
cuanta diversos factores; en primer lugar, se debe observar el color de la 
mancha que se va a identificar. El color blanco y el verde son los que, 
generalmente, están asociados a productos vegetales. Por otra parte, hay que 

señalar que las peroxidasas vegetales se encuentran en las células de los 
tejidos, por lo que el jugo que procede del vegetal da una reacción negativa o 
muy tenue. Culliford y Nickols señalan, en un estudio que analiza las 
posibles interferencias en la reacción de la bencidina, que según afirma
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Nickols, para obtener una reacción intensa, sería necesaria la presencia de  

tejidos o  fragmentos de tejidos. Estos fragm entos serían fácilm ente  

identificables exam inando la mancha con un microscopio. Los trabajos 

experim entales que estudian el resultado de la reacción de la bencidina  

cuando se aplica a peroxidasas vegetales, se han diseñado obteniendo una 

huella  del tejido vegetal que se va a analizar sobre papel de filtro, o, en  

otros casos, se  ha realizado la prueba directam ente sobre el vegetal fresco.

Para evitar confundir las manchas que son de sangre, con las qué proceden de 
vegetales, se ha estudiado las diferencias que existen entre las peroxidasas 
vegetales y las animales. Las conclusiones son las siguientes:

1. Efecto del calor :

Las peroxidasas de origen vegetal se inactivan con el calor. A una 
temperatura de 100°C, todas ellas se inhiben rápidamente. A esa misma 
temperatura, las peroxidasas animales son relativamente estables, de forma 
que se ha propuesto que calentando la muestra que se va a identificar, 
durante un periodo corto (5 minutos), a una temperatura de 100°C, se 
consigue eliminar la interferencia por la posible presencia de peroxidasas 
vegetales.

2. Efecto del tiempo:

Las peroxidasas de origen animal son muy estables al paso del tiempo. 
Las manchas de sangre antiguas dan una reacción positiva en la prueba de la 
bencidina. En el caso de las peroxidasas vegetales, se comprueba la 
antigüedad de la muestra influye en el resultado de la prueba. En 
experiencias realizadas a partir de huellas de las manchas obtenidas en 
papel de filtro, extractos acuosos de las manchas, o haciendo el estudio 
directamente sobre el soporte en que se encuentran, se observa que, a partir 
de los 5 días de antigüedad, ninguna prueba da un resultado positivo, 
excepto las realizadas directamente sobre las manchas, en las que es posible 

ver una reacción positiva muy débil, y sólo en los casos en los que ésta es 
muy intensa.
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3. Efecto del pH:

La actividad de las peroxidasas vegetales se potencia en medio 
fuertemente ácido, sin embargo a pHs básicos, no son reactivas. Es por esta 
razón por la que se ha apuntado que la reacción de la fenolftaleina es más 
específica que la prueba de Adler. Sin embargo también se debe tener en 
cuenta que en el caso de la reacción de la fenolftaleina, el reactivo es más 

complicado de preparar, conservar y usar.

Como podemos comprobar, el estudio de los falsos positivos en la 
prueba de la bencidina, ha sido considerado fundamental, y todas las investigaciones se 

dirigen a intentar conocer los compuestos capaces de actuar como interferencias en la 
reacción y la forma de evitarlas. De esta forma se conseguiría aumentar la especificidad 
del test.

Actualmente, según la bibliografía revisada, todos los autores 
coinciden en afirmar que un resultado positivo en la prueba de Adler, en general, no se 
puede considerar concluyente y no es posible, a partir de ese resultado, asegurar que la 
mancha que se está estudiando es de sangre.

Sin embargo, hasta el momento, lo que se acepta es que si se obtiene un 
resultado negativo, la mancha no es de sangre^(16)(17\

Así, en obras consideradas como fundamentales en la Medicina Legal 
podemos encontrar las siguientes afirmaciones:

"A green or blue color indicates the presence o f blood. Should this 
color fail to appear, repeat the test. I f  no color appears, the stain was 
not derived from blood and the test is terminated", en la obra de R.B.H. 
Grandwohl "Legal Medicine", edición de 1954

"As stated, all red or brownish stains are not blood. the firs task o f  
the laboratory is to verify or exelude the hematologic origin o f the 
stain, and a number o f highly sensitive presumptive tests exist than 
can detect minute traces. Mostof  these are not absolutely specifíc and 
may give false-positive reactions with a number o f other substances, 
especially o f vegetable or nonblood biologic origin.
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However, screening test are useful, even i f  they are negative, since no 
further action need be taken. In other words, they are exclusionary 
screening test.", en "Introduction to Forensic Sciences", de W 
G.Eckert, enl980.

"La prueba tiene valor exclusivamente cuando es negativa, sirviendo 

entonces para ratificar la negatividad de las pruebas de certeza; su 
gran sensibilidad permite excluir que la negatividad de las pruebas 
de certeza se deba a la escasez de material sanguíneo de la mancha 
sospechosa", en la edición de 1991 de la obra "Medicina Legal y 
Toxicología", del profesor Gisbert Calabuig.

"A negative test indicates the absence o f blood, but a positive 
reaction, though strongly suggestive, is not conclusive.", en la 
recientísima edición, 1997, del "Simpson's Forensic Medicine", de B. 
Knight.

La exhaustiva revisión bibliográfica realizada ha mostrado la práctica 
coincidencia en la inexistencia de falsos negativos ya que tan solo uno de los autores

(9 )
apunta alguna discrepancia

En el laboratorio de Criminalística de la Unidad Docente de Medicina 
Legal de la Facultat de Medicina i Odontología de la Universitat de Valencia, se planteó
la posibilidad de demostrar experimentalmente la existencia de falsos negativos en la

( 18)prueba de Adler y, para alcanzar dicho objetivo, se realizaron distintas experiencias 
que permitieron comprobar dicha posibilidad.

A partir de los resultados hallados, se ha abierto una interesante linea 

de investigación de la que este proyecto de tesis es sólo el comienzo, una pequeña parte 
del trabajo que queremos desarrollar, intentando obtener resultados útiles, que nos 
permitan conocer y resolver los distintos problemas que surgen en la identificación de 
las manchas de sangre.
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2.- HIPOTESIS

Como paso previo a una investigación que nos lleve a conocer mejor la 
aplicación de la prueba de Adler en el diagnóstico genérico de las manchas de sangre, 
haremos una revisión de los compuestos que intervienen en la misma y del tipo de 
reacción que se produce.

La prueba de Adler, como todos los demás métodos que hemos llamado

catalíticos, tiene como fundamento químico una reacción de oxidación-reducción que,
aunque es un  concepto bien conocido, presenta algunas pecurialidades no tan
difundidas. Por ello consideramos conveniente hacer un breve repaso de lo que
conocemos por oxidación y reducción.

Los términos oxidación y reducción*1̂ 20* han sido utilizados por los 
químicos desde hace casi un siglo. Inicialmente se en tendía por oxidación procesos tan 
diversos como la combustión, la oxidación de los metales y  la respiración de los 
organismos vivos. Por otro lado, se utilizaba el término reducción para describir la 

fusión de los minerales para obtener metales.
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Poco a poco se fue ampliando el concepto, por lo que se llamó 
oxidación a la combinación de un elemento con el oxígeno y  al consiguiente aumento de 
oxígeno en la composición centesimal de un cuerpo, es decir, a la introducción de átomos 
de oxígeno en la molécula

De la misma forma, por reducción se entiende el proceso contrario, es 

decir, es una reacción por la cual un compuesto pierde átomos de oxígeno.

Posteriormente, se consideró también como oxidación, una pérdida de 
átomos de Hidrógeno, mientras que la reducción implicaba ganancia de hidrógeno.

Sin embargo, es bien sabido, existen reacciones en las que no 
intervienen, ni el oxígeno, ni el hidrógeno y que se explican también mediante un 
mecanismo de oxidación-reducción. Por ejemplo, la combustión del hierro en atmósfera 
de cloro no implica la presencia de oxígeno, aunque, durante el proceso, el hierro se 
oxida.

Considerando este tipo de reacciones, se amplió el concepto de 
oxidación-reducción, de forma que, actualmente, se considera que una reacc ió n  redox  
es aquella en la que varía el número de oxidación de dos o más elementos de los 
reactivos.

Según esta definición, una oxidación implica un aumento del número 
de oxidación de un elemento, y una reducción una disminución del mismo; dicho de otra 
forma, una oxidación es una pérdida de electrones y una reducción una ganancia, por lo 
que a este tipo de reacciones se les llama también reacciones de transferencia de 
electrones.

Un agente oxidante es, por lo tanto, una especie química capaz de 
captar electrones, reduciéndose y  un agente reductor es, pues, una especie química 
capaz de cederlos, oxidándose. Un par redox es el conjunto formado por la forma oxidada 
y  la reducida de una sustancia.

Traslademos ahora este proceso al marco investigador de las pruebas

de orientación:
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Las técnicas implicadas se basan en la presencia en la sangre de 
p e ro x id asa s , es decir, enzimas que catalizan reacciones en las que el peróxido de 
hidrógeno actúa como oxidante de un sustrato.

( 2 1 }Se trata de metaloproteinas cuyo grupo prostético es el grupo hemo. 
Su estructura consta de una cadena polipeptídica (apoproteina), y un grupo hemo (grupo 
prostético) formado a su vez por un isómero de la porfirina, la protoporfirina IX, unida a 
un ión metálico, que es el Fe(III), a diferencia de la hemoglobina que contiene Fe(II).

El átomo de Fe puede formar seis enlaces, cuatro de ellos los forma con 
los N de la protoporfirina. La quinta y  sexta posiciones de coordinación las emplea en 
un enlace con un nitrógeno de un aminoácido histidina y con una molécula de agua 
respectivamente.

COO" C 0 0 "
\ /
CH, CH,
\ /
c h 2 h  c h 2

H , C ^ y S /  XC ^ CV /C H 3A I Jl 1C N N  c

h/  V  >  '

X C = N /  N  C

HA ¿ . I I \ _ CH

/ S \
CH'

Cuando se produce el contacto, el peróxido de hidrógeno se une a la 
proteína a través del hierro, desplazando a la molécula de agua. El sustrato que será 
oxidado, también debe quedar unido al enzima para que tenga lugar la reacción.

El mecanismo de reacción implica la formación de especies
intermedias de la proteína -un peroxocomplejo de Fe(III)- y, durante el proceso, no
existe un contacto directo entre el agua oxigenada y el sustrato que será oxidado.

La efectividad del enzima se explica porque permite tener Fe(III) a 
grados de pH altos en los que, en disolución o formando complejos simples, no es
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estable. Solamente a grados de pH altos el agua oxigenada (por ser un ácido débil), 
existe como OOH- y permite la formación del peroxocomplejo intermedio.

El enzima, la peroxidasa en- definitiva, lo que hace es corregir las 

propiedades antagónicas del Fe(III) y el agua oxigenada.

Por otra parte, debemos indicar que la efectividad de las peroxidasas 
es independiente del pH. Esto es ciertamente importante, dado que existen otros 
compuestos capaces de catalizar la descomposición del peróxido de hidrógeno, pero su 

acción catalítica sí varía con el pH del medio.

í 2 2 )La química redox del a g u a  o x ig e n a d a  en  solución acuosa , se 

puede resumir m ediante los siguientes potenciales:

H2O2 + 2H+ + 2e"  ___ > 2H20 E° = 1,77 V

O2 + 2H+ + 2e"  > H2O2 : E° = 0,68 V

HO2" + H2O + 2e~_____ > 30H- E° = 0,87 V

Como fácilmente se colige, el peróxido de hidrógeno, es un agente 
oxidante fuerte en disolución ácida o básica. Sólo se comporta como reductor frente a 
oxidantes muy fuertes como el permanganato.

Habitualmente, las reacciones de oxidación con el peróxido de 
hidrógeno, se producen rápidamente en medio básico y de forma muy lenta si el pH es 
ácido. Pero debemos hacer notar que, en presencia de peroxidasas, el peróxido de 
hidrógeno puede actuar como oxidante de diferentes sustratos independientemente del 

pH imperante en el medio.

Ya hemos recordado que en la reacción de A dler, el sustrato que 
interviene es la bencidina. Este compuesto es una amina aromática, cuya fórmula es la 

siguiente:
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La bencidina, cuando pasa a su forma oxidada cambia de coior. Esta 
(característica se aprovecha para poder comprobar la presencia de peroxidasas en una 
rmuestrra, puesto que la reacción no se produciría si no existe catalizador. Por lo tanto, el 
ccambio de color indica la posibilidad de que la mancha estudiada sea sangre.

En principio se puede suponer que cualquier compuesto cuyo 
jpotencial redox sea menor que el del peróxido de hidrógeno, podría actuar como sustrato 

een una reacción similar a la descrita para la prueba de Adler.

Tras e s te . breve y superficial, quizá innecesario, recuerdo de la 
(química redox, retomamos la línea de la investigación.

A grandes rasgos, el trabajo se estructura partiendo de una 
(comprobación específica de la prueba de Adler para, a renglón seguido, comprobar qué 
«es lo que ocurre, en una serie de situaciones, si además de la bencidina, existe en la 
imisma muestra, otro posible sustrato, es decir, otro compuesto capaz de ser oxidado por 
cel peróxido de hidrógeno. El último paso trata de esclarecer algunos aspectos del 
rmecanismo íntimo de la prueba.

Todo ello se contempla en una serie de proposiciones que se 
(desarrollan a continuación.
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1PRIMERA HIPOTESIS:________________________________________________

En un primer paso de nuestro trabajo plantearemos una hipótesis que 
{parte de la afirmación hecha por Bordas en 1910, que señala que la prueba de Adler es 
«sensible para concentraciones de sangre de 1/200000. Desde entonces, se han sido 
{proponiendo diferentes valores de concentración de sangre para los que la prueba da un 
resultado positivo.

Según hemos comprobado en la revisión bibliográfica, se admite que la 
«sensibilidad de la reacción de A dler oscila entre 1/200000 y 1/500000, variando según 
líos distintos autores consultados.

Estudiaremos la sensibilidad de la prueba de Adler, sobre los 
diferentes soportes en los que se puede encontrar la mancha que se va a identificar, de 
ffórma que podamos conocer si existen o no diferencias en la efectividad de la reacción, y 
ttambién contrastar los resultados obtenidos con los que se indican en la bibliografía 
revisada.
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SEGUNDA HIPOTESIS:________________________________________________

Ya hemos apuntado anteriormente, al describir la reacción en que se 
basia la prueba de Adler,, que, en presencia de peroxidasas, cualquier compuesto cuyo 
potencial sea menor que el del peróxido de hidrógeno, puede actuar como sustrato en la 
reacción de descomposición del peróxido, siendo oxidado.

Si es cierto, podremos deducir qué ocurrirá si, en la muestra de 
sangre que estamos analizando, existe un compuesto capaz de actuar como sustrato, y 
que por lo tanto pueda competir con la bencidina por el peróxido de hidrógeno, o bien 
a lterar de alguna forma el mecanismo de catálisis, impidiendo la reacción de 
descomposición del peróxido de hidrógeno.

Según esta afirmación, pueden existir compuestos que actúen como 
contaminantes, dando lugar a falsos negativos en el Test de Adler, al impedir la 
oxidación de la bencidina.

Ya que hemos podido comprobar experimen taimen te que al añadir 
zumo de limón a una muestra de sangre, no se obtiene el resultado positivo que indica la 
existencia de sangre en la mancha, planteamos pues la hipótesis de que deben existir 
diferentes sustancias que, añadidas a la sangre impiden la reacción de la bencidina 
darado lugar a falsos negativos en la prueba de Adler.

Estudiaremos en qué condiciones de concentración de la muestra y  el 
con taminante se producen la interferencia en la reacción, y también la influencia del 
tipa) de soporte sobre el que se aplican las pruebas de identificación de la mancha de 
sangre.
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TERCERA HIPOTESIS:_________________________________________________

Una vez que hayamos verificado la hipótesis anterior, continuaremos 
nuestra investigación centrándonos en el estudio de qué componente del contaminante 
(zumo de limón), es el causante de la interferencia.

La composición del zumo de limón es la siguiente: agua, proteínas, 
grasas, azúcar, minerales, caroteno, vitamina Bl, vitamina B2, nicotinamida, ácido 
fólico, vitamina C, ácido málico y ácido cítrico.

En nuestra hipótesis de trabajo suponemos que el ácido ascórbico
f 18)puede ser el causante del falso negativo que se ha obtenido en la prueba de Adler

Para hacer esta propuesta, nos basamos en que la reacción de la 
bencidina implica un mecanismo de oxidación-reducción.

Recordemos brevemente algunos conceptos que ayuden a plantear la
hipótesis:

En las reacciones redox, el valor del potencial estándar (AE°), 
nos dará la medida cuantitativa de la tendencia de la reacción a 
producirse. Este potencial se mide para reaccionantes y productos en 
estado estándar, es decir, concentración 1 M para materiales solubles, 
presión de 1 atm. para gases y para sólidos su forma más estable a 

25°C. Una variación de potencial positiva indica que la reacción se
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produce espontáneamente de izquierda a derecha. Cuando mayor es 
dicha diferencia de potencial, más fácilmente se produce la reacción.

El potencial estándar es el resultado de la suma de los 

potenciales de cada una de las dos semirreacciones que intervienen en 
la reacción redox. Para obtener valores de potencial absolutos para 
cada una de las semirreacciones, se ha asignado arbitrariamente el 

valor cero a la semirreacción del ión hidrógeno-gas hidrógeno :

H2 (1 a tm )  > 2H+ (1 M) + 2e" E° = 0 V

Comparando cada par redox con el par ión hidrógeno-gas 

hidrógeno, podremos calcular los potenciales absolutos.

Todas las semirreacciones se escriben como reducciones, y su 
potencial es la medida de la tendencia de la reacción a producirse de 
izquierda a derecha (reducción), cuando más positivo sea el potencial 
de un par redox, más tendencia tendrá a reducirse (es más oxidante).
Si se invierte el sentido de una reacción, se debe cambiar el signo del 
potencial.

Comparando los potenciales de dos pares redox, podremos saber 
cuál de ellos será el oxidante y cuál el reductor.

Por otra parte, sobre el compuesto que estudiaremos como 
conttaminante de la muestra, podemos indicar lo siguiente:

El ácido ascórbico o vitamina c*23̂ 24̂  es la forma enólica del 3-ceto- 

1-gwlofuranolactona, su fórmula es:

Se trata de un compuesto formado por cristales blancos de sabor ácido, 
hidrosolubles y poco solubles en etanol. Es fuertemente reductor, y aunque la forma 
cristtalizada es estable al aire, en solución acuosa es sensible a la luz y al oxígeno, y
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Hábil al calentamiento en presencia de oligometales como el cobre. Por otro lado, es 
estable a la congelación.

Se encuentra principalmente en las frutas cítricas, las moras, el 
imelón, la col cruda, los pimientos verdes y los vegetales verdes.

Su estructura es semejante a la de un monosacárido pero contiene un 
grupo enol en el segundo y tercer átomos de carbono. Este grupo es sensible a la 

oxidación y, por eliminación de hidrógeno, se convierte en un grupo diceto formando el 
ácido dehidroascorbico.

Como ya hemos indicado, el ácido ascórbico se oxida espontáneamente 
a l contacto con el aire, y es, probablemente, la menos estable de todas las vitaminas 
lhidrosolubles. Sin embargo, tanto la forma oxidada como la reducida son funcionalmente 
activas. El sistema redox formado por ios ácidos ascórbico y dehidroascorbico tiene un 
potencial de 0,08 V .

En una reacción redox entre el ácido ascórbico y cualquier otro par 
redox con un potencial mayor de 0,08, el ácido ascórbico será oxidado. El agua 
oxigenada tiene un potencial de 1,77 V, luego, en principio puede actuar como oxidante 
frente al ácido ascórbico.

En nuestra hipótesis de trabajo proponemos que el ácido ascórbico 
puede actuar como contaminante provocando falsos negativos en la prueba de Adler, y 
que la interferencia se debe producir tanto para muestras líquidas, como para manchas 
o huellas de manchas.

En principio, y aunque este punto lo estudiaremos más adelante, 
podemos apuntar que la interferencia se puede producir por dos caminos distintos: bien 
por alteración de la peroxidasa, bien por modificar la reacción de oxidación-reducción 
al existir, en la muestra, un compuesto muy reductor que puede intervenir alterando los 
resultados.
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CUARTA HIPOTESIS__________________________________________________

La experiencia que inició nuestra investigación, fue realizada a partir 
de sangre fresca recién extraída. Ahora estudiaremos la presencia de falsos negativos en 
muestras que proceden del banco de sangre y que por lo tanto han sido sometidas a un 
proceso de conservación.

Para conocer en que condiciones se encuentran estas muestras, hemos 

recurrido ai Real Decreto 1854/1993 del 22 de octubre en el que se determina con 
carácter general los requisitos técnicos y  condiciones mínimas de la hemodonación y 

bancos de sangre, del que extraemos la siguiente infbrmaeióm

"la  sangre total y  todos los componentes eritrocítaríos líquidos 
deben ser almacenados de forma continuada a una temperatura 
comprendida entre 1 -6°C. La sangre total y  los componentes 

eritrocitarios separados en circuito cerrado, utilizando un método que 
garantice un hematocríto final inferior al 80 por 100, tendrán una 
fecha de caducidad no superior a veintiún días a contar desde la fecha 

de extracción si el anticoagulante empleado es ACD o CPD, y  de treinta 
y  cinco días si el anticoagulante es CPD-Adenina. Cuando se utilizan 
soluciones aditivas la fecha de caducidad será la adecuada para esa 
solución11.

Al realizar pruebas con muestras que proceden del banco de sangre, 

utilizamos sangre sometida a conservantes, y a bajas temperaturas durante un tiempo 
mínimo de 35 días. Suponemos que en estas condiciones los resultados al aplicar la 

prueba de Adler pueden variar con respecto a la sangre fresca recién extraída.
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2.- Hipótesis

En este punto de la investigación también veremos si las pruebas 
realizadas conducen a los mismos resultados tanto si se utiliza muestra en tubo de 
ensayo, como si se aplica directamente sobre manchas o mediante la obtención de la 
huella de Taylor.
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QUINTA HIPOTESIS__________________________________________________

Suponemos que el tiempo que haya transcurrido desde que se produjo 
la mancha, hasta que se sometió a las pruebas de identificación, puede influir sobre el 
resultado de la prueba de Adler. Estudiaremos muestras con contaminante que 
dejaremos almacenadas durante periodos determinados.

Está generalmente admitido*15) que la antigüedad de una mancha de 
sangre no impide su identificación por la prueba de Adler, y que tampoco afecta a la 
sensibilidad de la misma.

Es predecible que si la muestra contiene contaminantes, el tiempo 
puede variar sus propiedades alterando su capacidad de interferencia en la reacción de 
identificación. Como ya se ha indicado, el ácido ascórbico en poco estable, y sensible a 
la luz y el oxígeno. También la temperatura puede variar sus jpropiedades. En teoría, y 
si admitimos que la antigüedad de la sangre no influye en el resultado del test, 
cualquier diferencia con respecto a los resultados obtenidos en experiencias 
correspondientes a hipótesis anteriores, se deberán a la alteración del contaminante. 
Para confirmar estas hipótesis, realizaremos pruebas con sangre con y sin ácido 
ascórbico. Los resultados obtenidos nos permitirán determinar el posible efecto de la 
edad dé la muestra y/o  del contaminante sobre la sensibilidad de la prueba de Adler.
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SEXTA HIPOTESIS____________________________________________________

Si hem os llegado a comprobar que la reacción de A dler puede verse 

afectada por la presencia en la muestra de ácido ascórbico, nos podem os preguntar ahora 

d e qué forma actúa el contaminante.

En principio, como ya hemos apuntado anteriormente, podemos pensar 
que una posibilidad sería que el ácido ascórbico inhibe al enzima que cataliza la 
reacción, impidiendo su acción, por lo que la descomposición del peróxido de hidrógeno 
no tendría lugar, y por lo tanto, no se produciría la reacción de oxidación de la 
bencidina.

Por otra parte, y si tenemos en cuenta que el ácido ascórbico es un 
compuesto muy reductor, podría ocurrir que tuviera mayor capacidad para oxidarse que 
la bencidina, consumiendo el oxígeno liberado por el peróxido de hidrógeno, e 
impidiendo que se invirtiera en la oxidación de la bencidina. Por lo tanto, no se 
observaría el positivo de la prueba de Adler.

Una tercera posibilidad sería que el ácido ascórbico actuara 
reduciendo a la bencidina que previamente había sido oxidada por el peróxido de 
hidrógeno, de forma que impidiera que se pusiera de manifiesto el color azul 

característico porque desaparece rápidamente al ser reducida la bencidina.

Para trabajar sobre estas hipótesis, tendremos que diseñar un método 
que nos permita conocer el posible mecanismo de actuación del contaminante. Este 
método implicará la realización de pruebas sencillas, en las que comprobaremos las 
propiedades redox de los compuestos implicados en la reacción. Como punto de partida,
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2.- Hipótesis

vamos a estudiar distintos procedimientos para conseguir descomponer el peróxido de 
hidrógeno. De todos ellos los más usuales son:

1. Reacción con el perm anganato p o tá sico (25):

Este método se suele utilizar para comprobar la presencia de 
peróxido de hidrógeno en una muestra. Para ello, se pone una pequeña 

cantidad de permanganato de concentración 0,1 N en un tubo de ensayo, 
y se añade unas gotas de ácido sulfúrico 2 N. La solución tiene un color 

violeta oscuro.

Si a continuación se agrega peróxido de hidrógeno, se observa 
como inmediatamente, la disolución se decolora pasando a ser 
transparente, a la vez que se desprenden burbujas de oxígeno 
elemental, que verifican la descomposición del peróxido, el cambio de 
color se debe a la reducción del permanganato, que como Mn(II), es 
incoloro. Esta reacción es sencilla, rápida y se produce sin necesidad 
de calentar la muestra. Tiene el inconveniente que el permanganato 
interviene directamente en la misma, lo que puede plantearnos 

problemas a la hora de utilizarla para nuestro trabajo. La reacción que 
se produce es la siguiente:

2 Mn04“ + 5 H2O2 + 6 H+____ > 2 Mn+2 + 5 O2 + 8H2O

El permanganato potásico es un reactivo importante en la 
Química Analítica. Es un oxidante fuerte tanto en medio ácido como en 
básico, como podemos comprobar por los valores del potencial redox en 
los dos casos:

Medio básico: MnÜ4“ + 2 H2O + 3 e '  >MnÜ2 + 4 OH“ E°=1,23V
(violeta) (marrón)

Medio ácido : M11O4 - + 8H+ + 5 e"____ > Mn+2 + 4H20 E° = 1,51 V
(violeta) (incoloro)

Como el MnC>4',  puede oxidar al Mn+2 , si existe un exceso de 

permanganato, se produce la reacción siguiente:
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2.- Hipótesis

2M11O4- + 3Mn+2 + 2H2O  > 5Mn02 + 4H+ E° = 0,46
V

(violeta) (marrón)

Las propiedades redox del permanganato, se pueden aplicar para 
el estudio que nos proponemos realizar, comprobando lo que ocurre 

cuando hacemos reaccionar el reactivo de A dler y el ácido ascórbico 
con el permanganato.

2. D escom posición catalizada por catalizad ores
qiuím icos:

Existen distintos compuestos químicos, como son los óxidos de 
Cu(II), Ni, Zn y el de Mn(IV), que son capaces de catalizar la reacción 
de descomposición del peróxido de hidrógeno. De todos ellos, el más 
efectivo es el óxido de Mn(IV)*26*. El dióxido de Manganeso*27*, es un 
sólido cuyo color oscila entre el gris y el negro. Es un compuesto no 
estequiométrico y que presenta siempre deficiencia en oxígeno. En 
medio ácido, es un agente oxidante muy fuerte, con un potencial redox 

de 1,23 V. A semirreacción es la que indicamos a continuación:

Mn02 + 4H+ + 2 e ' > Mn+2 + 2H2O E° = 1,23 V

Sin embargo, en medio básico es muy poco oxidante, tal como 
queda reflejado en el valor del potencial, que es de -0,50 V. Es decir, 
que, a diferencia de la peroxidasas, su poder como catalizador, varía 
con el pH del medio.

La reacción en la que el dióxido de manganeso actúa catalizando
la descomposición del peróxido de hidrógeno, se lleva a cabo de la

(28)
forma siguiente : se pone en un tubo de ensayo 1 g de dióxido de 

manganeso, se añade 50 mi de agua destilada y 2 mi de peróxido de 
hidrógeno de 20 volúmenes. Se puede comprobar que el peróxido se ha 
descompuesto porque se observa la aparición de burbujas de oxígeno.

Es importante recordar que los compuestos que actúan como 
catalizadores quedan inalterados al finalizar la reacción.
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2.- Hipótesis

Podemos realizar otra serie de pruebas a partir de este óxido, 
comprobando lo que ocurre cuando se le añade reactivo de ADLER y  ácido 
ascórbico.

Para estudiar el efecto de los contaminantes sobre la reacción de 
A dler, proponemos un procedimiento que consiste en comprobar lo que ocurre si 
hacemos reaccionar el reactivo de A dler y  el ácido ascórbico con un agente oxidante. 
Veremos si la interferencia del contaminante se produce también en este caso. Y en 

cualquier caso a la vista de los resultados intentaremos dar una explicación a los falsos 
negativos que obtenemos al aplicar la prueba de Adler.
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3.- OBJETIVOS

La realización de la investigación planteada tiene como fin alcanzar los 
objetivos siguientes:

PRIMER OBJETIVO

a) Obtener experimentalmente datos que nos permitan conocer hasta
qué valores de la concentración en sangre, es sensible la prueba 
de Adler.

b) Analizar las diferencias de efectividad debidas al tipo de soporte

sobre el que se realizan las pruebas de identificación de la 
muestra.
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3.- Objetivos

c ) Contrastar los resultados obtenidos con los que se han encontrado 
en la bibliografía revisada.

SEGjUNDO objetivo______________________________________________

a) Demostrar que es posible obtener falsos resultados negativos al
aplicar la prueba de Adler.

b ) Comprobar que el zumo de limón mezclado con la muestra de sangre
que se va a identificar, puede actuar impidiendo que la reacción 
de Adler de un resultado positivo, llevando a la conclusión de 
que la muestra analizada no contiene sangre.

c) Estudiar en qué condiciones de concentración de la muestra y del
contaminante se produce la interferencia, así como las 
diferencias en el grado de influencia del contaminante 
dependiendo de si la muestra sobre la que se realizan las 
pruebas es líquida, se trata de una mancha, o una huella de 
Taylor.

TERICER OBJETIVO________________________________________________

a) Conocer qué efecto produce el ácido ascórbico cuando se añade a una
muestra de sangre sobre el resultado de la prueba de Adler.

b ) Comprobar que actúa dando lugar falsos negativos.

c) Determinar, para los diferentes tipos de muestras sobre las que
trabajamos (líquida, mancha y huella de Taylor), y  a diferentes 
diluciones de sangre, qué concentración de ácido ascórbico es 
capaz de impedir que se observe el resultado positivo de la 
prueba.
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CUARTO OBJETIVO_______________________________________________

sa) Estudiar muestras de sangre que se han sometido a un proceso de 
conservación.

Ib) Obtener datos que nos indiquen posibles diferencias con respecto a 

la sensibilidad de la prueba, por comparación con los que se han 
determinado en el primer objetivo.

<n) Comprobar si el hecho de utilizar conservantes y haber mantenido a 
la muestra a bajas temperaturas durante un determinado periodo 
de tiempo, influye en los resultados de la prueba.

cd) Estudiar también sobre estas muestras la capacidad de 
interferencia del ácido ascórbico.

e ) Repetir las experiencias realizadas para muestras de sangre recién
extraída a las que se les ha añadido contaminante, con las 
muestras procedentes del banco de sangre.

f ) Comprobar si existen diferencias en los datos que se obtienen en los
dos casos y analizar las causas.

QUINTO OBJETIVO________________________________________________

ai) Determinar si la antigüedad de la muestra que se somete a las 
pruebas de identificación, influye en la sensibilidad de la 

reacción de A dler.

b ) Estudiar también, en el caso de que la muestra contenga 
contaminantes, el efecto del tiempo transcurrido desde que se 
obtuvo la muestra, hasta que se analizó.
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c ) Si se demuestra que existen diferencias con respecto a los
resultados obtenidos en las experiencias que se han realizado 
para verificar los objetivos anteriores, comprobar si se deben a 
la alteración de la sangre que contiene la muestra, o al deterioro 
del contaminante.

d ) Obtener los resultados para muestras líquidas, manchas y huellas,
llegando a conclusiones que nos indiquen de qué forma se debe 
realizar la prueba, cuando se trata de sangre antigua, para 
conseguir una mayor efectividad e impedir la acción del posibles 
contaminantes de la muestra

SEXTO OBJETIVO_________________________________________________

a) Conocer como actúa el ácido ascórbico en la prueba de Adler.

b ) Realizar diferentes reacciones redox sencillas en las que
intervengan el reactivo de ADLER y el ácido ascórbico junto con 
un agente oxidante fuerte.

c ) Comparar los resultados obtenidos con los correspondientes a las
pruebas realizadas con muestras de sangre.

d ) Determinar si la acción del ácido ascórbico como interferencia en la
reacción se debe a una alteración del enzima que cataliza la 
descomposición del peróxido de hidrógeno, o a su intervención 
en la reacción de oxidación-reducción que debería conducir a la 

oxidación de la bencidina, por ser un agente reductor fuerte, 
bien impidiendo directamente la oxidación de la bencidina al 
consumir el oxígeno liberado por el peróxido, o, reduciendo 
rápidamente a la bencidina una vez ha sido oxidada impidiendo 
que se pueda observa el color azul característico de la reacción 
positiva en la prueba de Adler.
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4.1.- Material

4.1.- MATERIAL

Para la realización de las diversas experiencias y elaboración formal del 
trabajo?, se han utilizado los siguientes materiales:

I.- REACTIVOS:

Bencidina ((C6H4NH2)2 ) de un 99% de riqueza 

Peróxido de hidrógeno de 110 volúmenes 
Acido acético glacial (CH3COOH) de un 99,7% de riqueza 
Acido Ascórbico (CgHgOg) de un 100% de riqueza 

Dióxido de Manganeso (Mn02) de un 80% de riqueza 

Agua destilada
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4.1.- Material

II.- MATERIAL FUNGIBLE:

Probetas de 25 mi

Vasos de precipitados de 200 mi
Vasos de forma alta
Pipetas de 1 mi

Pipetas de 10 mi.
Pipetas de Pasteur 
Cuentagotas 

Frascos cuentagotas 
Tubos de ensayo 
Gradillas 
Vidrios de reloj 
Espátula
Matraces aforados de 10 mi
Matraces aforados de 50 mi
Matraces aforados de 100 mi
Papel de filtro
Embudos
Etiquetas
Varillas de vidrio
Tubos de ensayo preparados con anticoagulante 
Material para la extracción de sangre 
Cuaderno de laboratorio

III.- MATERIAL NO FUNGIBLE

Balanza analítica Mettler AE50. Precisión 10"^ g 
Centrífuga Heraeus Sepatech. Labofuge 200 
Estufa
Refrigerador 

Cámara de observación 

Rodillete de presión
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IV.- MATERIAL INFORMATICO

Equipos:

Ordenador Macintosh Performa 630 
Ordenador PC 486 DX2 66 MHZ 
Ordenador Macintosh Power Book 145 B 

A plicaciones

Microsoft Word ver. 5.1 

Microsoft Excel ver. 5.0 
Microsoft Publisher para Windows 95 ver. 3.0
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4.2.- MÉTODO

En la descripción de los métodos que aplicamos, existen algunos 
puuntos comunes como son: la preparación de los reactivos que se van a utilizar, la 
obbtención de los diferentes tipos de muestras en soportes distintos, y los pasos a seguir 
paara realizar la prueba de Adler.

Para evitar repeticiones innecesarias, los describiremos previamente 
y , , al explicar detalladamente cada uno de los procedimientos, nos referiremos a ellos de 
foorma escueta.

I.- P reparación  d e l reactivo____________

El reactivo de A dler se debe preparar extemporáneamente según el
maétodo siguiente:

Poner en un vaso de precipitados limpio y seco, 10 mi de ácido acético 

gldacial, que medimos en una probeta. A continuación, vamos añadiendo pequeñas 

caantidades de bencidina, agitando hasta que se disuelva totalmente. Seguiremos
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4.2.- Método

añaddiendo bencidina hasta que no sea posible disolverla más, obteniendo al final una 
soluación de color caramelo.

Si fuera necesario, filtraremos el reactivo para eliminar el exceso de 
benccidina que puede quedar sin disolver.

La disolución saturada de bencidina en ácido acético es lo que 
conoocemos como reactivo de A dler. Llenamos un frasco cuentagotas con reactivo y  le 
poneemos una etiqueta que indique su composición y  la fecha de preparación.

II.- Preparación de las d iso lu c io n es de  
sa n g re________________________________________

En un tubo de ensayo, ponemos 1 mi de la muestra de sangre que 
hemaos obtenido previamente. Para medir el volumen de muestra utilizamos una pipeta de 
1 mil. A continuación añadimos 9 mi de agua destilada, para obtener una disolución de 
conccentración 1/10 en sangre.

La concentración de las muestras las medimos en mi de sangre por mi 
totalles. Con 1 mi de la disolución 1/10 y diluyendo hasta 10 mi, preparamos la 
disollución de concentración 1/ 100, y siguiendo el mismo procedimiento, es decir 
pipefiteando 1 mi de una disolución y añadiendo 9 mi de agua destilada, obtenemos 
disobluciones de concentración 1/1000, 1/10000, y 1/100000. Después preparamos 
cuatlro tubos de ensayo en los que ponemos, en cada uno de ellos, 2 mi de la disolución de 
conccentración 1/100000. A continuación añadimos 2 mi de agua destilada al primer 
tubco, 4 mi al segundo, 6 al tercero y 8 al cuarto para obtener disoluciones de 

conccentración 1/200000, 1/300000, 1/400000 y 1/500000 respectivamente.

Preparamos además un tubo de ensayo con sangre sin diluir, que 
utiliizamos para realizar las pruebas de control. Todos los tubos deben llevar una 
etiqvueta en la que se indica la concentración y la fecha de preparación de la muestra.

III.- Preparación de las m uestras_______

1.- Muestras de sangre en tubo de ensavo:
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4.2.- Método

Para cada dilución sobre la que trabajamos, preparamos 3 tubos que 
conttengan cada uno 1 mi de la muestra de sangre. De esta forma, cada prueba la 
realiizaremos 3 veces, para confirmar los resultados obtenidos.

2.- Manchas en papel:

Utilizamos papel de filtro como soporte. Cortamos varias tiras de papel 
de uin tamaño aproximado de 3 por 12 cm, sobre las que obtenemos las manchas. Para 
estop, necesitamos un cuentagotas, de forma que podemos controlar que cada mancha 
consta de 5 gotas de la muestra de sangre que estamos estudiando.

Para cada dilución formamos 6 manchas. Utilizamos 3 de ellas para 
apliccar la prueba de Adler directamente y las otras 3 para obtener la huella de Taylor y  
comjprobar la sensibilidad de la prueba sobre ella.

De la muestra de sangre sin diluir, también hacemos manchas que a su 
vez sirven para realizar las pruebas de control que describiremos más adelante. 
Debemos indicar sobre el papel de filtro las concentraciones de las manchas y la fecha 
de preparación de las mismas.

3.- Obtención de la huella de Tavlor.

La prueba de Adler la realizamos también sobre la huella de Taylor. 
Para, obtenerla, tomamos un trozo de papel de filtro humedecido con agua destilada y lo 
ponemos sobre la mancha que vamos a estudiar presionando ligeramente mediante un 
rodilllete de presión. Sobre la huella que queda en el papel aplicamos las pruebas 
correspondientes.

IV.- Práctica de la prueba de ADLER:

Añadimos a la muestra con la que estamos trabajando, 2 gotas del 
reactivo que hemos preparado según el procedimiento descrito en el punto I del método 
experimental. Si no se produce cambio de color, ponemos 2 gotas de peróxido de 

hidrógeno. Si la prueba es positiva, la disolución adquiere rápidamente un color azul 
intenso como consecuencia del viraje del reactivo.
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4.2.- Método

Tenemos que recordar que el cambio de color se debe observar antes de 
que pase un tiempo de 10 segundos desde que añadimos el peróxido de hidrógeno.

V.- C onsideraciones Generales:_________

Debemos señalar que como nuestro trabajo tiene como objetivo el 
estudio de la identificación de una sustancia, es imprescindible evitar toda posible 
contaminación, tanto de la muestra, como de los reactivos, por agentes que puedan 
interferir en el análisis. De aquí que se extremen las precauciones a la hora de preparar 
el material que vamos a utilizar. Elegiremos pipetas y cuentagotas distintos para cada 
reactivo y muestra. No debemos poner nunca las pipetas y cuentagotas sobre la mesa, 
sino en un vaso alto que contiene agua destilada, y una vez utilizados, los dejaremos en 
otro vaso distinto también con agua.

Todo el material de vidrio lo limpiaremos con agua y jabón, 
enjuagándolo posteriormente con agua corriente y después con agua destilada. También 
recordaremos que cuando se añaden los reactivos a la muestra, es importante no 
introducir las pipetas y cuentagotas en los tubos de ensayo donde se encuentra la misma 
para evitar que puedan contaminarse.

Con todo esto intentamos evitar resultados erróneos, y que nuestras 

experiencias sean reproducibles si se mantienen las condiciones indicadas con respecto 
a la preparación de muestras y reactivos.

VI.- Cuaderno de Laboratorio:___________

El cuaderno que utilizamos durante la realización de las experiencias 
propuestas, lo consideramos como un instrumento más de trabajo, puesto que si tenemos 

anotados todos los procedimientos, incidencias y resultados que se desarrollan durante 
la sesión de laboratorio, reflejado incluso aquellos hechos que, en principio, parece que 
no son importantes, podemos tener una ayuda importante en el momento de encontrar la 
explicación a posibles errores, o cuando debemos interpretar los resultados.
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4.2.- Método

Además tendremos la posibilidad de repetir un ensayo de la misma 
forma en que se realizó en su momento, ya que tenemos una descripción de cada uno de 
los pasos que se han seguido, así como de las posibles modificaciones que hayamos hecho 
sobre la marcha a la vista de los resultados obtenidos, sin que estuvieran previstas en 
un principio.

Una vez expuestos los pasos comunes que se van a repetir en la 
investigación, pasamos a describir los métodos experimentales correspondientes a los 
objetivos propuestos, incluyendo al final de cada uno de ellos un esquema de los pasos 
fundamentales.

Primer objetivo. Método experim ental:

Objetivo: Estudiar la sensibilidad de la prueba de Adler

1.- Obtener la muestra de sangre: realizamos las pruebas a partir de sangre
recién extraída por punción venosa. La muestra la guardamos en un 
tubo de ensayo preparado con heparina como anticoagulante.

2 .- Preparar el reactivo de A dler

3.- Llenar un frasco cuentagotas con peróxido de hidrógeno.

4.- Preparación de las disoluciones de sangre.

5.- Obtener las manchas en papel

6 .- Estudiar la prueba de Adler en muestras de sangre líquidas:
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4.2.- Método

6 .1 .- Prueba de control: Ponemos en un tubo de ensayo, 1 mi de muestra de 
sangre que contiene el tubo de control que hemos preparado 
anteriormente según el procedimiento descrito en el punto II. A 
continuación realizamos la prueba de Adler sobre la muestra. Con esta 
prueba nos aseguramos de que los reactivos que hemos preparado 
funcionan correctamente y por lo tanto podemos pasar a comprobar la 
validez de la prueba en las muestras correspondientes a distintas 
diluciones de sangre. Además es importante tener un control del color 
que se obtiene si la reacción es positiva, para evitar errores por 
aparición de tonalidades que no corresponden exactamente al que se 
obtiene por la oxidación de la bencidina.

6 .2 .- Prueba de Adler en muestras de sangre diluida : Preparamos en una 
gradilla 3 tubos de ensayo que contienen cada uno 1 mi de la muestra 
de sangre de concentración 1/10. A cada uno de ellos le aplicamos la 
prueba de Adler. Si la prueba es negativa, como conclusión debemos 
decir que la reacción de A dler no es sensible para la concentración 
que estamos estudiando. Los resultados los reflejamos en la tabla 1.

Repetimos el mismo procedimiento utilizando las diferentes diluciones que 
tenemos preparadas.

7 Pruebas realizadas sobre manchas en papel:

7 .1 .- Prueba de control : Realizamos la prueba de Adler sobre las manchas 
correspondientes a la muestra de sangre sin diluir. Con esta 
experiencia previa, podemos comprobar que las manchas que vamos a 
estudiar y los reactivos son fiables. También tendremos un modelo del 
color que indica una reacción positiva.

7 .2 .-  Prueba de Adler en manchas de sangre sobre papel: Tenemos 
preparadas 3 manchas para cada una de las diluciones que queremos 
estudiar. Aplicamos sobre cada una de ellas la prueba de Adler.

8 .- Pruebas realizadas sobre una huella de Tavlor.

8 .1 .-  Prueba de control : Obtenemos la huella de Taylor de la mancha que 
preparamos a partir de la muestra de sangre sin diluir. A

60



4.2.- Método

continuación, sobre la huella que se ha obtenido realizamos la prueba 
de Adler. Como en los casos anteriores, consideramos que este paso 
previo es importante para comprobar la validez de los reactivos y de la 
técnica que vamos a aplicar a las muestras a estudio, así como para 
tener un patrón de la coloración que indica el resultado positivo de la 
prueba.

8 .2 .- Prueba de Adler sobre la huella de Taylor. Nos quedan 3 manchas de 
cada dilución que son las que utilizamos en esta experiencia. De cada 
una de ellas obtenemos la huella de Taylor tal como hemos descrito 
anteriormente (punto III del método), y comprobamos qué resultado se 
obtiene al realizar la prueba sobre ellas.
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Segundo objetivo. Método experimental:

Objetivo: Comprobar la interferencia del zumo de limón en la prueba de
Aidler

1.- Obtener la muestra de sangre: Realizaremos las pruebas a partir de
sangre recién extraída por punción venosa que guardamos en un tubo 
de ensayo preparado con heparina como anticoagulante.

2.- Preparar el reactivo de Adler.

3.- Llenar un frasco cuentagotas con peróxido de hidrógeno.

4 .- Preparación de las disoluciones de sangre.

5.- Preparar las disoluciones de zumo de limón: A partir de zumo de limón
puro, que hemos sometido a un proceso previo de centrifugado, 
preparamos disoluciones de distintas concentraciones. El método es el 
siguiente: en un tubo de ensayo, ponemos 1 mi de zumo de limón. A 
continuación añadimos 9 mi de agua destilada, de manera que tenemos 
una disolución de concentración 1/10 en zumo de limón. A partir de 1 
mi de la disolución 1/10 y diluyendo hasta 10 mi, preparamos la 
disolución de concentración 1/100, y siguiendo el mismo 
procedimiento, es decir pipeteando 1 mi de una disolución y diluyendo 
hasta un volumen de 10 mi, obtenemos disoluciones de concentración 
1/1000, 1/10000, y 1/100000. Para conseguir las disoluciones 
comprendidas entre l / l y l / 1 0 , también partimos de la solución base, 
así, por ejemplo para la disolución 1/2, separamos 5 mi de zumo y
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diluimos hasta 10 mi. Preparamos además un tubo de ensayo con 1 mi 
de zumo sin diluir. Todos los tubos llevan una etiqueta que indica la 
concentración y la fecha de preparación de la muestra.

6 .-Preparar las muestras en tubo de ensayo: Para empezar nuestra 
experiencia elegimos la muestra de sangre sin diluir y, en un primer 
paso, comprobamos si el zumo de limón puro es capaz de impedir la 
reacción positiva de la bencidina. Así pues, de la muestra de sangre 
sin diluir, preparamos 4 tubos de ensayo con 1 mi de muestra de 
sangre en cada uno. A continuación, añadimos en cada tubo 1 mi de 
zumo de limón sin diluir. Todos ellos llevan una etiqueta que indica la 
concentración en sangre, la concentración en zumo de limón y la fecha 
de preparación de la muestra. De los 4 tubos que hemos preparado, 3 
de ellos nos sirven para comprobar la validez de la prueba de Adler 
con muestras líquidas, y el cuarto lo utilizamos para preparar 
manchas en papel, con el fin de realizar la experiencia en dicho 
soporte, y también mediante la obtención de la huella de Taylor.

7.- Preparar las manchas en papel: Obtenemos las manchas correspondientes
a la muestra que tenemos preparada en tubo de ensayo, tal como hemos 
indicado en el punto 6.

8 .- Estudiar la prueba de Adler.

8 .1 .- Prueba de control: Comprobamos previamente que la reacción de A dler 

no da positiva si se aplica sobre zumo de limón. Preparamos un tubo de 
ensayo con 1 mi de contaminante y realizamos la prueba de Adler. Para 
poder continuar con nuestra experiencia, la reacción debe ser negativa 
necesariamente. Se repite la prueba sobre una mancha en papel y su 
correspondiente huella de Taylor. Con estas experiencias nos 
aseguramos de que en ningún caso, una reacción positiva se deba al 
contaminante.

8 .2 .- Prueba de Adler en muestras de sangre líquida que contiene 

contaminante: Como hemos indicado anteriormente (punto 6), tenemos 

preparados 3 tubos de ensayo que contienen cada uno de ellos 1 mi de 
sangre sin diluir y 1 mi de zumo de limón puro. Comprobamos el
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resultado de la prueba de Adler en cada uno de ellos. Si es negativo, 
como conclusión debemos decir que el contaminante interfiere la 
reacción de A dler. En el caso de que la reacción resulte positiva, no 
realizamos más pruebas con la dilución que estamos estudiando, y 

pasamos a repetir la experiencia utilizando una muestra de sangre 
menos concentrada. Si la prueba resulta negativa, repetimos la 
experiencia a partir del punto 6, utilizando la misma muestra de 
sangre, pero una solución de contaminante de concentración 
inmediatamente inferior a la que hemos estudiado; así pues, si estamos 
trabajando con la muestra que contiene sangre más zumo de limón sin 
diluir, y obtenemos un resultado negativo, pasamos a trabajar con la 
muestra que contiene sangre sin diluir y contaminante a una 
concentración 1/10. Seguiremos disminuyendo la concentración del 
contaminante hasta conseguir un resultado positivo de la prueba de 
Adler. Los resultados de la prueba los reflejaremos en una tabla.

Como ya hemos indicado, si la reacción da positiva, repetimos la experiencia 
a partir del punto 6, preparando previamente una muestra de sangre de 
menor concentración, así pues pasamos a estudiar una muestra que 
contiene una concentración de 1/10 en sangre, aplicando el mismo 
procedimiento.

Con el proceso que hemos seguido, comprobamos que si a una muestra de una 
concentración determinada de sangre, se le añade 1 mi de una 
disolución de zumo de limón de concentración conocida, y se somete a 
la prueba de Adler, no se obtiene el resultado positivo, que indica que 
la muestra contiene sangre. Es decir, la presencia de contaminante 
inhibe la reacción de A dler dando lugar a un falso negativo.

8 .3 .- Prueba de Adler en manchas de sangre sobre papel que contienen 
contaminante: Tenemos preparadas 3 manchas para la muestra que 

queremos estudiar sobre las que realizamos la prueba de Adler. Si el 
resultado de la prueba es negativo, optamos por continuar nuestra 

experiencia sin variar la concentración de la muestra de sangre, pero 
disminuyendo la de contaminante, en el caso de que el resultado fuera
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positivo, pasamos a estudiar una muestra de sangre menos concentrada, 
tal como hemos descrito en el punto 8.2.

8 .4 .- Prueba de Adler sobre la huella de Tavlor. De la muestra que estamos 

estudiando, nos quedan 3 manchas de las que preparamos según se 
describió en el punto III del método. De cada una de ellas obtenemos la 
huella de Taylor sobre la que realizamos la prueba. Seguiremos el 
mismo procedimiento que hemos indicado en el punto 8.2
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Tercer objetivo . Método experim ental:

Objetivo: Comprobar la interferencia del ácido ascórbico en la prueba 
de Adler. Ajustar la concentración de ácido ascórbico que es capaz de impedir la 
reacción de A dler.

1 Obtener la muestra de sangre: Realizamos las pruebas a partir de sangre 
recién extraída por punción venosa. Como anticoagulante utilizaremos 
la heparina.

2 .- Preparar el reactivo de A dler.

3 Llenar un frasco cuentagotas con peróxido de hidrógeno.

4 .- Preparación de las disoluciones de sangre

5.- Preparar las disoluciones de ácido ascórbico : Según la bibliografía
revisada, el zumo de limón puro contiene una cantidad de ácido 
ascórbico de 0,38 mg/ml. Preparamos una disolución base de ácido 

ascórbico de esa misma concentración, que utilizamos para realizar las 
pruebas con las muestras de sangre y además para obtener, por 
dilución, soluciones menos concentradas de contaminante. El método es 

el siguiente: Utilizando una balanza analítica, pesamos 38 mg de ácido 
ascórbico sobre un vidrio de reloj. Para preparar la disolución, 
pasamos el reactivo a un vaso de precipitados. Como precaución, para 
no perder reactivo, es conveniente dejar caer una pequeña cantidad de 
agua destilada sobre el vidrio de reloj, recogiéndola en el vaso de 
precipitados. A continuación, añadimos un poco más de agua destilada
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para disolver totalmente el ácido ascórbico. Después, pasamos el 
contenido del vaso a un matraz aforado de 100 mi y enrasamos con agua 
destilada. En el matraz pegamos una etiqueta en la que se indica el 
reactivo, su concentración y la fecha de preparación del mismo. Esta 
disolución es la equivalente a la de concentración 1/1 en zumo de 
limón que utilizamos en la segunda experiencia.

Las disoluciones de menor concentración las obtenemos a partir de nuestra 
disolución base, separando con una pipeta el volumen necesario y 
diluyendo con agua destilada. Por ejemplo, la solución equivalente a la 
de concentración 1/5 en zumo de limón, es decir 0,076 mg/ml en ácido 
ascórbico, la obtenemos a partir de 2 mi de la disolución 1/1 que 
ponemos en un matraz aforado de 10 mi y enrasando con agua 
destilada. Como en todas nuestras experiencias, ponemos una etiqueta 

en el matraz que indique el reactivo que contiene, su concentración y 
la fecha de preparación.

Siguiendo el mismo método podemos, si es necesario, seguir preparando 
disoluciones menos concentradas de ácido ascórbico a partir de otras 
de mayor concentración.

6 .-Preparar las muestras en tubo de ensayo: Empezamos a partir de la 
muestra de sangre sin diluir y, en un primer paso comprobamos si al 
añadirle ácido ascórbico de la disolución base que tenemos preparada 
(punto 5), se puede impedir la reacción de la bencidina. Así pues, de 
la muestra de sangre sin diluir, preparamos 4 tubos de ensayo con 1 
mi de muestra de sangre. A cada uno de ellos, le añadimos a 
continuación 1 mi de la disolución de ácido ascórbico de concentración 
0,38 mg/ml (1/1) . Todos los tubos deben llevar una etiqueta que 
indique la concentración en sangre, la concentración en contaminante 
y la fecha. Con tres de estos tubos, realizamos la prueba de Adler, y el 
cuarto nos servirá para preparar manchas y comprobar el resultado de 

la prueba cuando la mancha se analiza en papel o mediante la 
obtención previa de la huella de Taylor.
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7.- Preparar las manchas en papel: Obtenemos las manchas a partir de la
muestra que hemos preparado según se describe en el punto 6 del 

método

8 .- Estudio de la prueba de Adler:

8 .1 .- Prueba de control: Tal como hicimos en la segunda experiencia, antes 

de comenzar el estudio de la capacidad de interferencia del ácido 
ascórbico en la prueba de Adler, comprobamos que la reacción no se 
produce si se aplica directamente sobre ácido ascórbico. Para esto, 
preparamos un tubo de ensayo con 1 mi de contaminante y sobre esta 
muestra comprobamos si la reacción de A dler da un resultado positivo 
o negativo. Se repite la prueba sobre una mancha en papel y obteniendo 
la huella de Taylor Con estas controles previos comprobamos que en 
ningún caso una reacción positiva se debe al contaminante.

8 .2 .- Prueba de Adler en muestras de sangre líquida que contiene ácido 
ascórbico como contaminante: Tenemos preparados 3 tubos de ensayo 

que contienen cada uno de ellos 1 mi de sangre sin diluir y 1 mi de 
ácido ascórbico de la disolución base que preparamos anteriormente, 
de concentración 0,38 mg/ml. Aplicaremos la prueba de Adler a cada 
una de las muestras. Un resultado negativo de la prueba, nos indica 
que la presencia del contaminante impide que tenga lugar la reacción 
de la bencidina. En este caso, pasamos a repetir la experiencia a partir 
del punto 6, pero preparando nuevas muestras a partir de la misma 
concentración de sangre, y utilizando una solución de contaminante de 
concentración inmediatamente inferior a la que hemos estudiado; de 

esta forma si estamos trabajando con la muestra que contiene sangre 
más ácido ascórbico de concentración 0,38 mg/ml, y la prueba resulta 
negativa, pasamos a trabajar con una muestra que contiene sangre sin 
diluir y contaminante a una concentración inmediatamente inferior. Se 
sigue la disminución de la concentración del contaminante hasta 

observar un resultado positivo de la prueba de Adler  Los resultados 
de esta experiencia los indicamos en una tabla.

Por otra parte, si el resultado es positivo, pasamos a realizar la misma 
experiencia, pero utilizando una muestra de sangre menos
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concentrada. Es decir, repetimos el procedimiento descrito a partir del 
punto 6 del método, sin variar la concentración de contaminante y 
bajando la de sangre.

Con el proceso que hemos seguido, llegamos a conocer que, si tenemos una 
muestra de una concentración determinada de sangre, y le añadimos 1 
mi de una disolución de ácido ascórbico de concentración conocida, 
conseguimos inhibir la reacción de A dler. Cuando llegamos a este 

punto, intentaremos ajustar más los resultados obtenidos. Para esto, 
preparamos varios tubos de ensayo con 1 mi de muestra de sangre de la 
dilución que estamos estudiando, y a continuación, añadimos a cada 
uno de ellos cantidades diferentes de la disolución de contaminante, 
de la concentración que estemos utilizando en este punto de nuestra 
experiencia. Así, tenemos muestras en las que ponemos desde 0,9 mi 
de ácido ascórbico hasta 0,1 mi, de forma que cada una de ellas 
contiene 0,1 mi menos que la anterior. Aplicamos la prueba de Adler y  
de esta forma, podemos comprobar para qué volumen de contaminante 
la reacción pasa de ser negativa a dar un resultado positivo. Para 
calcular correctamente la concentración de ácido ascórbico en la 
muestra, tendremos que tener en cuenta el factor de dilución, es decir, 
calcular cuál será la concentración real del contaminante en la 
muestra, conociendo el volumen total de la misma. Los resultados de 
esta experiencia los indicaremos en una tabla .

8 . 3 Prueba de Adler en manchas de sangre sobre panel que contienen 
ácido ascórbico como contaminante:. Para esta prueba utilizamos 3 de 

las manchas que hemos preparado anteriormente (punto 7) sobre las 
que aplicamos la prueba de Adler. Si el resultado de la prueba es 
negativo, continuamos la investigación repitiendo la experiencia sin 
variar la concentración de la muestra de sangre, pero disminuyendo la 
de contaminante. En el caso de que el resultado de positivo, estudiamos 
una muestra de sangre de menor concentración , tal como hemos 

descrito en el punto 8.2.

8 .4 .- Prueba de Adler sobre la huella de Tavlor. Nos quedan tres manchas 

correspondientes a la muestra que estamos estudiando. De cada una de
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ellas obtenemos la huella de Taylor, realizando a continuación la 
prueba de Adler sobre la misma, tal como se indica en el punto 8.2
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Cuarto objetivo. Método experimental:

Objetivo: Comprobar posibles diferencias en los resultados obtenidos 
anteriormente, si se trabaja con muestras de sangre que han sido sometidas a un proceso 
de conservación.

1.- Obtener la muestra de sangre: Analizamos muestras de sangre que nos 
proporciona el banco de sangre del Hospital Clínico. Según consta en la 
etiqueta del envase que contiene la sangre que vamos a utilizar, el 
conservante que se ha añadido es CPDA-1 y ha estado 35 días en 
frigorífico a una temperatura de 4-6°C..

2 Preparar el reactivo de A dler.

3 Llenar un frasco cuentagotas con peróxido de hidrógeno.

4 .- Preparar las disoluciones de sangre: Según los resultados que refleja la 
tabla correspondiente a la primera experiencia, en la que se realiza el 
estudio la sensibilidad de la prueba de Adler con muestras de sangre 
fresca, preparamos disoluciones de concentración 1/10000, 1/100000, 

1/200000, 1/300000, 1/400000 y 1/500000 ya que son las que nos 
permitirán determinar si existe variación con respecto a la 
sensibilidad de la prueba.

5 Obtener las manchas en papel.

6 .- Estudiar la sensibilidad de la prueba de Adler. Repetir el método que se 

realizó en la primera experiencia con las muestras que se han 

preparado.
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7.- Comprobar la interferencia del ácido ascórbico: Volvemos a desarrollar

todo el método descrito en la tercera experiencia, utilizando la 
muestra que hemos descrito en el punto 1.

8 .- Los resultados que obtenemos los reflejamos en tablas iguales a las que
diseñamos para las experiencias 1 y 3,. De esta forma podemos 

comparar los resultados de la prueba con los dos tipos de muestra, y 
estudiar la influencia de los conservantes y la temperatura en la 
sensibilidad de la prueba de Adler, comprobando si estos factores 
afectan a la capacidad de interferencia del ácido ascórbico.
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Quinto objetivo. Método experimental:

Objetivo: Determinar, tanto con sangre pura, como con contaminante, si 
la antigüedad de la muestra influye en el resultado de la prueba de Adler.

1 Obtener la muestra de sangre: Realizamos las pruebas a partir de sangre 
recién extraída por punción venosa. Utilizaremos como anticoagulante 
la heparina.

2.- Preparar el reactivo de Adler.

3.- Llenar un frasco cuentagotas con peróxido de hidrógeno.

4.- Preparar las disoluciones de sangre:

4 .1 .- Preparar las muestras de sangre: Basándonos en los resultados que se 
han obtenido en la primera experiencia, en la que se analiza la 
sensibilidad de la prueba de Adler con muestras de sangre fresca, 
preparamos disoluciones de concentración 1/10000, 1/100000,

1/200000, 1/300000, 1/400000 y 1/500000 que son las
correspondientes a los límites de sensibilidad de la prueba.

4.2.- Preparar las muestras de sangre a las que añadiremos ácido ascórbico: 
Según las experiencias que ya hemos realizado, la reacción de A dler se 

inhibe por el ácido ascórbico a partir de diluciones de sangre de 
1/100 mi de sangre/ml totales de disolución. Preparamos una solución 
de sangre de esa misma concentración, a partir de la muestra que 
hemos obtenido según se especifica en el punto 1. Siguiendo el mismo
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procedimiento descrito anteriormente, preparamos disoluciones de 
menor concentración a partir de las más concentradas.

5.- Preparar la disolución de ácido ascórbico: Obtenemos una disolución
base con una concentración de 0,38 mg/ml en ácido ascórbico que 
utilizamos para realizar las pruebas con las muestras de sangre y 
además para obtener por dilución, soluciones menos concentradas. El 
método es el mismo que ya describimos con detalle en la experiencia 

número 3.

6 .- Preparar las muestras que contienen sangre con ácido ascórbico en tubo
de ensayo: Basándonos en los resultados obtenidos en la experiencia 3, 
preparamos muestras de distintas concentraciones de sangre a las que 
añadimos ácido ascórbico. La concentración del contaminante, la 
seleccionamos según la tabla correspondiente a la experiencia 3, para 
poder comprobar si varía o no la capacidad de interferencia con el 
tiempo. Como en los casos anteriores, preparamos la suficiente 
cantidad de muestra que nos permita repetir las pruebas para los 
periodos determinados, el número de veces suficientes, y preparar las 
manchas necesarias. Todos los tubos llevan una etiqueta indicando la 
concentración en sangre, la concentración en contaminante y la fecha.

7.- Preparar las manchas en papel:

7 .1 .- Preparar las manchas que corresponden a las muestras de sangre sin 
ácido ascórbico: Obtenemos 24 manchas de cada disolución, 12 de ellas 
para aplicar la prueba de Adler sobre ellas y otras 12 para obtener la 
huella de Taylor.

7.2.-  Preparar las manchas correspondientes a las muestras que contienen 

contaminante : En esta experiencia, a partir de la muestra que hemos 
preparado en el punto 6.2, obtenemos 24 manchas. Utilizamos la mitad 
de ellas para realizar la prueba de Adler directamente, y la otra 
mitad, para obtener la huella de Taylor y  comprobar el resultado de la 

prueba sobre la huella.
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4.2.- Método

Es importante indicar sobre el papel de filtro que contiene las muestras, las 
concentraciones de las manchas y la fecha de preparación.

8 .- Estudio de la prueba de Adler.

El objetivo que queremos conseguir con esta experiencia es conocer la 
influencia de la antigüedad de la muestra de sangre con y sin 

contaminante, sobre el resultado de la prueba de Adler. El método que 
proponemos consiste en guardar las muestras, para someterlas a la 
prueba de Adler después de transcurridas 1 semana, 2 semanas, 1 mes, 
y 3 meses desde la fecha de su obtención. Así pues, después de una 
semana realizamos las siguientes experiencias:

8 .1 .- Prueba de Adler en muestras de sangre diluida: Realizaremos la 

prueba sobre las muestras de sangre pura y también con las que 
contienen ácido ascórbico. El procedimiento que seguimos para cada 
muestra de las que disponemos es el siguiente: Ponemos en una 
gradilla 3 tubos de ensayo y añadimos a cada uno de ellos, 1 mi de la 
muestra que vamos a estudiar, y que tiene una antigüedad de una 
semana. Con cada uno de ellos, realizamos la prueba de Adler.

8 .2 .- Prueba de Adler en manchas de sangre sobre papel: Aplicaremos la 

prueba sobre las manchas correspondientes a las distintas diluciones 
de sangre y a las que se obtuvieron a partir de muestras que contienen 
ácido ascórbico. Para esto, separamos 3 de las manchas que tenemos 
preparadas para cada muestra según se describe en el punto 7 y 
comprobamos el resultado de la prueba de Adler.

8 .3 .- Prueba de Adler sobre la huella de Tavlor. También hacemos las 

pruebas con los dos tipos de muestras que hemos preparado, es decir 
sangre sin contaminantes y sangre que contiene ácido ascórbico. El 
método consiste en separar 3 manchas correspondientes a cada 
muestra, y de cada una de ellas, obtenemos la huella de Taylor. Sobre 
las huellas, comprobamos si se produce la reaccción de A dler.

9.- Repetimos las experiencias descritas en el punto 8, después de
transcurridas 2 semanas desde que se preparó la muestra. Guardamos
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4.2.- Método

uno de los tubos que analizamos cuando ha pasado 1 mes, y con el 
último realizaremos las pruebas cuando pasen 3 meses desde la fecha 
de preparación.
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4.2.- Método

Sexto objetivo. Método experimental:

objetivo: Conocer como actúa el ácido ascórbico en la prueba de Adler.

1.- Preparar la disolución de dióxido de manganeso: Preparamos una
disolución a partir de 2 gramos de dióxido que disolvemos en 100 mi 
de agua destilada. Si es necesario, se puede calentar la mezcla para 
conseguir que el reactivo se disuelva por completo. La concentración 
de la disolución que se obtiene es 0,2 M.

2.- Preparar la disolución de permanganato potásico. Elegimos la
concentración 1 M como disolución base. Para obtenerla, pesamos 1,58 
g de permanganato que se disuelven en 10 mi de agua destilada. A 
partir de esta disolución base, prepararemos otras más diluidas si los 
resultados que vamos obteniendo al realizar las pruebas así lo 
requieren.

3.- Preparar la disolución de ácido ascórbico: Como en las pruebas
realizadas con sangre, obtenemos una disolución de concentración 0,38 
mg/mi.

4 . -  Preparar el reactivo de A d le r .

5.- Preparar un frasco cuentagotas con peróxido de hidrógeno.

6 .- Obtener una muestra de sangre de concentración 1/1000. Preparar un
tubo de ensayo con 1 mi de la solución, y varias manchas para realizar 
las pruebas sobre la mancha directamente y también a partir de la 

huella de Taylor.
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4.2.- Método

I.- PRUEBAS CON OXIDANTES QUIMICOS.

1.- Pruebas a realizar con el dióxido de manganeso:

1.1.- Pruebas previas: Preparamos un tubo de ensayo con un mi de la 

disolución de dióxido de manganeso y ponemos dos gotas del reactivo 
de A dler. Comprobamos si se produce la oxidación del reactivo sin
añadir peróxido de hidrógeno. En el caso de que esto suceda, no
utilizaremos el peróxido en las pruebas siguientes.

1.2.- En un tubo de ensayo, preparamos un mi de la disolución de dióxido de 
manganeso. Añadimos ácido ascórbico y a continuación el.reactivo de 
A dler. Comprobamos si se produce la oxidación de la bencidina.

1 . 3 . -  En un tubo de ensayo ponem os un mi de dióxido de manganeso y  dos

gotas del reactivo de A dler. A continuación añadimos 1 mi de ácido 

ascórbico.

1 . 4.- Preparamos un tubo de ensayo con dos gotas del reactivo de A dler y un 
mi de ácido ascórbico (reactivo neutralizado). En otro tubo ponemos 1 
mi de dióxido de manganeso y, a continuación añadimos el contenido 
del primer tubo.

2.- Pruebas a realizar con permanganato potásico:

2.1.- Preparamos un tubo de ensayo con un mi de la disolución de  

permanganato potásico y  ponemos dos gotas del reactivo de A dler. 

Comprobamos si se produce la oxidación del reactivo.

2.2.- En un tubo de ensayo, preparamos un mi de la disolución de 
permanganato. Añadimos 1 mi de ácido ascórbico y a continuación dos 
gotas del reactivo de A dler. Comprobamos si se produce la oxidación de 

la bencidina.

2 .3 .- En un tubo de ensayo ponemos un mi de permanganato y dos gotas del 
reactivo de A dler. A continuación añadimos 1 mi de ácido ascórbico.
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2.4.- Preparamos un tubo de ensayo con dos gotas del reactivo de A dler y un 
mi de ácido ascórbico (reactivo neutralizado). En un segundo tubo 
ponemos 1 mi de permanganato y, a continuación, añadimos el 

contenido del primer tubo.

Estas pruebas las realizaremos en principio con la disolución base de 
permanganato (1 M), que hemos preparado. A la vista de los resultados 
que obtengamos, podemos planteamos el repetirlas utilizando 
soluciones de oxidante menos concentradas.

II.- PRUEBAS A REALIZAR CON SANGRE:

2.1.- En un tubo de ensayo ponemos una pequeña cantidad de una muestra de 
sangre de concentración 1/1000, y realizamos la prueba de Adler. A 
continuación añadimos un mi ácido ascórbico.

2.2.- Realizamos la misma prueba utilizando una mancha de sangre.

2.3.- Repetimos el ensayo anterior sobre una huella de Taylor
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5.- Resultados y Discusión

5 

Resultados y Discusión
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5.- Resultados y Discusión

objetivo  i

Los resultados que hemos obtenido en la experiencia realizada para 
estudiar hasta qué valor de la concentración en sangre es efectiva la prueba de Adler, 
los reflejamos en la ta b la  1.

En ella contemplamos en la primera columna la concentración en 
sangre de las muestras que vamos a estudiar, utilizando como unidad de medida los mi 
de sangre por mi totales de muestra. En la fila superior, indicamos los distintos 
soportes sobre los que hemos trabajado, analizando posibles diferencias en el 
resultado de la prueba. Como se ha adelantado, disponemos de 3 muestras por cada 
concentración y soporte. Completamos el resto de filas indicando si la reacción tiene o 
no lugar, para esto, representamos convencionalmente el resultado positivo con el 
signo + y el negativo con el -.

Según vemos en la tabla, la sensibilidad varía no sólo con la 
concentración, como es lógico, sino también según el soporte utilizado.
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5.- Resultados y Discusión

PRUEBAS CON MUESTRAS LIQUIDAS

Al realizar las pruebas con muestras líquidas, encontramos que 
desde una concentración 1/10, hasta 1/1000 en sangre, la reacción se produce según 
las pautas que se indicaron en la descripción del método, es decir:

- Al poner el reactivo en la muestra, no se produce ninguna alteración del
color.

- Al añadir el peróxido de hidrógeno, se produce inmediatamente el
cambio de color de la muestra. Se puede ver al color azul intenso 
indicativo de la reacción positiva por la oxidación de la bencidina, y 
el tiempo necesario para observar el desarrollo del color es inferior 
a 10 segundos.

- El color es uniforme. Por comparación con la muestra que utilizamos
como control, comprobamos que es el color característico indicativo 
del resultado positivo del test.

Cuando hacemos la prueba para las diluciones 1/10000 y 1/100000, 
encontramos que, aunque se puede considerar que el resultado es positivo, el color 
tarda algo mas de 10 segundos en aparecer. El tiempo que transcurre desde que se 
añade el peróxido de hidrógeno, hasta que se observa el color indicativo del resultado 
positivo es, aproximadamente, de 30 segundos.

También hay que señalar, que la coloración es más tenue que la que 
se ha podido observar en las pruebas correspondientes a diluciones de menor 
concentración. En cualquier caso, se puede considerar el resultado como positivo, 
puesto que se puede ver el color azul característico de la oxidación de la bencidina, y 
la diferencia de tiempo con respecto las diluciones menos concentradas, no es muy 
alta.

Debemos señalar también que, con el tiempo, el color de la 
disolución pasa a violeta.
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Para una disolución de concentración 1/100000, comprobamos que al 
añadir el reactivo, la muestra, que es transparente, pasa a color blanco. Al agregar 
agua oxigenada, aparece un color azul pálido después de esperar 1 minuto. Pese a ello, 
consideramos el resultado positivo

A partir de diluciones de concentración 1/200000, comprobamos 
que al igual que ocurre con las muestras anteriores, al añadir el reactivo, la 
disolución pasa de ser transparente, a tener color blanco, pero posteriormente no varía 
cuando se añade el peróxido de hidrógeno. El color en este caso tampoco cambia con el 
tiempo. El resultado de la prueba de Adler es, pues, negativo.

PRUEBAS CON MANCHAS EN PAPEL DE 
FILTRO

Las manchas correspondientes a diluciones de concentraciones 
comprendidas entre 1/10 y 1/10000, dan positiva la prueba de Adler siguiendo las 
pautas que indicamos anteriormente.

Se observa cómo, al añadir los reactivos, se forma rápidamente una 
mancha de color azul que se extiende por toda la superficie de la muestra. Para estas 
concentraciones, no se puede dudar del resultado positivo de la prueba.

Cuando realizamos el test sobre manchas que hemos obtenido a 
partir de muestras de sangre de concentración 1/100000 y 1/200000, vemos que, al 
añadir el peróxido de hidrógeno, no se desarrolla el color uniformemente por toda la 
superficie de la mancha, sino que se formas trazos de color azul.

El tiempo necesario para que el color se ponga de manifiesto, es 
inferior a 10 segundos. Consideramos el resultado de la prueba positivo, ya que 
estamos estudiando muestras muy diluidas y, por lo tanto, no cabe esperar que toda la 
mancha cambie de color.

Para manchas que se han formado a partir de disoluciones de sangre 

de concentración 1/300000 hasta 1/500000, comprobamos que, al agregar peróxido de
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hidrógeno, se puede observar como aparecen puntos azules sobre la muestra, 
indicativos de que ha tenido lugar la reacción de oxidación de la bencidina.

Estos puntos aparecen en menos de 10 segundos. En estas pruebas, 
como la concentración de sangre es muy baja, puede darse el caso que en alguna de las 
3 manchas que utilizamos, no se vea claramente el resultado positivo. En este caso 
hemos repetido el ensayo con nuevas manchas.

PRUEBAS CON LA HUELLA DE TAYLOR

Desde una dilución 1/1, hasta 1/100, se observa claramente el 
resultado positivo de la prueba de Adler, es decir, se puede comprobar la aparición de 
una mancha de color azul que se extiende por toda la superficie de la huella, y que 
indica el positivo en la prueba en un tiempo inferior a 10 segundos.

Para la huella que obtenemos a partir de la mancha que corresponde 
a una concentración 1/1000 en sangre, también el resultado es positivo, aunque en 
este caso, no se puede ver una mancha azul, sino trazos azules, quedando sobre la 
muestra zonas en las que no se observa cambio de color.

Cuando realizamos la prueba sobre la huella que corresponde a una 
concentración 1/10000, se observa lo mismo que en el caso de la concentración 
1/1000, pero la cantidad de trazos es menor.

A partir de la dilución 1/100000, el resultado que obtenemos 
cuando aplicamos la prueba de Adler sobre las huellas es negativo.

Hemos comprobado que en estas experiencias, igual que ocurre en 
las pruebas realizadas con muestras líquidas, la sensibilidad es menor. En este caso, 
la menor efectividad se puede ser debida a que la huella no recoge toda la sangre que 
se encuentra en la mancha, por lo que la concentración es menor que la esperada. 
Además el papel de filtro que utilizamos, se debe humedecer con agua destilada, por lo 
que el reactivo estará más diluido y su fuerza es menor.

VALORACION CONJUNTA DE LOS RESULTADOS
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5.- Resultados y Discusión

Hemos podido comprobar que la sensibilidad de la prueba de Adler 
varía según el tipo de soporte utilizado para la muestra. La eficacia es mayor cuando 
se aplica sobre manchas. Esto se puede explicar considerando que en muestras 
líquidas, el reactivo sufre el efecto de la dilución, por lo que su fuerza es menor, lo 
que no ocurre si obtenemos una mancha de la muestra líquida.

En el caso de las huellas de Taylor, debemos tener en cuenta que, en 
principio la concentración de sangre en la huella no debe ser la que existe en realidad 

en la mancha, sino que será menor. A esta circunstancia se le puede sumar el efecto de 
dilución del reactivo por estar el papel de filtro humedecido. De todos estos 
resultados, podemos apuntar que en cualquier valoración de la sensibilidad de la 
prueba de Adler, es imprescindible indicar las condiciones en que se ha obtenido el 
valor propuesto, o, dicho de otra forma, en qué circunstancias se puede esperar 
encontrar ese valor de sensibilidad, puesto que hemos podido comprobar que, sobre 
soporte sólido, la prueba es cinco veces más efectiva que cuando se aplica sobre 
disoluciones de sangre.
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soporte

concentración
(mi sangre/ml totales)

tubo de ensayo mancha en papel huella de Taylor

1/1 + + + + + + + + +

1 /1 0 + + + + + + + + +

1 /100 + + + + + + + + +

1/1000 + + + + + + + + +

1/10000 + + + + + + + + +

1/100000 + + + + + + - - -

1 /200000 - - - + + + - - -

1/300000 - - - + + + - - -

1/400000 - - - + + + - - -

1/500000 - - - + + + - - -

TABLA 1: Resultados de la prueba de Adler para diferentes concentraciones y soportes

8 8



5.- Resultados y Discusión

OBJETIVO 2

La ta b la  2 que recoge los resultados obtenidos en esta experiencia, 
indica en la primera columna, la concentración en sangre de las muestras, utilizando 
como unidad de medida los mi de sangre por mi totales de muestra y en la segunda, los 

soportes sobre los que se estudia la muestra. En la fila superior, las concentraciones 
de las distintas disoluciones de zumo de limón que hemos preparado, y que medimos 
en mi de zumo de limón por mi totales de disolución.

Como en la experiencia anterior, para los ensayos preparamos 3 
muestras, con el fin de poder confirmar los resultados obtenidos en cada prueba. 
Completamos la tabla indicando si se ha podido comprobar el resultado positivo de la 
prueba de Adler con un signo +, y, en caso contrario, con un -. Las zonas sombreadas 
corresponden a pruebas no realizadas por haber obtenido un resultado negativo al 
realizar la prueba sobre sangre sin contaminante.

Señalemos que, aunque para realizar la experiencia, se han 
preparado disoluciones de zumo de limón de concentración 1/1 hasta 1/100000 mi 
zumo/ml de disolución, y se ha realizado la prueba con todas ellas, en la tabla, por 
motivos de claridad y espacio, hemos omitido algunos resultados. Ello ha sido debido a 
no ofrecer significación, puesto que nos interesaba, sobre todo, reflejar aquellas 
concentraciones para las que los resultados pasan de ser positivos a negativos o al 
contrario.

Las pruebas de control que se han realizado aplicando la prueba de 

Adler sobre el zumo de limón, han dado un resultado negativo para todas las 
concentraciones. Es decir, el zumo de limón no da, en ningún caso, un resultado 
positivo.

PRUEBAS CON MUESTRAS LIQUIDAS
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Analizando la tabla pódemeos ver que para concentraciones de sangre 
1/1, y 1/10, no obtenemos negativos en la prueba de Adler, ni siquiera utilizando 
zumo de limón sin diluir.

Cuando pasamos a estudiar* la concentración 1/100, encontramos que 
no se observa un resultado positivo haista llegar a la concentración 1/2 en 
contaminante.

Para muestras de concentiración 1/1000, se obtiene el positivo al 
llegar a una concentración 1/100 en contamiinante. El color que se puede ver es azul 
claro, y el tiempo que tarda en desarrollarse oscila entre 20 y 30 segundos.

En muestras 1/10000, se olbtiene el positivo cuando la concentración 
de contaminante es de 1/1000, y como ocurrre con las muestras 1/1000, el color es 
tenue, y se necesita de 30 segundos para podeerlo observar.

Cuando se aplica la prrueba sobre muestras 1/100000, no 
conseguimos comprobar un resultado positiveo en todo el intervalo de concentraciones 
estudiado.

PRUEBAS CON MANCHAS EN PÂ PEL DE 
FILTRO

En este tipo de muestras, I o j s  resultados obtenidos indican que no se 
produce interferencia del contaminante cuanido las concentraciones de sangre varían 
entre 1/1 y 1/10000. Debemos señalar quee en esta última muestra, al aplicar la 
prueba de Adler se observa la aparición ssobre la mancha de puntos azules, que 
consideramos indicativos de un resultado posiitivo.

Al pasar al estudio de las rmanchas de sangre correspondientes a una 
concentración 1/100000, vemos que se obtienten resultados negativos hasta llegar a la 
disolución de concentración 1/1000 en contamiinante.
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Para las soluciones de zumo de limón más diluidas, el resultado es 
positivo y se puede ver como se forman trazos azules sobre la mancha al realizar la 
prueba.

Para manchas correspondientes a la muestra 1/200000, todos los 
resultados son negativos.

PRUEBAS CON LA HUELLA DE TAYLOR

No existe interferencia cuando se estudia la huella de Taylor para 
concentraciones de sangre comprendidas entre 1/1 y 1/1000.

Se obtiene resultados negativos al realizar las pruebas con las 
muestras correspondientes a la concentración 1/10000 en sangre, hasta llegar a la 
disolución 1/1000 en contaminante.

Parai disoluciones menos concentradas en zumo de limón, el 
resultado de la prueba es positivo y se comprueba la aparición de trazos azules sobre 
la huella.

No realizamos la experiencia para muestras 1/100000, puesto que al 
aplicar la prueba sobre un blanco, es decir obteniendo la huella correspondiente a la 
mancha sin contaminante, el resultado es negativo, confirmando lo que ya se comprobó 
en la experiencia correspondiente al primer objetivo.

VALORACION CONJUNTA DE LOS RESULTADOS

Las experiencias realizadas nos han permitido demostrar que 
existen sustancias quie añadidas a la muestra de sangre, provocan un resultado 

negativo de la prueba d e  Adler.
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Hemos comprobado que, como cabría esperar, de la misma forma que 
el soporte utilizado afecta a la sensibilidad de la prueba de Adler, esto también 

ocurre cuando se estudia sobre muestras que contienen contaminante. Se puede 
demostrar que la efectividad sigue siendo mayor en el caso de que se analicen manchas 
sobre papel de filtro que para muestras líquidas o huellas de manchas. Se observa que 
en el caso de muestras líquidas se detecta el efecto del contaminante para 

concentraciones más altas en sangre, que en el caso de los otros soportes. Así pues, 
para muestras 1/100 ya se producen interferencias en la reacción. Hay que destacar 
que la efectividad de la prueba, aún en el caso de que existan contaminantes, es mayor 
cuando se realiza sobre manchas sobre papel de filtro. Y que, en el caso de las huellas 
de Taylor, aunque la sensibilidad de la prueba es menor, puesto que no da positivo 

para concentraciones 1/100000, el efecto del contaminante es menor que en caso 
muestras líquidas, puesto que no se comprueba la aparición de falsos negativos hasta 
llegar a una concentración 1/10000 en sangre.
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c o n c e n tra c ió n  d e  zu m o  (m i zu m o /m i totales)

co n c . m u e s tra
(m i san gre/m l tot.)

so p o r te 0 1/1 1/2 1/5 1/10 1/50 1/100 1/1000 1/10000 1/100000

m uestra liquida
0 m ancha papel

hu ella  Taylor ■

m uestra líquida + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
1/1 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

hu ella  Taylor + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
m uestra líquida + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

1/10 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
hu ella  Taylor + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
m uestra líquida + + + - - - + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

1/100 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
hu ella  Taylor + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
m uestra líquida + + + + + + + + + + + + + + +

1/1000 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
hu ella  Taylor + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
m uestra líquida + + + + + + + + + + + +

1/10000 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
hu ella  Taylor + + + + + + + + +
m uestra líquida + + +

1/100000 m ancha papel + + + + + + + + +
hu ella  Taylor - - -
m uestra liquida - - -

1/200000 m ancha papel + + +
m uestra líquida - - -
m uestra líquida - - -

1/300000 m ancha papel + + +
hu ella  Taylor - - -
m uestra líquida - - -

1/400000 m ancha papel + + +
hu ella  Taylor - - -
m uestra líquida - - -

1/500000 m ancha papel + + +
hu ella  Taylor - - -

TABLA 2
Prueba d e  A d ler en  m u estras q u e  c o n tie n e n  san gre  y  zu m o  d e  lim ón .



5.- Resultados y Discusión

OBJETIVO 3

Los resultados que hemos obtenido en estas sesiones de laboratorio 
quedan reflejados en la ta b la  3 que aparece a continuación. Su estructura es igual a 
la correspondiente a la segunda experiencia, pero sustituyendo las concentraciones de 

las disoluciones de zumo de limón, por las correspondientes a las disoluciones de 
ácido ascórbico.

En el método descrito para esta experiencia, indicamos ya que hemos 
preparado una disolución base de ácido ascórbico que contiene una concentración de 
0,38 mg/ml del ácido.

Para obtener la disolución hemos pesado 0,0387 g de ácido ascórbico 
que han sido disueltos en 100 mi de agua destilada, de forma que tenemos una 
concentración de 0,3870 mg/ml. Esta disolución sería equivalente a la de 
concentración 1/1 en zumo de limón pues contiene, aproximadamente, la misma 
cantidad de ácido ascórbico.

Para poder comparar con más facilidad las tablas que indican los 
resultados de las experiencias 2 y 3, consideramos que la disolución base como una 
disolución 1/1, de forma que por ejemplo, la disolución 1/2, corresponde en realidad a 
una concentración de 0,1935 mg/ml.

También en esta experiencia, realizamos las pruebas sobre 3 
muestras iguales para aseguramos de que obtenemos el resultado correcto. 
Convencionalmente, en la tabla el signo + representa el resultado positivo de la prueba 
y el - el negativo.

En la tabla hemos omitido, al igual que en la experiencia anterior 
algunas de las disoluciones de ácido ascórbico que, aunque las hemos utilizado, no 
aportan ningún dato de interés a los resultados. De esta forma intentamos que la tabla 
sea más clara y menos extensa
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5.- Resultados y Discusión

Previamente hemos comprobado que la prueba de Adler no da 
positiva para ninguna concentración de ácido ascórbico.

PRUEBAS CON MUESTRAS LIQUIDAS:

Según los datos que indicamos en la tabla, podemos ver que no 
obtenemos resultados negativos al aplicar la prueba de Adler, sobre las muestras 
preparadas a partir de las disoluciones de sangre más concentradas, es decir, 1/1 y 
1/10, a las que añadimos 1 mi de la disolución base de ácido ascórbico. La 
concentración de la disolución base aparece en la tabla como 1/1, y corresponde 
realmente a 0,3870 mg/ml.

Cuando pasamos a estudiar la muestra de sangre de concentración 
1/100, obtenemos resultados negativos hasta llegar a la disolución 1/2 (0,1935 mg/ml) 
en ácido.

Debemos indicar que para todas las pruebas realizadas con 
disoluciones más concentradas de ácido, el resultado lo consideramos negativo aunque 
con el tiempo las muestras adquieren un color verde oscuro.

Cuando pasamos a estudiar las muestras que contienen sangre y 
ácido ascórbico, correspondientes a la concentración 1/1000 en sangre, obtenemos 
resultados negativos de la prueba hasta llegar a la disolución 1/10 en contaminante. El 
color que indica el resultado positivo es azul claro.

Para muestras 1/10000 en sangre, obtenemos un resultado positivo 
para la disolución de contaminante de concentración 1/1000, y al igual que en las 
pruebas realizadas para la disolución de sangre 1/1000, el color es tenue y en este 
caso se necesitan 30 segundos para poder observarlo.

Para muestras 1/100000, aunque el resultado de la prueba sobre la 
muestra sin contaminar es positivo, cuando estudiamos el efecto del contaminante 
obtenemos resultados negativos en todo el intervalo de concentraciones estudiado.
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5.- Resultados y Discusión

PRUEBAS CON MANCHAS EN PAPEL DE 
FILTRO:

Los resultados obtenidos para estas muestras nos indican que no se 
produce interferencia del contaminante para concentraciones de sangre entre 1/1 y 
1/100000. Sin embargo debemos indicar que en el caso de las muestras 1/10000 y 
1/100000, lo que se observa al realizar la prueba, es la aparición sobre la mancha de 
trazos azules, que consideramos que indican el resultado positivo de la misma.

Para las muestras correspondientes a una concentración 1/200000, 
determinamos que el resultado de la prueba sobre manchas preparadas sin 
contaminante, es positivo, y podemos observar cómo aparecen puntos azules sobre la 
mancha.

Al someter a la prueba de Adler a las manchas que contienen 
contaminante, comprobamos que sólo se obtiene un resultado positivo cuando la 
concentración de contaminante es de 1/100000, es decir, de 3,87 10*6 mg/ml. También 

en este caso vemos sobre la mancha puntos azules, que consideramos como indicativos 
del resultado positivo de la reacción.

Para el resto de las manchas que obtenemos para concentraciones de 
sangre desde 1/300000 hasta 1/5000Ó0, al añadir contaminante no obtenemos 
resultados positivos para ninguna de las disoluciones de ácido ascórbico.

PRUEBAS CON LA HUELLA DE TAYLOR:

No se observa interferencia en la reacción cuando se estudia la 
huella de Taylor para concentraciones de sangre comprendidas entre 1/1 y 1/1000. 
Para esta última disolución aparecen sobre la mancha trazos azules.

Se obtiene resultados negativos al realizar las pruebas con las 

muestras correspondientes a la concentración 1/10000 en sangre, para todas las 
disoluciones de ácido ascórbico de las que disponemos. Sin embargo sí que da positiva 
la prueba realizada sobre la huella que se obtiene de la mancha sin contaminante
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5.- Resultados y Discusión

No realizamos la experiencia para muestras 1/100000, puesto que al 
aaplicar la prueba sobre una mancha de sangre sin contaminante, el resultado es 
megativo.

AVIUSTE DE L A CONCENTRACION DEL CONTAMINANTE

Elegimos para las pruebas la disolución de sangre de concentración 
VJ 100)0. Como imdicamos en el método preparamos tubos de ensayo con 1 mi de sangre 
ein cada uno. Pa:ra esta dilución el ácido ascórbico actúa como contaminante a partir de 
laa concentración 1/10 (es decir, 0,0387 mg/ml).

Añadimos a cada tubo un volumen distinto de ácido ascórbico, desde 
0),1 hasta 1 mi. Como en todos los ensayos que realizamos, prepararemos 3 tubos para 
csada prueba. Los resultados que hemos obtenido al aplicar sobre las muestras la 
piruebia de Adleir, se indican en la ta b la  4 que sigue:

Volumen ácido ascórbico 1/10 
(m i)

1.0 0.9 0.8
1

0.7
0
0.6

0
0.5

0
0.4

0
0.3

0
0.2

0
0.1

R esu ltad o
R

+ + + + + + + + +

Pruelba
A d le r

P
+ + + + + + + + +

+ + + + + + + + +

Como es evidente, el resultado es positivo para todas las muestras 
exccepto la que contiene 1 mi de contaminante.

VALORACION CONJUNTA DE LOS RESULTADOS
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5.- Resultados y Discusión

También en esta experiencia podemos comprobar que la sensibilidad 
de la  prueba varía según el soporte utilizado para la muestra, siendo mayor la 
efecctividad cuando se estudian manchas obtenidas sobre papel de filtro.

De igual forma, el efecto del contaminante es de mayor importancia 
en el caso de muestras líquidas, ya que hemos obtenido interferencias en 

comeentraciones 1/100 en sangre, y la acción del ácido ascórbico es menor en manchas 
sobire papel e incluso en las huellas correspondientes a las manchas.

Los resultados obtenidos son superponibles a los correspondientes a 
la stegunda experiencia, en la que utilizó el zumo de limón como contaminante. No 
obsttante, encontramos que, para manchas en papel, varía ligeramente, puesto que 
hemios podido comprobar que la reacción es positiva para concentraciones de sangre de 
1/2(00000, cuando se utiliza la disolución de contaminante 1/100000, (3,87 10"6 
mg/'ml). Sin embargo en las pruebas realizadas con zumo de limón no obtenemos 
resuiltados positivos en ningún caso.

Con la huella de Taylor correspondiente a manchas obtenidas a 
p a rtir de disoluciones 1/10000 en sangre, los resultados son negativos para todas las 
soluteiones de ácido ascórbico. Resaltemos que, con zumo de limón, obtuvimos un 
resulltado positivo para disoluciones de contaminante de baja concentración.

Con respecto a la segunda parte de la experiencia, podemos decir 
que, pequeñas variaciones en la concentración de contaminante, producen cambios 
signiificativos en el resultado de la prueba.

Así, hemos comprobado que con 0,9 mi de la disolución 1/10 el 
resulltado es positivo, pero, sin embargo, con 1 mi, vemos que pasa a ser negativo. En la 
primiera muestra, la concentración real de ácido ascórbico teniendo en cuenta el factor 
de diilución es de 0,0174 mg/ml, y en la segunda es de 0,0387 mg/ml.
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c o n c e n tra c ió n  d e  ác id o  a scó rb ico  (m g/m l)

conc . m u e s tra  

(m i sangre/m l tot.)

s o p o r te 0
0

1/1
0.3870

1/2
0.1935

1/5
0.0774

1/10
0.0387

1/100
0.387E-2

1/1000
0.387E-3

1/10000
0.387E-4

1/100000
0.387E-5

1/1000000
0.387E-6

m uestra líquida
0 m ancha papel •: ■ ■

hu ella  Taylor
m uestra líquida + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

1/1 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
hu ella  Taylor + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
m uestra líquida + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

1/10 m ancha papel + + + + + f + t + + + + * + * * * * + * + + + + + + + + +
huella Taylor + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
m uestra líquida + + + - - - + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

1/100 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
h u ella  Taylor + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
m uestra líquida + + + + + + + + + + + + + + + + + +

1/1000 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
hu ella  Taylor + + + + + + - - - + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
m uestra líquida + + + + + + + + + + + + + + +

1/10000 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
hu ella  Taylor + + +
m uestra líquida + + +

1/100000 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
hu ella  Taylor - - -
m uestra líquida - - -

1/200000 m ancha papel + + + + + +
hu ella  Taylor - - -
m uestra líquida - - -

1/300000 m ancha papel + + +
hu ella  Taylor - - -
m uestra líquida - - -

1/400000 m ancha papel + + +
hu ella  Taylor - - -
m uestra líquida - - -

1/500000 m ancha papel + + +
hu ella  Taylor - - -

TABLA 3
Prueba d e  A dler en  m u estras q u e  c o n tien en  san gre y  á c id o  ascórb ico .



5.- Resultados y Discusión

4o OBJETIVO

Los resultados de esta experiencia los representamos en la ta b la  5, 
cuya estructura es igual a la descrita para la correspondiente al tercer objetivo.

Señalemos también que hemos utilizado la misma disolución base de 
ácido ascórbico que preparamos para la experiencia 3.

Los resultados son los siguientes:

PRUEBAS CON MUESTRAS LIQUIDAS:

En el estudio de las muestras de concentración 1/10 en sangre más 
1/1 en contaminante, el color indicativo del resultado positivo tarda 1 minuto en 
desarrollarse. Esto no ocurría al utilizar muestras preparadas a partir de sangre 

recién extraída en las que el viraje del reactivo se producía inmediatamente.

En las muestras que contienen una concentración en sangre de 
1/100, la interferencia del ácido ascórbico se detecta a menores concentraciones de 
contaminante que en las muestras equivalentes de la tercera experiencia, de forma que 
para las disoluciones de concentración mayor a 3/10 (0,1161 mg/ml), los resultados 
son negativos.

Además debemos indicar que los positivos que se obtienen en el 
intervalo de concentraciones 3/10 hasta 1/100, tardan en desarrollarse 
aproximadamente 1 minuto, dando un color muy poco intenso.

Los positivos obtenidos para las muestras 1/1000 en sangre, dan 
también un color pálido y necesitan de un tiempo superior a 10 segundos para poder 
ser confirmados. La interferencia del ácido se produce para la misma concentración 
que en las muestras estudiadas en la experiencia anterior
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5.- Resultados y Discusión

Para muestras 1/10000 en sangre, la interferencia del contaminante 
se produce para todas las disoluciones utilizadas. Esto no ocurría al utilizar muestras 
preparadas a partir de sangre recién extraída.

Las muestras 1/100000, dan un resultado positivo de la prueba, 
cuando se aplica sobre la muestra sin contaminar. Sin embargo también en este caso el 
color es débil y tarda aproximadamente 30 segundos en desarrollarse.

PRUEBAS CON MANCHAS EN PAPEL DE 
FILTRO:

La interferencia del contaminante se produce para concentraciones 
1/10000 en sangre, ya que con estas muestras no obtenemos positivos para ninguna de 
las disoluciones de ácido ascórbico utilizadas. Para asegurarnos de que los resultados 
son correctos, hemos repetido las pruebas utilizando hasta 6 manchas 
correspondientes a esa muestra sin obtener ningún positivo.

Otro aspecto a destacar es que la prueba no es sensible para las 
muestras 1/400000 y  1/500000. En el caso de la dilución 1/300000, se observa la 
formación de puntos azules sobre la mancha que indican el resultado positivo.

PRUEBAS CON LA HUELLA DE TAYLOR:

También en estas muestras encontramos algunas diferencias con 
respecto a los resultados obtenidos en la tercera experiencia de forma que para las 
huellas correspondientes a la disolución 1/1000 en sangre, la prueba sólo es positiva 
cuando se aplica sobre la correspondiente a sangre sin contaminar.

No vemos resultados positivos al realizar la prueba sobre huellas 
obtenidas a partir de muestras 1/10000 en sangre en ausencia de contaminante. Esto 

indica que para estas muestras la prueba es menos sensible que al utilizar sangre 
recién extraída.
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5.- Resultados y Discusión

VALORACION CONJUNTA DE LOS RESULTADOS

Al igual que en las experiencias anteriores, podemos comprobar la 
influencia del tipo de soporte sobre el que se realiza la prueba en la sensibilidad de 
la misma, y también en la acción del contaminante.

Podemos indicar también para estas muestras, la sensibilidad de la 
prueba de Adler es menor que cuando se utiliza sangre recién extraída, de la misma 
forma que es mayor la influencia del contaminante.

Es decir, el tratamiento de conservación al que ha sido sometida la 
muestra ha influido en la capacidad de la misma para dar positiva la prueba de Adler, 
manteniéndose el efecto del contaminante.
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c o n c e n tra c ió n  d e  ác id o  a sc ó rb ic o  (m g/m l)

conc . m u e s tra

(m i sangre/m i tot.)

s o p o r te 0
0

1/1
0.3870

3/10
0.1161

1/5
0.0774

1/10
0.0387

1/100
0.387E-2

1/1000
0.387E-3

1/100000
0.387E-5

1/1000000
0.387E-6

m uestra líquida
0 m ancha popel

hu ella  Taylor
m uestra líquida + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

1/1 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
huella Taylor + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
m uestra líquida + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

1/10 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
h u ella  Taylor + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
m uestra líquida + + + - - + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

1/100 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
hu ella  Taylor + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
m uestra líquida + + + + + + + + + + + + + + +

1/1000 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
hu ella  Taylor + + + + + + - - - + + + + + + + + + + + + + + + + + +
m uestra líquida + + +

1/10000 m ancha papel + + +
hu ella  Taylor - - -
m uestra líquida + + +

1/100000 m ancha papel + + +
hu ella  Taylor + + +
m uestra líquida - - -

1/200000 m ancha papel + + +
hu ella  Taylor - - -
m uestra líquida - - -

1/300000 m ancha popel + + +
hu ella  Taylor - - -

m uestra líquida - - -
1/400000 m ancha papel - - -

hu ella  Taylor - - -
m uestra líquida - - -

1/500000 m ancha papel - - -
hu ella  Taylor - - -

TABLA $
R esu ltad os c o r re sp o n d ien te s  a m u estras q u e  p ro ced en  d el b an co  d e  san gre.



5.- Resultados y Discusión

5o OBJETIVO

Los resultados correspondientes a cada uno de los periodos 
estudiados, los indicamos en tablas de igual estructura a las que fueron descritas en 
experiencias anteriores

MUESTRAS PE UNA SEMANA DE ANTIGÜEDAD;

Los resultados quedan reflejados en la ta b la  6, que sigue:

PRUEBAS CON MUESTRAS LIQUIDAS

Al comparar los resultados que hemos obtenido con los que 
corresponden a muestras recién preparadas, comprobamos que la sensibilidad de la 
prueba de Adler cuando se estudia sangre sin contaminar es la misma en los dos casos.

Sin embargo con muestras que contienen ácido ascórbico observamos 
que la interferencia se produce para concentraciones menores de contaminante cuando 
se analiza la muestra recién preparada. Es decir, el tiempo transcurrido desde que se 
prepara la muestra, hasta que se somete a la prueba de Adler, disminuye la capacidad 
del ácido ascórbico para impedir la reacción positiva.

Así, por ejemplo, para diluciones 1/1000 en sangre, cuando se trata 
de muestras recién preparadas, existe interferencia del ácido ascórbico a partir de la 
concentración 1/10. Esto no ocurre cuando la muestra se estudia después de 
transcurrida una semana, ya que en este caso no se produce interferencia del 
contaminante.
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5.- Resultados y Discusión

PRUEBAS CON MANCHAS EN PAPEL DE 
FILTRO

Analizando los resultados obtenidos en el estudio de muestras sin 
contaminar, debemos señalar que la sensibilidad de la prueba es menor para manchas 

antiguas que para las recientes, de forma que si estas últimas, nos han dado resultados 
positivos para las muestras correspondientes a diluciones 1/500000 en sangre, para 
manchas antiguas obtenemos resultados negativos a partir de concentraciones de 
1/200000 en sangre.

En el caso de las muestras preparadas a partir de sangre y ácido 
ascórbico, comprobamos que no se produce interferencia del contaminante en ninguno 
de los ensayos realizados, si bien, como ya hemos comentado anteriormente, nos hemos 

tenido que limitar a las manchas correspondientes a concentraciones hasta 1/200000.

PRUEBAS CON LA HUELLA DE TAYLOR

También en este caso, si comparamos los resultados obtenidos con 
los que ya teníamos para huellas que procedían de manchas recientes sin contaminar, 
podemos ver que la sensibilidad de la prueba disminuye y es sensible sólo hasta las 
muestras que corresponden a la dilución 1/1000 en sangre. Es decir la sensibilidad es 
10 veces menor que en el caso de muestras recién preparadas.

El efecto del contaminante, que sólo podemos estudiar hasta la 
concentración de sangre 1/1000, es el mismo que cuando se analizaban huellas 
correspondientes a manchas recientes.

VALORACION CONJUNTA DE LOS RESULTADOS:

De los datos obtenidos a partir del análisis de muestras de sangre en 
los tres soportes estudiados, comprobamos que, la sensibilidad de la prueba se 

mantiene en caso de muestras líquidas, pero baja sensiblemente cuando se trata de 
manchas o huellas.
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5.- Resultados y Discusión

Por otra parte, cuando se realizan los ensayos correspondientes a 
muestras que hemos preparado a partir de sangre y ácido ascórbico, observamos que, 

para muestras líquidas, la capacidad de interferencia del contaminante disminuye con 
el paso del tiempo.

Esto último no lo hemos podido constatar con manchas y huellas, ya 
que para estos soportes, el efecto del contaminante es menor que en caso de 
disoluciones y la pérdida de sensibilidad de la prueba no nos ha permitido llegar 
hasta las muestras obtenidas a partir de diluciones para las que el ácido ascórbico 
provocaba un resultado negativo de la reacción.
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c o n c e n tra c ió n  d e  ác id o  a scó rb ico  (m g/m l)

co n c . m u e s tra  

(m i san gre/m i tot.)

so p o r te 0
0

1/1
0.3850

1/2

0.1925
1/5

0.0770
1/10

0.0385
1/100

0.385E-2
1/1000000
0.385E-6

m uestra líquida
0 m ancha papel

hu ella  Taylor
m uestra líquida + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

1/1 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
hu ella  Taylor + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
m uestra líquida + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

1/10 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
hu ella  Taylor + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
m uestra líquida + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

1/100 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
hu ella  Taylor + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
m uestra líquida + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

1/1000 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
hu ella  Taylor + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
m uestra líquida + + + + + + + + + + + +

1/10000 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
hu ella  Taylor - - -
m uestra líquida + + +

1/100000 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
huella Taylor - - -
m uestra líquida - - -

1/200000 m ancha papel - - -
hu ella  Taylor - - -
m uestra líquida - - -

1/300000 m ancha papel - - -
h u ella  Taylor - - -
m uestra líquida - - -

1/400000 m ancha papel - - -
hu ella  Taylor - - -
m uestra líquida - - -

1/500000 m ancha papel - - -
hu ella  Taylor - - -

TABLA 6
Pruebas rea lizad as co n  m u estras co n  a n tig ü ed a d  d e  u n a  sem an a .



5.- Resultados y Discusión

MUESTRAS DE DOS SEMANAS DE ANTIGÜEDAD:

A partir de los datos obtenidos para estas muestras, y que 
resumimos en la ta b la  7, resaltaremos lo siguiente:

PRUEBAS CON MUESTRAS LIQUIDAS

Hemos comprobado que la sensibilidad de la prueba, cuando se 
aplica sobre sangre sin contaminante, ha disminuido, puesto que no da positiva para 
las muestras 1/100000. Las muestras 1/10000, dan positivo después de transcurridos 
30 segundos desde que se añade el peróxido de hidrógeno, y el azul que se observa es 
muy tenue.

Para las muestras correspondientes a sangre con ácido ascórbico, 
podemos indicar que en las muestras 1/10 y 1/100, aunque el contaminante no 
interfiere, sí que comprobamos que la reacción positiva tarda más de 10 segundos en 
producirse (20 segundos).

Las que contienen sangre 1/1000 y 1/10000, nos dan resultados que 
varían con respecto a los obtenidos para las muestras de una semana de antigüedad. 
Así, para las muestras 1/1000, se detecta interferencia del contaminante. Esto no 
ocurría con las de igual concentración y menor antigüedad.

Comprobamos, además que, para muestras que contienen ácido 
ascórbico a concentración 1/2, podemos ver el viraje del reactivo si dejamos 
transcurrir 4 minutos desde que se añade a la muestra.

De la misma forma, en el caso de las muestras 1/10000, el ácido 
ascórbico provoca resultados negativos a menor concentración que en las más 
recientes.

De estos resultados podemos destacar que la pérdida de sensibilidad 
nos indica que empezamos a detectar una alteración en las características de la sangre,
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5.- Resultados y Discusión

que se pone de manifiesto además por la mayor influencia del contaminante, que es 

capaz de afectar de nuevo a muestras que contienen sangre a concentración 1/1000.

PRUEBAS CON MANCHAS EN PAPEL DE 
FILTRO

Con respecto a las manchas también comprobamos una pérdida de 
sensibilidad de la prueba, que no da positiva para 1/100000.

En las pruebas realizadas con el objetivo de estudiar la interferencia 
del ácido ascórbico, no encontramos diferencia al comparar los datos con los 
correspondientes a muestras de una semana de antigüedad.

PRUEBAS CON LA HUELLA DE TAYLOR

En el estudio de las muestras mediante la obtención de la huella de 
Taylor, señalaremos que se ha perdido también sensibilidad, de forma que tenemos 
resultados positivos hasta concentraciones 1/100.

Respecto a las pruebas correspondientes a muestras preparadas con 
sangre y ácido ascórbico, los resultados no nos permiten observar diferencias al 
compararlos con los que obtuvimos en experiencias anteriores.

VALORACION CONJUNTA DE LOS RESULTADOS

Tras dejar las muestras durante dos semanas a temperatura 
ambiente, comprobamos que para los tres soportes sobre los que se ha hecho el 
estudio, la sensibilidad de la prueba baja con respecto a muestras menos antiguas. 

Podríamos deducir de este resultado que la sangre se ha alterado por el paso del 
tiempo.
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5.- Resultados y Discusión

Por otra parte, la interferencia del ácido ascórbico, aún siendo 
menor que cuando se estudian muestras recién extraídas, aumenta ligeramente con 

respecto a las que corresponden a una antigüedad de una semana.

1 1 0



concentración de ácido ascórbico (mg/ml)

conc. m uestra  

(m i sangre/m i tot.)

sop orte 0
0

1/1
0.3850

1/2
0.1925

1/5
0.0770

1/10
0.0385

1/100
0.385E-2

1/1000000
0.385E-6

m uestra líquida
0 m ancha papel

hu ella  Taylor
m uestra líquida + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

1/1 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
hu ella  Taylor + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
m uestra líquida + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

1/10 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
hu ella  Taylor + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
m uestra líquida + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

1/100 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
hu ella  Taylor + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
m uestra líquida + + + - - - + + + + + + + + + + + + + + +

1/1000 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
huella Taylor - - -
m uestra líquida + + + - - - - - - - - - - - - + + + + + +

1/10000 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
huella Taylor - - -
m uestra líquida - - -

1/100000 m ancha papel - - -

M I i W sf ; :
m uestra líquida - - -

1/200000 m ancha papel - - -
hu ella  Taylor - - -
m uestra líquida - - -

1/300000 m ancha papel - - -
hu ella  Taylor - - -
m uestra líquida - - -

1/400000 m ancha papel - - -
hu ella  Taylor - - -
m uestra líquida - - -

1/500000 m ancha papel - - -
hu ella  Taylor - - -

TABLA 7
P ruebas rea lizad as co n  m u estras con  a n tig ü ed a d  d e  d o s  sem an as.



5.- Resultados y Discusión

MUESTRAS DE CUATRO SEMANAS PE ANTIGÜEDAD;

La ta b la  8 recoge los resultados correspondientes a las pruebas 

realizadas sobre muestras que hemos guardado durante cuatro semanas.

Como se puede comprobar, estos resultados son superponibles a los 
que se obtienen en la experiencia anterior, para muestras de dos semanas de 
antigüedad, tanto en lo que se refiere a la sensibilidad de la prueba de Adler sobre 
sangre como en el efecto del contaminante sobre la reacción.

Sin embargo, debemos señalar algunas diferencias en lo que respecta 
a la valoración del resultado positivo de la prueba. Son las siguientes:

PRUEBAS CON MUESTRAS LIQUIDAS

En las muestras 1/1000 que contienen ácido ascórbico 1/2 (0,1925 
mg/ml), obtenemos un resultado positivo de la prueba si dejamos transcurrir 2 
minutos desde que se añade el reactivo. Es decir se produce la reacción positiva con 
menor dificultad que en el caso de muestras de dos semanas de antigüedad.

Con las soluciones 1/10000, la prueba de Adler nos da un resultado 
positivo. Sin embargo resulta difícil de ver por ser una coloración muy tenue (azul 
pálido-gris), y que puede inducir a error. Hemos considerado positivo este resultado 
por comparación con el que hemos obtenido para las muestras 1/100000.

De la misma forma, para las pruebas realizadas con sangre y  ácido 
ascórbico, los resultados no nos permiten decir directamente si la prueba es positiva, 
sino que es necesario comparar con el color obtenido para la muestra de sangre sin 
contaminar.

111



5.- Resultados y Discusión

PRUEBAS CON MANCHAS EN PAPEL DE 
FILTRO

En el estudio de las manchas, debemos indicar que para muestras 
1/10000, resulta difícil ver el resultado positivo de la reacción.

Hemos realizado la prueba en 6 manchas y sólo en 3 de ellas han 

aparecido trazas azules indicativas de la reacción de la bencidina. Lo mismo ocurre 
cuando analizamos manchas que proceden de muestras que contienen ácido ascórbico.

Así pues, la prueba puede dar lugar a conclusiones erróneas porque 
no da positiva para todas las muestras, y es necesario repetirla para asegurar el 
resultado.

PRUEBAS CON LA HUELLA DE TAYLOR

También en este caso, para las muestras correspondientes a la 
concentración 1/100, las pruebas las realizamos con 6 huellas y no obtenemos el 
positivo en todas ellas. Esto ocurre también cuando se trata de sangre con ácido 
ascórbico.

VALORACION CONJUNTA DE LOS RESULTADOS

De los datos obtenidos, podemos deducir que el tiempo que 
transcurre desde que se prepara la muestra hasta que se somete a la prueba de Adler, 
produce una pérdida de sensibilidad que es más acusada en el caso de manchas y 
huellas que para muestras líquidas. Esta pérdida de sensibilidad se observa en los 
tres soportes estudiados y aumenta con el tiempo.

Para muestras con contaminante, comprobamos que la capacidad de 
interferencia del mismo disminuye con respecto a las muestras recién preparadas.

1 1 2



5.- Resultados y Discusión

Esto puede explicarse porque el ácido ascórbico en solución acuosa 
es sensible a la luz y al oxígeno. Esta pérdida en la capacidad de interferencia se 
detecta en períodos cortos (1 semana). Cuando el tiempo que transcurre es mayor, 
aumenta ligeramente debido probablemente a que la sangre también sufre alteraciones 
que se traducen en variaciones en la influencia del contaminante.
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concentración de ácido ascórbico (mg/ml)

conc . m uestra soporte 0 1/1 1/2 1/5 1/10 1/100 1/1000000

(m i sangre/m i tot.) 0 0.3850 0.1925 0.0770 0.0385 0.385E-2 0.385E-6

0
m uestra líquida  
m ancha papel 
hu ella  Taylor
m uestra líquida + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

1/1 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
hu ella  Taylor + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
m uestra líquida + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

1/10 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
hu ella  Taylor + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
m uestra líquida + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

1/100 m ancha papel + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
hu ella  Taylor + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
m uestra líquida + + + - - - + + + + + + + + + + + + + + +

1/1000 m ancha papel 
hu ella  Taylor

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

m uestra líquida + + + - - - - - - - - - - - - + + + + + +
1/10000 m ancha papel 

hu ella  Taylor
+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

m uestra líquida - - -
1/100000 m ancha papel 

hu ella  Taylor _

■

1/200000
m uestra líquida  
m ancha papel 
hu ella  Taylor

- - -

m uestra líquida - - -
1/300000 m ancha papel 

hu ella  Taylor
-

;
■

1/400000
m uestra líquida  
m ancha papel 
hu ella  Taylor

- - -

m uestra líquida - - -
1/500000 m ancha papel 

hu ella  Taylor : :

TABLA 8
Pruebas rea lizad as co n  m u estras co n  a n tig ü ed a d  d e  cu atro  sem an as.



5.- Resultados y Discusión

6 ° OBJETIVO

I,- PRUEBAS CON OXIDANTES QUIMICOS:

La ta b la  9 resume los resultados de las pruebas correspondientes a 
este punto. En ella indicamos el color de las disoluciones y los cambios que se 

producen cuando se realizan los diferentes ensayos, lo que nos permite deducir las 
reacciones que han tenido lugar.

1.- PRUEBAS CON DIOXIDO DE 
MANGANESO

1 . 1 . - Con  e l  r e a c t i v o  d e  A dler:

Al añadir el reactivo a la disolución de dióxido de manganeso, aparece la 
coloración azul que indica que se ha producido la oxidación de la 
bencidina. Esta reacción tiene lugar sin necesidad de añadir 
peróxido de hidrógeno, por lo que prescindiremos de este reactivo en 
las siguientes pruebas.

Si a continuación añadimos a la preparación un mi de ácido ascórbico, 
podemos ver como pierde inmediatamente el color azul. Es decir, el 
ácido ascórbico reduce al reactivo de Adler.

1.2 .- P ru eb as  con ác id o  a scó rb ico :

Al agregar este reactivo a la solución de dióxido de manganeso, esta pasa 
de color marrón a marrón más claro. Según este resultado, no 

podemos afirmar que se produzca la oxidación del ácido ascórbico, 
puesto que no se produce un cambio significativo que nos permita 
interpretar si ha tenido lugar alguna reacción.

1 .3 .- P ruebas con re a c tiv o  de A d l e r  y ác id o  a scó rb ico :
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5.- Resultados y Discusión

Al añadir al dióxido de manganeso el contenido del tubo de ensayo que 

hemos preparado con reactivo de A d l e r  y ácido ascórbico, 
comprobamos que la disolución pasa a color azul, indicando la 

oxidación de la bencidina. A continuación, lentamente, se pierde el 
color azul. Esto nos indica que el ácido ascórbico reduce de nuevo a 
la bencidina.

2.- CON PERMANGANATO POTASICO

2 . 1 . -  P r u e b a s  c o n  e l  r e a c t i v o  d e  A dler:

Cuando añadimos el reactivo a la disolución de permanganato, (color 
violeta), vemos inmediatamente como se desarrolla la coloración azul 
que indica la oxidación de la bencidina.

En un segundo paso del ensayo que estamos realizando, agregamos a la 
preparación anterior 1 mi de ácido ascórbico.

Comprobamos que se la disolución pasa a color marrón-amarillento. Esto 
indica que en primer lugar el ácido ascórbico ha reducido a la 
bencidina, puesto que desaparece el color azul.

Por otra parte, el color marrón resultante se puede explicar por la 
formación de dióxido de manganeso debido a que existe un exceso de 
permanganato. Debemos suponer además que, probablemente, parte 
del ácido ascórbico ha sido oxidado por el permanganato. Para poder 

obtener más datos de este ensayo, haremos la misma prueba 
utilizando disoluciones menos concentradas de permanganato. los 
resultados son:

2 .1 .1 .- Con p erm an g an a to  0,01 M:

Con el reactivo de A d l e r  la solución pasa de violeta a azul intenso. Al 
añadir 1 mi de ácido ascórbico, cambia de color y pasa como en el 

ensayo anterior a marrón-amarillento.
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5.- Resultados y Discusión

2 .1 .2 .- Con p e rm an g an a to  0,001 M:

El color azul que indica la oxidación de la bencidina se atenúa al añadir el 
ácido ascórbico sin llegar a desaparecer. Esto se puede explicar 
considerando que parte del ácido ascórbico ha podido ser oxidado 
también por el permanganato que, a esta concentración se reduce a 

Mn(II), (incoloro), sin que se produzca oxidación del mismo a 
dióxido de manganeso, ya que esta segunda reacción sólo tiene lugar 

cuando existe un exceso de permanganato en la disolución.

2 .1 .3 .- Con p e rm an g an a to  0 ,0001 M:

Al añadir el ácido ascórbico desaparece inmediatamente el color azul, y la 
solución pasa a transparente como consecuencia de la reducción del 
la bencidina por el ácido.

2 .2 .- P ru eb as  con ác id o  ascó rb ico :

Al añadir a la solución de permanganato 1 M y 0,01 M un mi de ácido 
ascórbico, el color cambia de violeta a rojizo.

Podemos explicar este resultado porque se produce la oxidación del ácido 
por el permanganato que se reduce a Mn(II) (incoloro). Como existe 
un exceso de permanganato, se produce también la oxidación del 
Mn(II) que pasa a dióxido de manganeso (marrón).

Cuando repetimos la prueba con concentraciones más bajas de oxidante 

(0,001 y 0,0001 M), comprobamos que la solución se vuelve 
transparente inmediatamente. Es decir que se produce la oxidación 

del ácido ascórbico por el permanganato que se decolora.

2 . 3 . -  P r u e b a s  c o n  r e a c t i v o  d e  A dler y  á c i d o  a s c ó r b i c o  

( r e a c t i v o  n e u t r a l i z a d o ) :

Al realizar el ensayo a partir de la disolución 1 M en permanganato, 
comprobamos que cuando añadimos el reactivo neutralizado al 
oxidante, la solución pasa a color azul intenso inmediatamente. Este
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color es permanente y no se atenúa con el tiempo. Repetimos la 

misma prueba utilizando soluciones de permanganato de 
concentraciones 0,01 M, 0,001 M, 0,0001 M. Los resultados son los 
siguientes:

2 .3 .1 .-  P ara  u n a  so lu c ió n  0,01 M:

Comprobamos que se produce la oxidación de la bencidina, dando lugar al 
color azul característico de esta reacción.

2 .3 .2 .-  P ara  u n a  so lu c ió n  0 ,001 M:

El resultado es superponible.

Sin embargo si el reactivo neutralizado lo preparamos con 2 mi de ácido 
ascórbico y  dos gotas de reactivo de A d l e r ,  es decir, aumentamos la 
cantidad de ácido ascórbico, el resultado es distinto.

En este último caso la solución adquiere inicialmente el color azul 
característico de la oxidación de la bencidina, pero a continuación 
este color se pierde, y la solución queda transparente.

2 .3 .3 .-  P ara  so lu c io n es  m enores:

Al añadir el reactivo neutralizado, observamos que inmediatamente se 
produce un color azul muy intenso, que progresivamente va 
decreciendo en intensidad hasta que la disolución llega a ser 
transparente.

Esta prueba nos indica que la bencidina es oxidada por el permanganato 
(color azul), y reducida de nuevo por el ácido ascórbico 
(transparente).

II.- PRUEBAS CON SANGRE;
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1 Realizamos la prueba de Adler sobre 1 mi de la disolución de 
sangre de concentración 1/1000.

En este caso, la solución adquiere color azul indicativo de la 
reacción positiva de la prueba.

Al añadir a continuación unas gotas de ácido ascórbico, la muestra 
pierde rápidamente el color azul. Esto ocurre porque se produce la reducción de la 
bencidina por el ácido.

2.- Al repetir el mismo ensayo sobre una mancha, obtenemos 
idéntico resultado, es decir, el color azul indicativo del resultado positivo de la 
prueba de Adler, desaparece al añadir unas gotas de ácido ascórbico sobre la mancha.

3.- La prueba aplicada sobre la huella de Taylor nos proporciona el 
mismo resultado que el obtenido en los dos soportes anteriores.

VALORACION CONJUNTA DE LOS RESULTADOS

Según los resultados que hemos obtenido, todo apunta a que es muy 
posible que la interferencia del ácido ascórbico en la prueba de Adler, se produzca 
porque el ácido actúa reduciendo rápidamente la bencidina que fue oxidada por el 
peróxido de hidrógeno, impidiendo que podamos ver el color azul que demuestra la 
oxidación del reactivo.

A concentraciones altas de oxidante, este es capaz de oxidar al ácido 
ascórbico y también al reactivo de Adler, impidiendo o atenuando la acción del 
contaminante. Con soluciones menos concentradas, éste actúa sobre la bencidina 
oxidándola y el ácido ascórbico la reduce inmediatamente, por lo que desaparece el 
color azul indicativo del resultado positivo de la prueba.

Con estos ensayos hemos intentado dar una explicación química del 
mecanismo de interferencia del ácido ascórbico en la prueba de Adler.
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5.- Resultados y Discusión

Un mejor conocimiento de cómo se produce esta interferencia, nos 
permitirá en trabajos sucesivos, buscar una forma de impedir que se produzca, 
evitando los falsos negativos, y, por otra parte, diseñar pruebas preliminares sencillas 

que, aplicadas sobre las muestras a analizar, nos indiquen la posibilidad de que 
exista contaminación de la muestra y que, por lo tanto, puedan darse resultados 
erróneos.
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Agente oxidante
Reactivos

React. Adler Acido Ascórbico React. Adler + 
Acido Ascórbico

React. neutralizado

Dióxido de Manganeso 
(Mn02)

0,2 M azul marrón claro 
(no indicativo)

azul vira a incoloro azul vira a marrón

1 M azul rojizo azul vira a marrón azul vira a marrón

Permanganato Potásico 0,01 M azul rojizo azul vira a marrón azul vira a marrón

(KMn04) 0,001 M azul incoloro azul vira a azul pálido azul vira a marrón claro

0,0001 M azul incoloro azul vira a incoloro azul vira a incoloro

TABLA 9
Pruebas rea lizadas con  ox id an tes q uím icos.
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Compendio
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6.- COMPENDIO

En toda investigación criminal, uno de los indicios de mayor interés 
médidco-legal son las manchas, por su importancia a la hora de la reconstrucción de los 
hechaos y la identificación de las personas implicadas en la acción criminal. El estudio 
de laa sangre y otros fluidos corporales, tiene un papel relevante en las Ciencias 
Forennses, y ha sido, probablemente, uno de los temas más estudiado en Criminalística, 
ya qijue constituye la mayor parte de las pruebas científicas. Según la bibliografía 
revisaada, desde un punto de vista estadístico, las manchas que con mayor frecuencia 
apareecen en la escena del crimen son las de sangre por lo que su identificación puede 
aportáar datos que ayuden a esclarecer los hechos y proporcionar pruebas necesarias 

para lllevar a buen fin una acción judicial.

A grandes rasgos, son cuatro las cuestiones que se plantean en el 
laboraatorio a la hora de identificar manchas:

1. ¿La mancha que estudiamos es de sangre?. Esta parte de la 
investigación implica la realización de una serie de procedimientos que reciben el 
nombcre conjunto de diagnóstico genérico. Existen dos tipos de pruebas a aplicar.:
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- Pruebas de orientación. Son muy sensibles pero poco específicas 
porque además de la sangre, hay otras muchas sustancias que son capaces de dar un 
resultado positivo al ser sometidas a las mismas, por lo que sólo se puede valorar un 
resultado negativo.

- Pruebas de certeza, que son muy específicas y se basan en comprobar 
la presencia en la muestra de alguno de los componentes de la sangre. Estas pruebas no 
permiten determinar si la sangre analizada es o no humana.

2. ¿Se trata de sangre humana?. A las pruebas que se realizan para
determinar si la sangre es o no humana, se les denomina en general, diagnóstico de
especie.

3. Una vez se ha comprobado que la sangre es humana, se intenta
determinar a que grupo pertenece. En algunos casos, se podría conseguir la
identificación del individuo del que procede.

4. Otras problemas de importancia médico-legal en relación con las 
manchas de sangre son las siguientes:

- Diagnóstico del sexo del individuo.

- Determinación de la región anatómica de donde procede la sangre
analizada.

- Estudio de la data.

Como es bien sabido, al descartar que una mancha es de sangre, se 
detiene la cadena de investigación. Por la importancia de este hecho, en el estudio que 
nosotros hemos realizado nos hemos ocupado en la primera cuestión que se ha indicado. 

Hemos hecho una revisión de los métodos que se utilizan para identificación genérica de 
las manchas de sangre, lo que todos los autores coinciden en denominar como diagnóstico 
genérico de las mismas, y dentro de este tema, nos centramos en las pruebas de 
orientación, que tienen como objetivo el poder afirmar que la mancha que estamos 
estudiando no es de sangre, aunque en ningún caso permiten identificar sin lugar a 
dudas la naturaleza sanguínea de la misma.
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Uno de los reactivos más utilizados, por su alta sensibilidad y fácil 
preparación, es el reactivo de Adler. Se obtiene disolviendo bencidina a saturación en 

ácido acético glacial. La prueba está basada en la capacidad de las peroxidasas 
sanguíneas para descomponer el peróxido de hidrógeno, lo que produce una liberación de 
oxígeno que actúa a su vez oxidando a la bencidina. La forma oxidada de la bencidina 
tiene un color azul intenso que nos permite afirmar que en la muestra estudiada existen 
peroxidasas.

La prueba de Adler dará positiva con cualquier muestra que contenga 
peroxidasas dando lugar a falsos positivos, lo que nos impide afirmar la naturaleza 
sanguínea de la muestra estudiada.

Los falsos positivos obtenidos en la aplicación de las pruebas de 
orientación han sido motivo de estudio por diferentes autores, que han intentado 
encontrar métodos para poder identificar los compuestos capaces de interferir en la 
reacción que se aplica y la forma de evitar la interferencia de los mismos.

Actualmente, según la bibliografía revisada, todos los autores 
coinciden en afirmar que un resultado positivo en la prueba de Adler, en general, no se 

puede considerar concluyente, y, no es posible a partir de ese resultado, asegurar que la 
mancha que se está estudiando, es de sangre. Sin embargo, hasta el momento, lo que se 
acepta es que si se obtiene un resultado negativo, la mancha no es de sangre. Así, por 
ejemplo, en las obras consideradas como fundamentales en la Medicina Legal se dice:

"A green or blue color indicates the presence of blood. Should this 
color fail to appear, repeat the test. If no color appears, the stain was not derived from 
blood and the test is terminated". Grandwohl R.B.H. Legal Medicine. 1954

"As stated, all red or brownish stains are not blood. the firs task of 
the laboratory is to verify or exelude the hematologic origin of the stain, and a number 
of highly sensitive presumptive tests exist than can detect minute traces. Most of these 
are not absolutely specific and may give false-positive reactions with a number of other 
substances, especially of vegetable or nonblood biologic origin.

However, screening test are useful, even if they are negative, since no 

further action need be taken. In other words, they are exclusionary screening test." 

Eckert W G. Introduction to Forensic Sciences. 1980.

124



6.- Compendio

"La prueba tiene valor exclusivamente cuando es negativa, sirviendo 
entonces para ratificar la negatividad de las pruebas de certeza; su gran sensibilidad 
permite excluir que la negatividad de las pruebas de certeza se deba a la escasez de 
material sanguíneo de la mancha sospechosa." Gisbert J A. Medicina Legal y Toxicología 
4a Ed. 1991.

"A negative test indicates the absence of blood, but a positive reaction, 
though strongly suggestive, is not conclusive." Knight B. Simpson's Forensic Medicine. 
1997

En el laboratorio de Criminalística de la Unidad Docente de Medicina 
Legal de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valencia, se planteó la 
posibilidad de demostrar experimentalmente la existencia de falsos negativos en la 
prueba de Adler. Se realizaron distintos estudios que permitieron comprobar que, en 
determinadas circunstancias, se pueden obtener falsos negativos.

En el trabajo que ahora presentamos, hemos diseñado varias 
experiencias dirigidas a la obtención de datos que nos permitan demostrar la existencia 
de falsos negativos y el tipo de compuesto capaz de producirlos. Determinar en qué 
condiciones se produce la interferencia, y, por otra parte, conocer la influencia de 
diferentes factores en la sensibilidad de la reacción y en la capacidad del agente 
contaminante para dar lugar a un falso resultado negativo al realizar la prueba de Adler.

Hemos dedicado la última parte de la investigación al estudio de la 
reacción que se produce al aplicar la prueba de Adler y a conocer mejor mecanismo de 
actuación del agente contaminante. Aunque no ha sido posible hacer un análisis 
exhaustivo que sería motivo por sí solo de un trabajo independiente, las experiencias 
realizadas han aportado datos interesantes que nos han permitido llegar a una posible 
explicación del proceso que tiene lugar cuando se realiza la prueba de Adler sobre una 

muestra de sangre que contiene ácido ascórbico.

A partir de los resultados que hemos obtenido, podemos indicar que 
existen compuestos con unas características redox determinadas, que si se encuentran 
junto con la muestra de sangre que se va a someter a la prueba de Adler, actúan 
impidiendo que se obtenga un resultado positivo. Hemos centrado nuestro trabajo en el 

estudio de ácido ascórbico como contaminante. Comprobamos que actúa impidiendo la 
reacción de Adler a partir de unas determinadas concentraciones de la muestra y del
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conomtaminante. Esto nos permite indicar que existen productos que, por su contenido en 
áciácicdo ascórbico, pueden actuar como contaminantes de las muestras de sangre. Por 
ejeEjeimplo en los zumos naturales encontramos cantidades de ácido ascórbico que pueden 
llegleggar a 40 mg/100 g de porción comestible (zumo de naranja), en los zumos comerciales 

ososczilan entre 0,15 mg./ml (zumo de piña) y 0,40 mg/ml (zumo de pomelo y de naranja). 

Ad&diemás existen numerosas bebidas en cuya composición figura distintos contenidos en 
zuEuimo. Por otra parte, medicinas, productos de limpieza, etc, pueden contener cantidades 
imimiportantes de ácido ascórbico.

Además de variar con la concentración, la capacidad de interferencia 
deliell ácido ascórbico es distinta según el soporte sobre el que se estudia la muestra y 
tartaimbién se ve afectado por la antigüedad de la misma. Las experiencias que nos han 
pnproporcionado estos datos, las hemos llevado a cabo con muestras preparadas a partir de 
sarsamgre y contaminante, dejándolas después a temperatura ambiente durante distintos 
pepeiriodos. Los resultados nos indican una pérdida de la capacidad del ácido ascórbico 
papaira impedir el resultado positivo de la prueba y que se detecta en los tres soportes 
estestudiados.

En otro de los ensayos realizados, utilizamos sangre procedente del 
babamco de sangre y que ya había sido retirada por haber sobrepasado la fecha de 
cacaducidad. Al revisar los resultados obtenidos a partir de estas muestras, comprobamos 
ququ<e la interferencia del ácido ascórbico se detecta para muestras de sangre de mayor 
coromcentración y para menor concentración del contaminante que cuando se analizan 
mimuestras preparadas con sangre recién extraída. Los factores que pueden explicar estas 
diidiferencias son: la antigüedad de la muestra y el tratamiento de conservación al que se 
haha sometido (temperatura, agentes conservantes).

Las experiencias que hemos propuesto, nos han proporcionado datos 
sobobre la sensibilidad de la prueba de Adler. Estos nos indican que es muy variable 
dedependiendo del tipo de soporte sobre el que se analiza la muestra (tubo de ensayo, 
papapel de filtro, huella de Taylor). Además también se ve afectada por la antigüedad de la 
saisangre. Este último aspecto lo hemos comprobado a partir de muestras que hemos dejado 
peperiodos predeterminados a temperatura ambiente y también con otras que nos ha 
prproporcionado el banco de sangre. En estas últimas consideramos de nuevo los dos 
facfactores que pueden ser responsables de la variación de sensibilidad de la prueba de
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Adler, y que son los siguientes: la antigüedad de la muestra y el tratamiento de 

conservación al que ha estado sometida.

El resultado de los ensayos realizados con el objetivo de conocer el 
mecanismo químico de actuación del contaminante, nos permiten deducir que la 
interferencia en los casos que hemos estudiado se produce porque el contaminante actúa 
reduciendo inmediatamente a la bencidina una vez ha sido oxidada por el peróxido de 
hidrógeno, por lo que nos impide ver la coloración azul que indica que se ha producido 
la reacción de Adler. Si la concentración en oxidasas es alta, el oxígeno liberado puede 
actuar oxidando a la bencidina y además al contaminante total o parcialmente, por lo que 
la interferencia no se produce o es menor.

Debemos indicar finalmente que de la misma forma que un resultado 
positivo al aplicar la prueba de Adler sobre una muestra no permite asegurar sin lugar a 
dudas su naturaleza sanguínea, el resultado negativo de la misma no se debe considerar 
excluyente y no se puede en ningún caso afirmar sin lugar a dudas que no existe sangre 
en la muestra estudiada.
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7.- CONCLUSIONES

1: Existen sustancias que, añadidas a una muestra de sangre provocan un 
resultado negativo de la prueba de Adler.

2: Dado que la prueba de Adler se fundamenta en una reacción de oxidación- 
reducción, la contaminación de la muestra por agentes reductores 
fuertes provoca cambios en los resultados previstos.

3: Cualquier compuesto con capacidad de reducir a la bencidina puede actuar 
impidiendo que se detecte el resultado positivo de la prueba de Adler.

4: Por todo ello, un resultado negativo obtenido al aplicar la prueba de Adler 
sobre una mancha, no permite descartar definitivamente su naturaleza 
sanguínea.

5: La utilización de pruebas para el diagnóstico de orientación para manchas 

de sangre, basadas en reacciones de oxidación-reducción debe ser 
sometida a revisión, con el fin de evitar conclusiones erróneas.
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