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INTRODUCCION A LA ESPECTROFOTOMETRIA
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INTRODUCCION A LA ESPECTROFOTOMETRIA

El color de los cuerpos

Color de una sustancia

Las radiaciones que refleja un cuerpo a
una determinada A a cuando incide
sobre él la radiacion luminica, es lo
que el ojo humano percibe como color.
Depende de las longitudes de onda
que refleja, NO de las que absorbe.

Longitud de onda Color Color complementario
400-450 nm Violeta Amarillo verdoso
450-500 nm Azul Amarillo

500-580 nm Verde Rojo

580-595 nm Amarillo Azul

595-610 nm Naranja Azul verdoso

610-750 nm Rojo Verde

Ojo humano

- Solo percibe radiaciones del
espectro visible (400-700nm).

Ondas de radio

Infrarrojos

.

~ Espectro
visible

Ultravioleta

Rayos X

Rayos Gamma



INTRODUCCION A LA ESPECTROFOTOMETRIA

Foco de luz

Fundamento

VAN

Reflejada | Absorbida
Tra nsmltlda

Fotocolorimetria

Técnica analitica que se utiliza
para determinar la
concentracidon de una sustancia
en una disolucidén a partir de la
cantidad de luz que absorbe.

Si el rayo incide perpendicularmente Ir=0
IO = It + Ia

Transmision (T): cantidad de luz que es
recogida tras atravesar la solucion

= 1t/lo
Opacidad (O): inverso de la transmision
0=1/T

Absorbancia (A): logaritmo de la opacidad

=log 1/T



INTRODUCCION A LA ESPECTROFOTOMETRIA

Fundamento

/ Cuando lo=lt

Transmitancia = 100%

~

La muestra no absorbe aesa A

"

/

Si el rayo incide perpendicularmente Ir=0
IO = It + Ia

Transmision (T): cantidad de luz que es
recogida tras atravesar la solucion

T = 1t/lo
Opacidad (O): inverso de la transmision
0=1/T

Absorbancia (A): logaritmo de la opacidad

A=log1/T



INTRODUCCION A LA ESPECTROFOTOMETRIA

Ley de Lambert-Beer

La absorcidon de luz depende de la concentracidn, de la distancia que tiene que
atravesar la luzy de la naturaleza de la sustancia

- 1n-E.x.cC
T=10 A=logl/T

A A =log 1/10°E-x.C

E: coeficiente de extincidn molar A = E.Xx.C

x|

. 1 7 c ‘ 1
X: distancia que atraviesa la luz Ecuacién de Lambert-Beer | |
c: concentracion de la sustancia 7




INTRODUCCION A LA ESPECTROFOTOMETRIA

Fotometria frente a un patron o estandar

Para hacer un analisis fotométrico hay que comparar la solucion problema con otra

de concentracion conocida

Absorbancia del

0.4— problema
A patréon (Ap) = E.x.Cp '
A muestra a analizar (Am) = EX.Cm « 937
O
Patréon Muestra =
- Como Ey x son = en ambos: a 0.2 :
T T O Concentracion del
Ap _ Cp -<CE 0.1— problema
Am  C /
m m 0.0 L et
despejando 9
Concentracion de patrones
Cp ] Am
Cm = La lectura de la muestra problema se hara

v U Ap

interpolando sobre la recta patron.



INTRODUCCION A LA ESPECTROFOTOMETRIA

Espectrofotometro
Selector de
Colimador longitud de onda Detector
(lente) (ranura) (célula fotovoltaica)

—»t—»A<| - |—-

'—b — fe

Pantalla
Fuente Monocromador Solucidn digital
de luz (prisma o rejilla) muestra o medidor

(en cubeta)




DETERMINACION DE PROTEINAS EN SUERO MEDIANTE LA
REACCION DE BIURET

Fundamento

En espectrofotometria de absorbancia se emplean dos regiones del espectro:

Espectro electromagnético
- / A‘ /’\'\ f f \ /[\ l"‘y\ \ "'\' \| ;\i ft 0\ A na
/\\\_.\ ’/ \‘\_ / & / \'\. / vv \\ /' \'. ,»/ \\ / \ ,'l '/ \'f \‘ ~" \,; " H{ " M “ '\ ".;l lﬂ' i.'[ “‘,‘l'
Ultravioleta (195-400 nm) | s | x| Rayos
. , . ndas de radio icroondas| Infrarrojo Ultravioleta ayos isi -
Algunos aminoacidos da | . gamma Visible (400-780 nm)
sessesm—

absorben luz en esta zona, — %mm 1mm — Las proteinas pueden
por lo que todas las — reaccionar con colorantes,

proteinas pueden _ » generando productos
coloreados cuya intensidad se

detectarse segun su 1

contenido en estos 700 nm 600 nm 500 nm 400 nm mide por su absorbancia,
aminodacidos permitiendo su cuantificacion.




DETERMINACION DE PROTEINAS EN SUERO MEDIANTE LA

Solucion proteica + Sulfato de cobre

+ Cu®'

Medio alcalino C= / \ -R

—_

NH

NH

REACCION DE BIURET

Fundamento

Complejo cuprico (violeta)

PN

\ / + Intensidad color + [Proteinas]
R-CH C=0 REACCION COLORIMETRICA

NH Resultado cualitativo:
presencia de proteinas
: ausencia de proteinas




DETERMINACION DE PROTEINAS EN SUERO MEDIANTE LA
REACCION DE BIURET

Fundamento

- Sulfato de cobre (Il) (6mM): aporta los iones Cu®* que
reaccionan con los enlaces peptidicos

@}i& - - Hidroéxido de sodio (0.1M): proporciona el medio alcalino

“\ ADRAQUIM S.A.S.

Quimicos, reactivos y equipos de laborato

R ctivo de Biuret necesario para la reaccion
1000g SOLUCION

OOOOOO
EEEEEE

- Tartrato de sodio y potasio (16mM): estabiliza la solucidony
evitar la precipitacién del cobre

- loduro de potasio (16mM): evita la oxidacion del cobre (ll) a
cobre () o a oxidos insolubles



DETERMINACION DE PROTEINAS EN SUERO MEDIANTE LA
REACCION DE BIURET

Usos y diagnhodstico

U Aplicaciones:

Permite cuantificar proteinas totales en suero, plasma u otras muestras

0

Q@ Importancia clinica:

La concentracion de proteinas puede aumentar o disminuir segun la patologia

- Mieloma multiple

- Lupus eritematoso sistémico

- Endocarditis bacteriana

- Meningitis bacteriana

- Macroglobulinemia de Waldenstrom

- Insuficiencia renal
-  Desnutricidon severa
- Infecciones crdonicas
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DETERMINACION DE PROTEINAS EN SUERO MEDIANTE LA
REACCION DE BIURET

Protocolo

1. Rotular los tubos de ensayo




DETERMINACION DE PROTEINAS EN SUERO MEDIANTE LA
REACCION DE BIURET

Protocolo

2. Realizar los calculos y preparar las disoluciones

A partir de una solucién madre de albumina bovina de 12 g/100ml se preparan:

a) Solucién patréon 6g/100ml b) Solucién patrén 3g/100ml
Soluciéon madre de , ) Solucion madre de - ,
albltimina bovina Solucion patron albtimina bovina Sol;c;fgopatron
12¢/100mL 6g/100mL 12g/100mL g/1uom

(1TmL en total) (1TmL en total)

—_— —

CixVi=Cfx Vi

12xVi=6x1 — Vf=0,5mL 12xVi=3x1 — Vf=0,25mL

Hay que coger 0,5 mL de la solucién Hay que coger 0,25 mL de la solucion
madre y 0,5 mL de agua destilada madre y 0,75 mL de agua destilada



DETERMINACION DE PROTEINAS EN SUERO MEDIANTE LA
REACCION DE BIURET

Protocolo

3. Depositar en cada uno estas cantidades de reactivo:

Blanco Problema Patron
H20 0.1 ml (100 pl)
Patrones -- -- 0.1 ml (100 pl)
(3,6,9y12 g/100ml)
Suero o muestra -- 0.1 ml (100 pl)
Reactivo Biuret 5 ml 5 mli 5ml




DETERMINACION DE PROTEINAS EN SUERO MEDIANTE LA
REACCION DE BIURET

Protocolo

4. Mezclary dejar reposar 20min a temperatura ambiente

5. Pasar el contenido de los tubos a las cubetas de medida

6. Medir las absorbancias en el espectrofotometro a A=560nm




DETERMINACION DE PROTEINAS EN SUERO MEDIANTE LA
REACCION DE BIURET

Protocolo

7. Anotar el resultado en una tabla 8. Realizar los calculos

- Se construye la recta patron

CONii?;gﬁc'ON ABSORBANCIA - Se extrapolan los datos de la muestra

Blanco 0 Absorbancia del
0.4 problema
o’
3 0’2 .................................................. ./,,,
o 0
6 0,4 e / JO
-ré’ %7 // Concentracion del
< 0.1 //‘ problema
% s
Suero 0,8 v (/
0.0 “ I * T

3 6 9
Concentracion de patrones



DETERMINACION DE PROTEINAS EN SUERO MEDIANTE LA
REACCION DE BIURET

Valores normales

Las cifras normales de proteinas totales van aumentando gradualmente:

- Recién nacidos: 4.6-7.0 g/100ml

- Adultos: 6-8 g/100ml.
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TEST

Practica 2:
Introduccion a la espectrofotometria de absorcion.
Determinacion de proteinas en suero

1. ¢Seria posible determinar la concentracion de proteinas de un suero mediante la

técnica de Biuret sin utilizar muestras de concentracion conocidas (patrones)?

a) No, en cualquier determinacion cuantitativa mediante espectrometria es necesario

el uso de patrones.

b) Si, el uso de esos patrones solo sirve para entender el fundamento de absorbancia.

c) Si, basta con medir la absorbancia total de la muestra.

d) Si, solo es necesario incluir un "blanco" para conocer la absorbancia sin proteinas.
)

e) Si, porque el espectrofotometro calcula automaticamente la concentracion a partir

del color observado.



TEST

Practica 2:
Introduccion a la espectrofotometria de absorcion.
Determinacion de proteinas en suero

2. ¢Cual de las siguientes respuestas es FALSA?

a) Los valores normales de proteinas en suero de un recién nacido se encuentran en el
rango de 4,6-7 g/100 mL.

b) El reactivo de Biuret contiene CuSO, en solucion acuosa alcalina.

c) Los valores normales de proteinas en suero de un adulto se encuentran en el rango
de 8-12 g/100 mL.

d) La determinacion de proteinas por la técnica de Biuret es especifica y cuantitativa.
e) En el método de Biuret, la intensidad del color violeta aumenta con la concentracion

de proteinas.



TEST

Practica 2:
Introduccion a la espectrofotometria de absorcion.
Determinacion de proteinas en suero

3. Elije la respuesta que NO es correcta: La ley de Lambert-Beer...
a) Relaciona la intensidad de luz entrante en un medio con la saliente y la absorbancia.
b) Explica la relacion entre la absorcidon de luz por una sustancia en soluciony la
concentracion de esta y la longitud del cuerpo que la luz atraviesa.

c) Se aplica a la espectrofotometria para cambiar el color de una sustancia.

d) Tiende a no ser valida para concentraciones muy elevadas, especialmente si el
material dispersa mucho la luz.

e) Permite cuantificar la concentracion de una sustancia a partir de su absorbancia

medida experimentalmente.



TEST

Practica 2:
Introduccion a la espectrofotometria de absorcion.
Determinacion de proteinas en suero

4. Si al anadir reactivo de Biuret a una solucion la mezcla se torna violeta oscuro

podemos afirmar que:
a) En la solucion existen proteinas.

b) En la solucion no existen proteinas.

)
)
c) En la solucion puede o no puede haber proteinas.
d) En la solucién existen sélo aminoacidos.

)

e) El color violeta se debe a la presencia de iones cloruro.



TEST

UNWERSIDA Practica 2:

D E M AL AG A Introduccion a la espectrofotometria de absorcion.
Determinacion de proteinas en suero

5. En la ley de Lambert-Beer, la “x” representa:
a) La longitud de onda.

b) La masa molar.

)
)

c) La energia absorbida.

d) La concentracién de la sustancia.
)

e) El espesor de la cubeta.



TEST

UMVERS " Practica 2:
D E \ J1 AL AG A Introduccion a la espectrofotometria de absorcion.
Determinacion de proteinas en suero

6. El color violeta en lareaccion de Biuret se debe a:

a) La oxidacion del cobre.

b) La formacién de un complejo entre Cu®* y los grupos peptidicos.

)
)
c) La presencia de aminoacidos aromaticos.
d) La alcalinidad del medio.

)

e) La reduccién del Cu*t a Cu*.



TEST
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rm 5IDAD Practica 2:
"ﬂ L ’T “‘ \[, M = @2 Introduccion a la espectrofotometria de absorcion.
’ Determinacion de proteinas en suero

7. En el método del Biuret, el complejo cuprico formado absorbe luz
principalmente en:

a) La region ultravioleta (200-300 nm).

b) La region roja (700-800 nm).

)

)
c) El infrarrojo cercano.
d) La regidén azul del espectro visible (alrededor de 560 nm).
)

e) Todas las longitudes de onda por igual.



TEST

UMVERS " Practica 2:
D E \ J1 AL AG A Introduccion a la espectrofotometria de absorcion.
Determinacion de proteinas en suero

8. Si se utiliza una cubeta con paso optico doble (2 cm en lugarde 1 cm), la
absorbancia:
a) No cambia.
b) Se duplica.

)
)

c) Se reduce a la mitad.

d) Depende del color del complejo.
)

e) Disminuye exponencialmente.



TEST

UNIVERSIDAD Practica 2:
DE MALAGA Introduccion a la espectrofotometria de absorcion.
- Determinacion de proteinas en suero

9. ¢ Por qué la reaccion de Biuret no detecta aminoacidos libres?
a) Porque no contienen enlaces peptidicos.

b) Porque no poseen grupos carboxilo.

)

)
c) Porque no absorben en el visible.
d) Porque precipitan en medio alcalino.
)

e) Porque son incoloros.



TEST

rm 5IDAD Practica 2:
N\: ‘fL !T 1 \LAGA Introduccién a la espectrofotometria de absorcién.
Determinacion de proteinas en suero

f{
=z

10. Un paciente con valores de proteinas séricas totales de 9,5 g/100 mL
probablemente presenta:

a) Desnutricion.

b) Hipoalbuminemia.

)
)
c) Hiperproteinemia asociada a deshidratacion o mieloma multiple.
d) Hipoproteinemia por malabsorcion.

)

e) Error de dilucion.
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