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Juego de Reactivos para
Proteinas Totales (Biuret)

JUEGO DE REACTIVOS PARA PROTEINAS TOTALES
Para la Determinaciéon cuantitativa de la concentracién en
suero de proteinas totales.

INTRODUCCION

Por medio de la presion osmética, las proteinas séricas
mantienen la distribucion normal del agua entre la sangre
y los tejidos. Las diversas fracciones de las proteinas
varian independientemente y ampliamente en los
procesos patologicos. Las proteinas bajas son causadas
principalmente por la mala nutricion, mala sintesis,
perdidas (por hemorragias), o catabolismo excesivo de las
proteinas. Los niveles elevados de proteinas son
principalmente causados por la deshidratacion.

La determinacion de las proteinas totales en suero por
medio de la reaccion del color Biuret se utiliza desde
1978. En el pasado se dificulto estabilizar los iones
cupricos en medios alcalinos con la adicion de tartrato
sédico potasico. El presente método para la determinacion
cuantitativa de las proteinas totales en suero se basa en el
método propuesto por la asociacién americana de quimica
clinica (AACC) y el comité nacional de patronos para
laboratorios clinicos (NCCLS).

PRINCIPIOS
La reaccion enzimatica secuencial en el desarrollo de las
proteinas totales es la siguiente:

PH
Proteina + CU
CU-complejo proteina

Alcalino

Las proteinas séricas forman un complejo coloreado azul
cuando reaccionan con los iones cupricos en medio
alcalino. La intensidad del color violeta es proporcional a
la concentracion de proteina conocida.

COMPOSICION DEL REACTIVO

El reactivo para proteinas totales contiene lo siguiente:
Hidréoxido de sodio 600 nM, sulfato de cobre 12nM, tartrato
soédico potasico 32 nM, Yoduro de potasio 30M e
ingredientes no reactivos.

Estandar de proteinas totales; Albumina bdévina Fr. Con
preservativo en concentracion de 5.0 g/dl.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES.

1. Solo para uso en diagnostico in vitro.
PRECAUCION: los reactivo para diagnostico in vitro
puede ser dafinos. Manipulese de acuerdo a un
buen procedimiento de laboratorio de laboratorio y
evitese la ingestion y el contacto con piel y ojos.

2. Las muestras deben considerarse infecciosas vy
manipuladas adecuadamente.

3. Evite laingestion. No lo pipetee con la boca.

4. El reactivo contiene hidréxido de sodio el
cual es corrosivo. En caso de contacto con la piel
enjuague con abundante agua, y si hay contacto con
los ojos busque atencién médica.

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

Almacene el reactivo a temperatura ambiente (18-25
C).

Almacene el patrén en refrigeracion.

DETERIORO DEL REACTIVO

El reactivo debe desecharse si:

Presenta turbidez o presencia de un precipitado negro
indica deterioro y no debe utilizarse. El reactivo debe
ser claro en una solucion azul claro.

RECOLECCION DE LAS MUESTRAS

1. Las muestras deben ser suero libre de
hemodlisis.
2. Hemodlisis pronunciada provocaran niveles

elevados de proteina tanto por el aporte de la

hemoglobina como por el aumento de color.

3. Los sueros lipémicos pueden dar resultados

altos y deberan realizarse con blanco de muestra.

¢  Agregue 3.0 ml de salina al 0.9% en un tubo.

¢ Agregue 0.05ml (50ul) de muestra.

¢ Ajuste el espectrofotometro a cero con salina al
0.9%.

¢ Lea y anote la absorbancia del blanco de
muestra.

¢ Reste la absorbancia del
absorbancia del examen.

¢  Calculese de costumbre.

4. Muestras de suero con Bromosulftaleina

daran falsos resultados elevados. Las proteinas del

suero son estables por una semana a temperatura

ambiente (18 — 25 C) y por lo menos un mes en

refrigeracion (2 — 8 C. si se evita la evaporacion.

blanco a la

SUSTANCIAS QUE INTERFIEREN

Young y colaboradores revisaron determinados
numeros de drogas y sustancias que puede afectar la
concentracion de las proteinas.

MATERIALES

REQUERIDOS PERO NO

PROVISTOS

1. Pipetas de precision.
2. Reloj.

3. Portatubos.

4. Espectofotometro.

INTRUCCIONES GENERALES



El reactivo para proteinas totales se utiliza tanto paraCARACTERISTICAS DEL EXAMEN

un método automatizado como para el método 1.

manual con espectrofotometro.

PROCEDIMIENTO MANUAL

1. Rotule tubos: blanco, estandar, controles, pacientes,
etc.

2. Pipetee 3.0 ml de reactivo a cada tubo.

3. Agregue 0.05ml (50ul) de estandar y de paciente a
los tubos respectivos y mézclelos por inversion.

4. Deje incubar a temperatura ambiente por 10 minutos.

5. Ajuste el espectrofotometro a cero con blanco de
reactivo y a 540 nm.

6. Leay anote las absorbancias de cada tubo.

NOTA:
1. El color final es estable por 60 minutos a temperatura
ambiente.

2. Los sueros con valores por encima de 60 gr/dl.
deben diluirse en 1:1 con 0.9% de salina y vueltos
analizar y los valores multiplicarlos por 2.

3. Volumenes alternativos: se puede utilizar 20ul de
muestra y 1.0 ml de reactivo. calculese de la misma
manera.

LIMITES DE PROCEDIMIENTO

El reactivo es lineal hasta 15.0 gr/dI.

1. Muestre con valores por encima de los 15 gr/dl
deben diluirse en 1:1 con salina y vueltos analizar,
los valores multiplicarlos por 2.

2. El método de Biuret no es sensible en el rango
menor de 1 gr/dl no lo utilice para orina o liquido
cefalorraquideo.

CALCULOS

Abs. de la muestra x conc. del estd. = proteinas totales
Abs. del estandar.

Ejemplo:

Absorbancia de la muestra = 0.350
Absorbancia del estandar = 0.400
Concentracion del estandar = 5.0gr/dl

0.350 x 5 =4.37 gr/dl.
0.400

CONTROL DE CALIDAD

Se recomienda que se incluyan controles en cada corrida
de examenes. Pueden utilizarse controles comerciales de
valores conocidos para el control de calidad. El valor de
los controles debe confirmarse con éste método. Si falla
al obtenerse el rango debido de valores eso indica
deterioro del reactivo, mal funcionamiento instrumental o
errores de técnica.

VALORES ESPERADOS

De 6.2 a 8.6 gr/dl.

1. Los efectos de la postura cuando se extrae la sangre
varia con el individuo pero los valores en posicion
decubito usualmente son inferiores a los otros en
diferencia de hasta 1.2 gr/dl.

2. Se recomienda que cada laboratorio establezca su
propio rango normal.

Linealidad; de 1.0 a 15 gr/dl.

2. Comparacion: UN estudio de comparacion
desarrollado entre este y otro basado en el miasma
principia dio como resultado un coeficiente de
correlacion de 0.95 con una ecuacion de regresion
de Y=0.86 + 1.02.

Estudios de la presicion:

DENTRO DE LA CORRIDA

Valor(gr/dl) D.S. C.V.%
6.8 0.12 1.8
3.7 0.08 2.1

DE CORRIDA A CORRIDA
Valor(gr/dl) D.S. C.V.%
6.8 0.17 24
3.7 0.14 3.7



