PRACTICA TURBIDIMETRIA

111. CUANTIFICACION DE PROTEINURIA CON AcCIDO SULFOSALIcIiLICO

PROCEDIMIENTO
Fundamento

La adicion de acido sulfosalicilico a una solucidn de proteinas en baja concentracién
telnas de una forma difusa, dando lugar a Ia aparicion de un fino
pitado es visualizado como una opacidad blan
ser cuantificada espectrofotométricamente.

precipita las pro-
precipitado en suspension. Este preci-
quecina, es decir, como unz turbide; cuya intensidad puede

Cuantp mas alta es la concentracion de proteinas en la solucion analizada, mas intensa es Ia turbides
generada con el dcido sulfosalicilico v, por lo tante, mayor es el blogueo del paso de luz a través de a sus-
pension de precipitado. Este blogueo se mide, espectrofotométricamente, en forma de absorbancia (A).

Este método turbidimétrico puede ser empleado para evaluar

la cantidad de proteinas presente de una
forma andomala en una orina.-

Material necesario: 7 tubos de ensayo, 2

dida espectrofotométrica, un espectrofotdme
y una regla.

pipetas graduadas de 2 mly 6 de 0,5 ml, 7 cubetas de me-
tro que pueda medir a 660 nm, papel milimetrado, un 1apiz

Reactivos

~Suero fisiolégico (selucidn acuosa de cloruro sédico 3 una concentracién de 0,85 9/100 ml).
- Solucion de acido sulfosalicilico al 3%, Esta se elaborz de la siguiente forma-
* Preparar 100 ml.de una solucidn de sulfato sédico
7 ¢/100 ml.

J
* Disolver'3 g de acido sulfosalicilico en Ia solucion de sulfato sadico previamente preparada.

* Filtrar et reactivo preparado. {
* Resguardar el reactivo de la luz directa,

en agua destilada a una concentracion de |

- Albimina de sangre (por ejemplo, la proporcionada por los laboratorios Panreac). A partir de ella se
han de elaborar unos patrones de la forma que se sefiala a continuacion:

® Preparar 10 m! de una solucién de albumina en suero fisioldgico a una concentracidn de 0,7 g/100 ml,

* Diluir la solucién de albamina preparada previamente del modo que se indica en el cuadro:

' Solucidn Selucién Solucién Solucion
PATRON 1 PATRON 2 PATRON 3 . PATRON 4
Albumiria a 0,7 g/100 m! (en ml) 0,1 0,5 1 1,5
Suero fisiolégico (en mi) 6,9 6.5 6 5
Dilucion realizada 1170 1114 17 1/4,66
Concentracién obtenida {en g/100 mli) 0,01 0,05 0,1 0,15
Muestra

- Orina. Si ésta esta turbia, hay que filtrarla o, mejor aun, se centrifuga a 2000 r.p.m. durante 5 mi-
nutos, y se utiliza el sobrenadante obtenido como muestra.

Técnica
1. Rotular dos tubos de ensayo con las siglas B

tro tubos mas con las siglas P1,P2,P3y P4
tubo con las siglas PB {de Problema).

Ry BO {de Blanca de Reactivo ¥ Blanco de QOrina), cua-
de Patron 1, Patron 2, Patron 3 y Patron 4] y un dltimo
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i | 2. Rellenar los tubos rotulados previamente de |a forma que se sefiala en el siguiente cuadro:

P Tubo Tubo Tubo | Tubo Tubo Tubo Tubo 5@
Loh | Blanco | Patrén | Pation | Patron | Patrén | Blanco Problema
L de Reactivo 1 2 3 4 de Orlna (B)
L !‘? S e® (BR) (P1) (P2) {r3) (P4) (BO)
' Stero fisiolagico 05 ml - - - -1 2ml -
4 Sélucién Patrén 1 - | osml - - - - -
~ Solucion Patran 2 - - | 05ml - - - -
Solucién Patrén 3 - - -1 05ml - - -
Solucion Patran 4 - - - - | 05ml - -
~ Orina problema J1 - Vo - - -] 08ml 0,5 ml
“, Acldo sulfosaliciiiccmli_al 3% 2 ml 2 ml 2ml | 2ml 2 ml - 2ml-

3. Agitar los tubos medjante inversian.

4. Transferir el contenido de los tubos a cubetas de medida espectrofotométrica.
5. Seleccionar fa longitud de onda de 660 nm en el espectrofotdmetro.

6. Dentro de los diez primeros minutos, contados desde el momento finaj de la preparacién de los tu-

bos, hay que leer la absorbancia del contenido de los tubos Patrén Y Problemna de |a manera que se
indica a continuacian: '

- En primer lugar, se debe ajustar el espectrofotémetro a 0 de absorbancia con el contenido del
Blanco de Reactiva (BR) y, seguidamente, medir 13 absorbancia de cada uno de los patrones (P1,
P2, P3y P4). A esto se fe Hama lectura frente al blanco.

- Finalmente, es preciso ajustar el espectrofotdmetro a 0

de absorbancia con el contenido del Bianco
- ' de Orina (RO) Y, sequidamente, medir la absorbancia d

el Problema (PB). VacABULARIO
L ‘ Interpolar:averiguar el
Lectura de resultados

valor de concentracisn o
. . - rtir de un valor de ab- .
Con los resultados de absorbancia obtenidos en los patrones y losvalores de | P*
concentracion conocidos

sorbancia mediante el uss
. 5¢ ha de trazar una recta
de calibracién en papel milimetrado. Para elio,

de unarecta de calibradp.

S¢ anotan, en el eje de ordenadas 0 | Paraello, se itrta este pg..
Y (&l vertical), los valores de absorbancia obte
horizental}, los valores de concentracidn cono

nidos y, en el eje de abscisas o X {e] | 'or de absorbancia en ef
el grafico los puntos en que confluyen cada v

5

. . . tnte quele corresponde
cidos. Posteriormente, se sefialan en |Pmed P

i en ¢l efe de coordenadas
alor de concentracidn ylaabsorban- | donde estn anotados los

% se dibuja la recta que mejor una los pun- ;’““’"s de “bs"'b“"“"_'d‘f'
hay que tener en cuenta que se ha de | 129 Patrones y, seguida-

o menle, se prolonga, en
ecta 0, a' mtnos, tquidlstanl’CS dﬁ C"a. . formn de reclas, pr[mgro

oteinas en la orina problema se inter- ’":;""" ’“;“hi' de C’"”bmdﬂ
: . . Y después hacia el otro eje
nellaenla riecta de calibrada realizada Qe coordenadas, donde cr
' tin anotados los valores
S ; . ’ e concentracion que co-
INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS rresponden a fos patro-
. : nes. Al hacer esto, la pro-
preciable de proteinas. ’;‘”g“;-"'d" e viene del
— T : ) £fe de ins absorbancias in-
Se c,on!él'_d‘era que _ha\rctrazas 0 ;‘ndlcuos cuando se encuentra en la orina una | 5, en un punto del eje
concentracion proteica omprendida entre los 0,005y tos 0,02 9/100 ml. Con- | de fas concentraciones
centraciones superiares rle protelnas en orina son consideradas como proteinu- | cuyovalor es el dela con-
ria significativa, | ‘

. cenlracidn buscada,
! ) —

procurar que todos los puntos estén en fa ¢

Para determinar la concentracign de pr
pola® el valor de absorbancia obtenido co
con anterioridad. '
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Enla qr%ina normal no hay una cantidad a




