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RESUMEN

El presente estudio pretende estandarizar el 
método de Biuret para cuantificar proteínas to-
tales en sueros antibotrópicos polivalentes. Se 
estudiaron los siguientes parámetros: linealidad, 
exactitud, precisión, límite de detección y cuan-
tificación. El valor del coeficiente de correlación  
(0,996 tanto para linealidad del método y del 
sistema); coeficiente de determinación (0,992 y 
0,993 para linealidad del sistema y del método 
respectivamente). La recuperación lograda en los 
tres niveles trabajados (98,86%), la recuperación 
por niveles (99,73; 97,51 y 99,34%). El coeficien-
te de variación de la precisión del sistema (4,51), 
nos señala una falta de precisión a este nivel. Sin 
embargo, respecto a la precisión del método un 
coeficiente de variación en los tres niveles traba-
jados (2,81) y por cada nivel (3,69, 3,38 y 1,55), 
por debajo del valor especificado nos demuestra 
una concordancia  de los resultados.
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antibotrópico; Proteínas.

ABSTRACT

This work is a pilot who tries to standardize 
the biuret method to quantify total protein in 
serum antibotrópicos versatile. We studied the 
following parameters: Linearity, accuracy, pre-
cision, limit of detection and quantification. The 
value of correlation coefficient (0,996 to linearity 
sistem and linearity method), coefficient of de-
termination (0,992 and 0,993 to linearity sistem 
and linearity method) and statistical tests at (r, 

b y a) indicate that method is linear. The reco-
very achieved in the nine working standards 
(98.86%), the recovery levels (99.73, 97.51 
y 99.34%), and statistical tests show that the 
method is accurate. The coefficient of variation 
of repeatability of the wing system (4.51), we 
noted a lack of precision at this level but regar-
ding the repeatability of the method a coefficient 
of variation at all three levels worked (2.81) and 
for each level (3.69, 3.38 and 1.55), below the 
specified value has shown a consistency of 
results. The detection limit and quantification 
allows us to have a precedent it could detect 
and quantify the method under study.

Key words: Biuret, standardization, antibothropic 
serum proteins.

INTRODUCCIÓN

El ofidismo constituye un importante problema 
de salud en las áreas rurales de la costa y selva 
peruana. En el Perú, el ofidismo constituye la 
primera causa de envenenamientos fatales pro-
ducidos por animales ponzoñosos cada año; su 
terapéutica se basa, desde algunas décadas 
atrás, en el empleo de los sueros hiperinmunes 
producidos en equinos (1,2). 

Las serpientes venenosas de los géneros 
Bothrops y Lachesis son endémicas en la Ama-
zonía peruana. La B. atrox es la serpiente cuya 
mordedura (botropismo) tiene la mayor preva-
lencia a nivel nacional. El botropismo es más 
frecuente en varones, y un tercio de los pacien-
tes suelen ser niños (2).
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El Instituto Nacional de Salud a través del Cen-
tro Nacional de Productos Biológicos (CNPB), 
dentro de la gama de productos que produce 
tiene al suero antibotrópico polivalente, produ-
cido a partir de inmunoglobulinas equinas. 

Una de las preocupaciones estratégicas más 
relevantes del CNPB, ha sido, es y será, el lo-
gro de niveles de calidad aceptable y adecuada 
a su gestión. Uno de los bloques fundamenta-
les de la ventaja competitiva es el logro de un 
nivel de calidad superior (3-5).

En la elaboración de productos biológicos, así 
como en la de otros productos relacionados con 
el campo de la salud, es indispensable realizar 
una inspección completa al proceso de la pro-
ducción aplicando normas establecidas a fin de 
garantizar al consumidor que los productos que 
recibe sean los óptimos (6-8).  

La presente investigación pretende estandarizar 
el método de detección de proteínas totales en el 
suero antibotrópico polivalente, solución inyecta-
ble, que se analiza en el Laboratorio de Control de 
Calidad del  Centro Nacional de Productos Bioló-
gicos (CNPB) del Instituto Nacional de Salud por el 
método de Biuret, el cual consiste en que los en-
laces peptídicos de las proteínas reaccionen con 
los iones de cobre (Cu 2+) en solución alcalina para 
formar un producto coloreado cuya absorbancia a 
540 nm es directamente proporcional  a la concen-
tración de proteínas en  el suero antibotrópico  y 
así cumpla con la especificación de contenido de 
proteínas definidas, el cual pueda contribuir pos-
teriormente a la validación del método de ensayo.

El objetivo general fue estandarizar el método de 
Biuret para cuantificar proteínas totales en sueros 
antibotrópico polivalente producidos  en el Centro 
Nacional de Productos Biológicos del INS

Los objetivos específicos son: demostrar que el 
método de Biuret, cumple con los parámetros 
de desempeño analítico propuestos, optimizar 
y normalizar la utilización de reactivos, equipos 
y metodologías.

MATERIAL Y MÉTODOS

Muestra

Veinte unidades de suero antibotrópico poliva-
lente, almacenados a temperatura de 2 - 8 ºC.

Equipos

Balanza analítica, espectrofotómetro UV/VIS, 
purificador de agua, estufa, micropipeta P-100. 

Reactivos

Hidróxido de sodio, tartrato de sodio y potasio 
tetrahidratado, sulfato de cobre pentahidratado, 
ioduro de potasio, agua purificada, estándar de 
albúmina bovina sérica fracción V.

MÉTODOS (9-11)

Recolección de la muestra

Se seleccionó al azar veinte unidades de suero 
antibotrópico polivalente, correspondiente al 
lote 00300117. Con fecha de expiración marzo 
2010 y almacenados a temperatura de 2-8 ºC.

Experimentos realizados
en la estandarización

En el estudio de la linealidad del sistema se pesó 
exactamente 206; 412; 618; 824; 1030 y 1236 
mg (25, 50, 75, 100, 125 y 150%), de estándar 
de albúmina bovina sérica; se agregó un volu-
men de agua purificada. De esta mezcla se ex-
trajo 100 uL y se colocó en un tubo de vidrio; se 
agregó 5 mL del reactivo Biuret, se agitó sua-
vemente durante 30 s; luego se selló con para-
film y se dejó reposar por 25 min a temperatura 
ambiente y protegidos de la luz. Posteriormente 
se leyó en el espectrofotómetro a la longitud de 
onda de 540 nm. Se realizó por triplicado.

En el estudio de la linealidad del método, se 
pesó exactamente 659,2; 824 y 988,8 mg (80, 
100 y 120 % respectivamente), de estándar de 
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albúmina bovina sérica y se llevó a fiola de vi-
drio ámbar de 10 mL. Se agregó un volumen de 
agua purificada. De la mezcla se extrajo 100 uL 
y se colocó en un tubo de vidrio; se agregó 5 mL 
del reactivo Biuret, se agitó suavemente duran-
te 30 segundos tratando de homogenizar por 
completo; luego se selló con parafilm y se dejó 
reposar por 25 minutos a temperatura ambiente 
y protegido de la luz. Posteriormente se leyó en 
el espectrofotómetro a la longitud de onda de 
540 nm. Se realizó por triplicado.

En el estudio de la exactitud se trabajó con los mis-
mos espectros obtenidos en la linealidad del méto-
do, con tres concentraciones de 80, 100 y 120%. 

El estudio de repetibilidad del sistema se efec-
tuó midiendo diez veces la solución estándar de 
albúmina bovina  sérica al 100%.

En el estudio de repetibilidad del método se tra-
bajó con los mismos espectros obtenidos en la 
linealidad del método, con tres concentraciones 
de 80, 100 y 120%. 

En el estudio del límite de detección y cuantifi-
cación, se usaron las formulas de los Anexos. 

Análisis de resultados (4,12)

Se analizó estadísticamente con la ayuda del 
programa EXCEL 2003 para Windows.

RESULTADOS

Tabla 3. Precisión del sistema del método de 
Biuret para cuantificar proteínas totales en sue-
ros antibotrópico polivalente.

Variables Concentración 8%

Coeficiente de variación 4,51

Tabla 4. Precisión del método de Biuret para 
cuantificar proteínas totales en sueros antibo-
trópico polivalente.

Variables
Concentración g%

6,4 8 9,6
Coeficiente de 

variación 3,69 3,38 1,55

Tabla 5. Límite de detección y cuantificación del 
método de Biuret para cuantificar proteínas to-
tales en sueros antibotrópico polivalente.

Estudio b Sbl k kSbl/b

Límite 
detección 0,0462 0,0015 3 1 mg/

mL

Límite 
cuantifica-

ción
0,0462 0,0015 10 3 mg/

mL

Tabla 1. Linealidad del método de Biuret para 
cuantificar proteínas totales en sueros antibo-
trópico polivalente.

Variables Linealidad 
del método

Linealidad 
del sistema

Coeficiente de 
correlación 0,996 0,996

Coeficiente de 
determinación 0,993 0,992

Coeficiente de 
variación 5,23 3,98

Tabla 2. Exactitud del método de Biuret para 
cuantificar proteínas totales en sueros antibo-
trópico polivalente.

Concentra-
ción
(g%)

Hallado (g%) Porcentaje
recuperado

Individual Promedio Individual Promedio
6,4 6,65  103,9  
6,4 6,3 6,38 98,43 99,73
6,4 6,2  96,88  
8,0 7,6  95,00  
8,0 7,7 7,80 96,30 97,51
8,0 8,1  101,25  
9,6 9,7  101,04  
9,6 9,5 9,54 98,96 99,34
9,6 9,41  98,02  
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temperatura ambiental, analista con diferentes 
experiencias, instrumentos de características 
diferentes, variaciones de condiciones instru-
mentales y reactivas de diferente calidad 21, 22.

En la Tabla 4 se muestra el análisis de la 
precisión del método, obteniendo un coeficiente 
de variación de 2,81% el cual está dentro del 
parámetro establecido, 5%. Esto se comprueba 
una adecuada variabilidad del método analítico 
al efectuar una serie de análisis con la misma 
muestra, en las mismas condiciones operativas 
(el mismo analista, aparato y reactivos), en un 
mismo laboratorio y en un periodo corto.

El proceso que puede influir en la precisión 
del método es la concentración del analito, ya 
que la desviación estándar de las respuestas 
obtenidas aumenta al disminuir la concentración 
del analito.  La precisión del método depende 
generalmente del proceso de preparación 
de la muestra, es decir, cuanto sea mayor la 
manipulación de la muestra más probable es 
que la variabilidad aumente 23.

En la Tabla 5 se muestra el análisis del límite de 
detección y cuantificación (1 y 3mg/mL respec-
tivamente), vale recalcar que se debería seguir 
trabajando en estos parámetros hasta obtener 
resultados que le brinden una mayor certeza.

Un estudio desarrollado por la Universidad de 
la Amazonía, en cuanto al método de Biuret, 
encontró un límite de detección de 0,020 mg/
mL de proteína, (expresado como albumina 
sérica bovina, BSA). Un límite de cuantificación 
de 1,33 mg/mL de BSA en solución salina al 
0,9% (20). 

CONCLUSIONES

Del estudio piloto para estandarizar el método 
de Biuret para cuantificar proteínas totales en 
el suero  antibotrópico polivalente  producido 
en  el Centro Nacional de Productos biológicos 
(CNPB) se llego a la siguiente conclusión.

DISCUSIÓN

El método de Biuret utilizado para cuantificar 
proteínas totales en suero antibotrópico 
polivalente por espectrofotometría de UV/VIS, 
es un método propio del laboratorio que no se 
encuentra reportada en farmacopeas oficiales, 
por lo que debe estandarizarse previa a su 
validación, para proporcionar un alto grado de 
confianza, seguridad y calidad de resultados, 
lo cual se traduce en disminución de errores y 
repeticiones del análisis (3,10).

La Tabla 1, muestra el análisis de la linealidad, 
mediante la determinación del coeficiente 
de correlación de 0,996 (indicaría que existe 
correlación lineal), coeficiente de determinación 
0,992  y 0,993 (variaciones se debe a la 
influencia de la variable “X”) y coeficiente 
de variación 5,23 y 3,98 (expresando solo 
linealidad para el sistema) (13-16).

En la Tabla 2 se muestra el análisis de la 
exactitud; al evaluar este parámetro se obtiene 
un porcentaje de recuperación media mayor 
al 97 %, siendo esta adecuada ya que está 
dentro del rango establecido para métodos 
espectrofotométricos (97-103%) (17-19).

Un estudio desarrollado por la Universidad de 
la Amazonía encontró que los porcentajes de 
recuperación de proteína estuvieron entre el 
61,8 a 90,83% cuando se adiciono un 20% 
más de estándar a las muestras, y entre 73,64 
a 87,98% cuando se adicionó un 80% de 
albumina sérica bovina (BSA) (20).

En la Tabla 3 se muestra el análisis de la 
precisión del sistema, se obtuvo un coeficiente 
de variación de 4,51%, el cual está por 
encima del valor máximo permitido 2,0%. Esta 
inconformidad puede mejorarse a medida que 
el analista trabaje constantemente para obtener 
datos con una mejor homogeneidad. 

Las condiciones operativas y ambientales di-
ferentes que pueden influir son: humedad, 
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• El método en mención cumple con los pará-
metros de desempeño analítico propuestos 
respecto a linealidad del sistema y método 
(2-12g% y 6,4 - 9,6 g% respectivamente), 
exactitud y precisión del método (en el rango 
6,4 – 9,6 g%), límite detección y cuantificación (en 
el rango 1mg/mL y 3 mg/mL respectivamente).

• El presente estudio es paso previo a seguir 
para  validar el método analítico, cuantifica-
ción de proteínas totales en el suero antibo-
trópico polivalente solución inyectable que se 
analiza en el laboratorio de control de calidad 
del CNPB durante el proceso de fabricación.
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