COLORIMETRIA: ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO DE LA
RIBOFLAVINA

INTRODUCCION

La colorimetria es una de las técnicas empleadas con mayor
asiduidad en los laboratorios de Bioquimica. Esta técnica suministra
informacién cualitativa y cuantitativa sobre sustancias en disolucion. El
colorimetro es un instrumento disefiado para dirigir un haz de luz paralela
monocromatica a través de una muestra liquida y medir la intensidad del
haz luminoso emergente.

La fraccion de luz incidente absorbida por una solucién a una
longitud de onda esta relacionada con el paso Optico y con la concentracion
de la especie absorbente. Estas dos relaciones estdn combinadas en la ley
de Lambert-Beer:

Log I,/1=¢€cl

en donde I, e I son las intensidades de la luz incidente y emergente
respectivamente, 1 el paso optico de la muestra absorbente (cm), c la
concentracion de la especie absorbente (moles/litro) y € el coeficiente de
absorcion molar (M ecm™). La expresion log I, / I se denomina absorbancia
y se designa por A (siendo adimensional). Fijando el paso Optico
(habitualmente 1 cm), resulta que la absorbancia A es directamente
proporcional a la concentracion del soluto absorbente. El coeficiente de
absorcion molar varia con la naturaleza del compuesto absorbente, el
disolvente, la longitud de onda y también con el pH.

La aplicacion obvia de la ley de Lambert-Beer es el uso del
colorimetro para determinar la concentracién de una gran variedad de
moléculas que absorben luz (p. ej. Carotenos, clorofila, hemoglobina, etc.).
La técnica se extiende a sustancias no coloreadas como azucares o
aminoacidos despu€s de alguna reaccion capaz de convertir sustancias
incoloras en derivados coloreados.

Los espectros de absorcién, graficos que relacionan absorbancia con
longitudes de onda, son frecuentemente utilizados en Bioquimica para la
caracterizacion e identificacion de biomoléculas.

En esta practica se realizard un sencillo anélisis espectrofotométrico
de la vitamina riboflavina consistente en la obtencion del espectro de
absorcion y construccion de una curva patrén para verificar la ley de




Lambert-Beer, calcular el coeficiente € y determinar la concentracion de
una muestra de riboflavina de concentracion desconocida.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL
Uso del colorimetro:

I-Encender el instrumento y esperar unos 10 minutos antes de proceder a la
realizacion de medidas. A continuacion seleccionar el modo Absorbancia.
2-Seleccionar la longitud de onda deseada . Ajustar el cero de absorbancia,
usando para ello la cubeta del colorimetro con el disolvente de la muestra
(el blanco) y presionando el boton de calibracion.

3-A continuacion se mide la absorbancia de la muestra utilizando la misma
cubeta del colorimetro pero previamente bien lavada.

4-Para leer a otras longitudes de onda realizar los ajustes descritos en 2.

A) Espectro de absorcion de riboflavina

1-Preparar 25 ml de riboflavina 50 uM en tampon fosfato 20 mM (pH 7,0).

2-Realizar medidas de absorbancia de la dilucion de riboflavina contenida
en el tubo 5 (de la curva estandar descrita posteriormente), en el intervalo
de longitudes de onda comprendido entre 340 y 500 nm a intervalos de 10
nm, utilizando el tubo 1 para calibrar el colorimetro y tabular los resultados
en la siguiente tabla.

Long. onda (nm) | Absorbancia Long. onda (nm) | Absorbancia

340 430
350 440
360 450
370 460
380 470
390 480
400 490
410 500
420

1- Realizar el espectro de absorcion representando A frente a la
correspondiente longitud de onda, A.

2-Seleccionar el maximo de absorcidon (A max), a partir del espectro.




B) Curva estandar para la riboflavina

I-A partir de la solucion madre de riboflavina (50 puM) preparar 6
diluciones, tal como se indica en la tabla siguiente.

Tubo (n°) | Riboflav. (ml) | Tampon (ml) | Concentracion | Absorbancia
1 0 3
2 0,5 2,5
3 1 2
4 1,5 1,5
5 2 1
6 2,5 0,5

1-Calcular las concentraciones molares de riboflavina e incluirlas en la

tabla anterior.

2-Medir la absorbancia de cada disolucion a 450 nm y completar la tabla
anterior incluyendo los resultados de esas medidas.
3-Construir la curva patron representando A (450 nm) frente a las
respectivas concentraciones. (En condiciones normales de laboratorio seria
necesario realizar las determinaciones de las disoluciones de riboflavina
por triplicado y representar la absorbancia promedio para cada

concentracion).

4-Calcular e a partir de la curva estandar de riboflavina.
5-Determinar la concentracion de una muestra problema suministrada por

el instructor.
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APENDICE

Deduccion de la ley de Lambert-Beer: Cuando una intensidad de luz I
atraviesa un espesor dx de disolucion coloreada de concentracion ¢ sufre
una absorcion 47 proporcional al espesor, a la intensidad incidente y a la
concentracion de la disolucion. Depende también de la naturaleza de la
sustancia en estudio, lo que se refleja en un parametro £ caracteristico.
-dI =1 R, c. dx
El signo (-) indica que se pierde intensidad luminica. Operando tenemos:
dI

—=-k, cdx
I

e integrando entre el espesor cero (intensidad Iy) y el espesor 1 (intensidad
I) se obtiene:

I di [ I
|- =-@c.f dx; b —=-Kcl (1) o bien| I =Io. ¥
Iy I 0 Iy
Iy Iy R
230log——=Rel log——=-—cl (1)
I I 2,3

Se llama transmitancia (T) al cociente I/I, multiplicado por 100 y

absorbancia (A) al logaritmo decimal del cociente Iy/I. Por tanto,
1. 100 Iy 100

T=-; A=log-—-- dedonde 4=log-—--;0bienA=2—-logT
Iy I T
De la formula (1) podemos deducir.

A=R.cl
k' es el coeficiente de absorcion especifico y puede medirse en diversas
unidades. Si la concentracion ¢ se expresa en moles/litro, y la longitud [en
cm, el coeficiente K’ se convierte en ¢ (coeficiente de absorcion molar).

A=ccl. (2)

Asi definimos € como la absorcion de 1 cm de paso Optico de una
disolucion 1 M de la sustancia en estudio, a la longitud de onda elegida. La



ecuacion (2) expresa de forma sencilla la ley de Lambert-Beer. Esta ley
suele cumplirse mejor en las disoluciones diluidas que en las concentradas.
Cuando no se conoce la masa molecular del soluto, la concentracion se
expresa en g/l 6 en %; en consecuencia, debe utilizarse el coeficiente de

absorcion especifica (ajo;) 6 (a,”").
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Algunos valores de coeficientes de
absorcién molar (¢) atiles en bioquimica

Sustancia A (nm) e(M' - ecm™)

NADH 340 6,22 1C°
NADH 260 15-10° Flavin mononucleétido

NAD* 260 18- 10°

ATP 259 154-10°

AMP 260  154-10°

AMP 280 2,5-10°

GMP 260  11,7-10°

GMP 280 7.7-10° = =

CMP 260 7-10° Ficocianina 3

CMP 280 8- 10°

UMP 260 9-100 &

UMP 280 7.10°

FAD 450 1.3 10°

FAD 260 37-10°

FMN 450 12,2-10° 200 300 100 500 500 700
FMN 260 271-10° Longitud de onda (nm)




