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TÉCNICAS 
COBAS c501

POTENCIOMETRÍA 
(ISE)

FOTOMETRÍA



ELECTRODO SELECTIVO 
DE IONES (ISE)



ISE
• La fuerza electromotriz de la membrana → diferencia entre la 

concentración del ión de test en la solución analizada y en la solución 
interna (electrodo de referencia). 

• La FEM se desarrolla según la ecuación de Nernst para un ion específico 
en solución



ISE

Na+, K+, Cl- solo una carga→ Constante

Constante→ PENDIENTE



ISE

No se puede diluir la muestra



ISE

Para electrodo de referencia:
ISE Reference Electrolyte (1 mol/L de

cloruro de potasio)

Para dilución 1:31
Diluyente ISE diluent
(tampón y trietanolamina)

Para calibración (sol a
analizar)
S1: ISE Standard Low
(Na+ 120 mmol/L, K + 3 mmol/L, Cl-

80 mmol/L )

S2: ISE Standard High (Na+

160 mmol/L, K + 7 mmol/L, Cl-
120 mmol/L )

S3: ISE Standard High
(Na+ 160 mmol/L, K + 7 mmol/L, Cl-
120 mmol/L)



ISE Internal Standard

Diluyente ISE diluent

ISE Reference Electrolyte





CALIBRACIÓN ISE



- ANTES Y DESPUÉS DE CADA MUESTRA

S1: ESTANDAR BAJO (ISE LOW)

ESTANDAR INTERNO

ESTANDAR INTERNO

- CADA 24 H SE DEBE HACER UNA CALIBRACIÓN ISE COMPLETA

CALIBRACIÓN ISE

S3: ISE HIGH (OTRA VEZ)

S2: ESTANDAR ALTO (ISE HIGH)
CALIBRACIÓN COMPLETA

CALIBRACIÓN A 1 PUNTO



ESTÁNDAR INTERNO

• Estándar interno (IS) compensa variaciones relacionadas con el sistema

• Se calcula al calibrar, y antes y después de medir una muestra (Calibración a 1 
punto)

• 1º calibración → cálculo pendiente → CÁLCULO CONCENTRACIÓN ESTANDAR 
INTERNO

ISE Internal Standard (listo para el uso) 

Tampón HEPES: 10 mmol/L 
Trietanolamina: 7 mmol/L
Cloruro de sodio: 3.06 mmol/L 
Acetato de sodio: 1.45 mmol/L
Cloruro de potasio: 0.16 mmol/L



ISE Internal Standard

Diluyente ISE diluent

ISE Reference Electrolyte



CÁLCULO DE LA PENDIENTE

Pendiente debe estar:



• ISE High y Low son estándares acuosos, por lo que se añadía un ISE high basado en 
proteínas para compensar las diferencias entre un suero humano y una matriz 
acuosa.

• Ahora → compensador  el ISE high (más estable).

• El estándar 3 de ISE afecta a la intersección, no a la pendiente.

• Mantenimiento regular → diferencias mínimas

• En determinadas condiciones estas diferencias se acentúan y hacen necesaria una 
compensación.

ISE S3

Óptimas condiciones cuando el valor de 
compensación es estable y mínimo



FOTO CALIBRACION ISE

Fuerza electromotriz del estándar interno

Fuerza electromotriz del ISE Low
Fuerza electromotriz del ISE High

Fuerza electromotriz del ISE High comp

Pendiente
Concentración del estándar interno

Concentración del ISE High comp

Calibración→ Estado→ ISE→ Resultado de la calibración



ERRORES Y ALARMAS 
DE CALIBRACIÓN ISE



Durante la calibración → comparación del valor de compensación actual con el anterior
Si la diferencia % es mayor que la especificada en Utilidades – Aplicación – Calibración → Cal.E

Cal.E



Cond.E
Mayor pendiente de lo normal



Prep.E
Menor pendiente de lo normal



Slop.E
Mucha menor pendiente de lo normal



Istd.E



Std.E



FOTOMETRÍA



FOTOMETRÍA

La fotometría es una técnica 

analítica utilizada para medir 

cuánta luz absorbe una 

sustancia química, midiendo 

la intensidad de la luz cuando 

un haz luminoso pasa a 

través de la solución 

muestra, con base en la ley 
de Beer-Lambert.

https://es.wikipedia.org/wiki/Ley_de_Beer-Lambert


Ley Lambert-Beer

La intensidad del producto 

coloreado (o turbidez) es un 

indicador de la concentración 

de los componentes de la 
muestra.



FOTOMETRÍA

Las lecturas de absorbancia se toman cada 
vez que la cubeta de reacción gira por 

delante del fotómetro en el rotor.



Mejor resolución fotométrica al medir a dos 
longitudes de onda (sistema bicromático) en 

vez de a una (monocromático)

Se eliminan interferencias



ejemplo: Glucosa  (mide NADH)
λ1:340nm   λ2: 700nm

NAD
• NADH



DISCO DE REACCIÓN

Se pipetea la muestra en las cubetas 
del disco de reacción, y 

posteriormente se añaden los 
reactivos para medir las absorbancias



INICIO

RESTABLECIMIENTO

LAVADO DE CUBETA DE REACCIÓN

MEDICIÓN DEL BLANCO DE AGUA

ASPIRACIÓN DEL AGUA

MUESTREO

ADICIÓN DE R1 Y AGITACIÓN

ADICIÓN DE R2 Y AGITACIÓN

FINALIZACIÓN DE TODAS LAS MEDICIONES

LAVADO DE CUBETA DE REACCIÓN

PARADA AUTOMÁTICA

1º AGUA DESIONIZADA
2º CELL WASH SOLUTION I
(NAOH-D)
3º CELL WASH SOLUTION II
(ACID WASH)
4º AGUA DESIONIZADA

1º AGUA DESIONIZADA
2º CELL WASH SOLUTION I
(NAOH-D)
3º CELL WASH SOLUTION II
(ACID WASH)
4º AGUA DESIONIZADA



ENSAYOS 
FOTOMÉTRICOS



ENSAYOS FOTOMÉTRICOS

- Mientras se desarrolla la reacción, enzimas, (AST, ALT, GGT…)

ENSAYOS DE PUNTO FINAL

1 punto: un solo punto de medición

2 puntos: Ensayo de punto final + blanco de muestra

ENSAYOS CINÉTICOS

Cinética A: aplica el método de mínimos cuadrados en varios 

puntos de medición

Cinética 2 puntos: programado para dos puntos de medición

- Después de finalizar reacción midiendo la intensidad del producto coloreado (como glucosa)



• El fotómetro mide absorbancias con intervalos de medición de 7 a 15 segundos (cada vez que gira el rotor).

• Mp1 y mp2 son los puntos de medición 1 y 2, que se programan (pueden coincidir con la décima medición, la 34ava…)

Li + porfirina Li-porfirina
D-glucosa + ATP              D-glucosa-6-P + ADP            

D-glucosa-6-P + NADP+             D-6-Pgluconato + NADPH + H+

HK

G6PDH

1 punto final: un solo punto de medición 2 puntos final: Ensayo de punto final + blanco de muestra



L-Lactato + NAD+ piruvato + NADH + H+   (aumento absorbancia)
LDH

• Se utiliza el incremento de la absorbancia de 

todos los puntos entre mp1 y mp2 

Cinética A: aplica el método de mínimos 

cuadrados en varios puntos de medición
Cinética 2 puntos: programado para dos puntos de medición

• Se utiliza el incremento de la absorbancia de 
mp1 y mp2, sin tener en cuenta los puntos 
intermedios



ENSAYO 1 PUNTO FINAL

Li     +  porfirina→ Li-Porfirina

(10) (11)





Mide absorbancia del 

agua por duplicado

K es el factor de calibración

Monitor → Estado →Prueba a medir (p. ej. LI) →Curva de calibración

Li     +  porfirina→ Li-Porfirina

Se calibra con 

h20 y CFAS

Absorbancia

Concentración

X10^4





PRUEBAS 1 
PUNTO EN 
URGENCIAS

LITIO

INDICES 
SÉRICOS



ENSAYO 2 PUNTOS FINAL

Mp1 es el blanco de la muestra 

que se mide antes o un poco 

después de añadir el reactivo 

final, a partir del cual comenzaría 

la reacción

Mp2 mide la absorbancia del 

producto final de la reacción, se 

define después de añadir el 

reactivo final y de finalizar la 

reacción

D-glucosa + ATP              D-glucosa-6-P + ADP             D-glucosa-6-P + NADP+           D-6-Pgluconato + NADPH + H+
HK G6PDH





Se calibra con 

h20 y CFAS

Abs1 y 2 Son las  2 

absorbancias que ha 

detectado el cobas 

duplicadas en el 

calibrador blanco o 

cero (h20)

A partir de todos 

estos datos se calcula 

la K, y se obtiene la 

curva de calibración

Media de Abs.1 y 

Abs.2

Es x 10⁴  (0,007)



Abs1 y 2 Son las  2 

absorbancias que ha 

detectado el cobas 

duplicadas con el calibrador 

CFAS

A partir de todos estos datos 

se calcula la K, y se obtiene 

la curva de calibración



ABSORBANCIAS DE UNA MUESTRA



A mp2 – A mp1 A blanco



PRUEBAS 2 PUNTOS FINAL EN 
URGENCIAS

ALBÚMINA AMONIO
BILIRRUBINA 

DIRECTA
BILIRRUBINA 

TOTAL
CALCIO

GLUCOSA LACTATO MAGNESIO
PROTEÍNAS 

TOTALES



ENSAYO CINÉTICA A

No es necesario añadir un factor de dilución como en 

el caso anterior, porque todas las medidas se realizan 

DESPUÉS de añadir el último reactivo, y se calcula 

incremento de absorbancia.

C1 C2 y C3 valores de blanco del agua de las 

cubetas

S1 es pipeteo de la muestra

R1, R2 y R3 reactivos en tiempo1 2 y 3

Mp1 y mp2 primer y último punto de medida 

de absorbancias



18
19
20

46
45
44

En azul están las mediciones de absorbancia desde la medición 
nº 18 a la 46, que van disminuyedo, porque el NADH se va 
convirtiendo en NAD

L-Alanina + 2-oxoglutarato              oxalacetato + L-glutamato

Oxalacetato  + NADH + H+               L-malato + NAD+

AST

MDH



En esta muestra se va viendo cómo 
las absorbancias bajan de 25132 en 
el punto 18 a 24499 en el punto 46

Diferencia de absorbancias 

mediante el método de 

mínimos cuadrados



Vb (variación de absorancia del blanco) da -0,0006, visualizado 

como -6 en el campo Abs S1 debido al factor 10^4)



Vb (variación de absorancia del blanco) da -0,0006, visualizado 

como -6 en el campo Abs S1 debido al factor 10^4)



PRUEBAS CINETICA A EN URGENCIAS

FOSFATASA ALCALINA 
(ALP)

ALANINA 
AMINOTRANSFERASA 

(ALT)

ASPARTATO 
AMINOTRANSFERASA 

(AST)
ALFA-AMILASA (AMYL2) CREATINKINASA (CK)

CREATININA (CREJ2)
GAMMA-

GLUTAMILTRANSFERASA 
(GGT)

LACTATO 
DESHIDROGENASA 

(LDHI2)
UREA (UREAL)



ENSAYO CINÉTICA A 2 PUNTOS







ÍNDICES SÉRICOS

• Los índices séricos son cálculos de mediciones de absorbancia que ofrecen una representación 
semicuantitativa de los niveles ictéricos, hemolíticos y lipémicos (turbidez) presentes en la muestra 
de los pacientes





VALORES DE ÍNDICES SÉRICOS QUE 
AFECTAN A CADA TÉCNICA



CALIBRACIÓN 
FOTOMÉTRICA



TIPOS DE CALIBRACIÓN

LINEAL
2 CALIBRADORES: 

FORMAN UNA LÍNEA RECTA 

MÁS DE 2 CALIBRADORES:
FORMAN UNA LÍNEA RECTA

LINEAL MULTIPUNTO

MÍNIMO 3 Y MÁXIMO 6 CALIBRADORES

NO FORMAN UNA LÍNEA RECTA
NO LINEAL

LO MÁS COMÚN 
EN PRUEBAS 

BIOQUÍMICAS 
(CFAS + H20)Std (1): agua

Std (2): CFAS

Std (4): calibrador 3

Std (5): calibrador 4

Std (6): calibrador 5

Std (1): agua

Std (2): calibrador

Std (3): calibrador 2 

Std (1): agua

Std (2): calibrador

Std (3): calibrador 2…



TIPOS DE CALIBRACIÓN

LINEAL
2 CALIBRADORES: 

FORMAN UNA LÍNEA RECTA 

MÁS DE 2 CALIBRADORES:
FORMAN UNA LÍNEA RECTA

LINEAL MULTIPUNTO

MÍNIMO 3 Y MÁXIMO 6 CALIBRADORES

NO FORMAN UNA LÍNEA RECTA
NO LINEAL

LO MÁS COMÚN 
EN PRUEBAS 

BIOQUÍMICAS 
(CFAS + H20)Std (1): agua

Std (2): CFAS

Std (4): calibrador 3

Std (5): calibrador 4

Std (6): calibrador 5

Std (1): agua

Std (2): calibrador

Std (3): calibrador 2 

Std (1): agua

Std (2): calibrador

Std (3): calibrador 2…

NO ES NECESARIO UTILIZAR TODOS EN CADA 
ACTUALIZACIÓN DE CALIBRACIÓN





El que más utilizamos en módulo 501 
Bioquímica

Solo medimos dos puntos (blanco + Span)



Se necesitan mínimo 3 calibradores 
Y máximo 6



ERRORES Y ALARMAS DE 
CALIBRACIÓN 
FOTOMÉTRICA



LÍMITE SD
• Con la curva de calibración, a partir de una concentración se calcula una absorbancia

• Se compara con absorbancia medida

• Si la diferencia es mayor que el límite SD programado en Utilidades>Aplicación>Calibración → S.D.E. 
(SD error)



LÍMITE DUPLICADO
• El calibrador se procesa por duplicado y se calcula una DE% y DE Abs con los dos valores

• Si los valores están fuera del intervalo de referencia → Dup. E (Error de duplicidad)





LÍMITE DE SENSIBILIDAD

• Diferencia de Abs y concentración

Tiene que estar en unos límites , si se sale: Sens. E (error de sensibilidad)

S1: Calibrador blanco 

Sn: Calibrador span



LÍMITE ABS. S1

• Existe un límite superior e inferior para calibrador blanco

• Si se sale de ese límite → S1A.E (error de absorbancia de calibrador blanco)





COMPROBACIÓN ESTÁNDAR

• Si durante la calibración se emite alguna de las siguientes alarmas → Std.E





• Si no se actualiza la curva de reacción → tomar medidas y volver a calibrar

• A veces, aunque se haya actualizado la curva, debería recalibrarse (según la causa que haya 
provocado la alarma)





¡¡¡FIN!!!

GRACIAS


