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RESUMEN. Se establecié un procedimiento analitico para deter-
minar directamente Cu, Zn, Fe, Ca, Mg y K mediante Espectros-
copia Atomica con Llama en muestras de sangre total. Se compard
la digestién de la muestra cuando se emplea HNO3 (¢) y mezcla
HNO3-HCIO4 (3:1). Se estudié el efecto del EDTA y el La*t
como buffers espectrales en las curvas de calibracion y se demostrd
que no es necesario su empleo. Los recobrados del proceso de
adicion de estindar efectuado fueron satisfactorios, asi como la re-
producibilidad obtenida. La metodologia se aplicd a muestras de
sangre total sin liofilizar de dos pacientes aquejados de insuficien-
cia renal cronica.

ABSTRACT. A simple procedure for the direct determination of
Cu, Zn, Fe, Ca, Mg and K by Flame Atomic Spectrometry in
whole lyophilized blood was developed . The digestion of the sam-
ple with nitric acid (c) and with a mixture of nitric and perchloric
acids was studied as well as the effect of several spectral buffers
(EDTA, La3+)‘ The final technique employing nitric acid for the
digestion and no need for buffers was applied to whole blood sam-
ples of several patients of chronic renal insufficiency. Recovery of
a standard addition process proved to be satisfactory as well as the
reproducibility obtained.

INTRODUCCION

Los minerales y oligoelementos tienen funciones biologi-
cas importantes en el organismo humano. Al igual que los
componentes principales del cuerpo, ellos son indispensables
y deben estar en concentraciones definidas, para que los
procesos vitales se lleven a cabo en condiciones éptimas.“‘
Una carencia o un exceso de esos elementos se relaciona
siempre con un defecto o una reduccion de las funciones fun-
damentales y se observan tanto irregularidades metabdlicas
como cambios patolégicos en el organismo.s's”?

Mediante el progreso de las técnicas en las areas qui-
mico-analiticas se han ampliado los conocimientos sobre los
mecanismos quimicos de los oligoelementos y primordial-
mente durante los ultimos afos, se han completado informa-
ciones sobre su participacion en procesos biologicos del or-
ganismo humano.

Se hace evidente de todo lo anterior la necesidad de
conocer las concentraciones de estos oligoelementos y mine-
rales en determinados fluidos biolégicos. Cuba también se ha
incorporado a esta tematica y es por ello que en la actualidad
diferentes entidades cubanas realizan trabajos en colabo-
racién con vistas a dar una respuesta a diferentes interrogan-
tese ne stec ampo.

En el anélisis de muestras de sangre ha sido una pre-
ocupacion de los investigadores dedicados a este campo as-
pectos tales como la toma de muestra,®® su almace-
namiento®'® y su posible contaminacion,'’"'? al igual que el
procesamiento analitico correspondiente. Estos procedimien-
tos de analisis tienen dos partes fundamentales: el tra-
tamiento de la muestra y la posterior determinacién instru-
mental. Tanto la via seca”® como la humeda'®'® han sido
ampliamente utilizadas como técnicas de digestion; mientras
que métodos tan diversos como los electroanaliticos, los cro-
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matograficos y los de Espectroscopia Atomica se encuentran
entre los mas cominmente empleados en el analisis de
muestras de fluidos biolégioas.“3

Por estas razones, el objetivo del presente trabajo fue
desarrollar un procedimiento sencillo y directo para la determi-
nacién de Cu, Zn, Fe, Ca, Mg, K en sangre total empleando
para ello la Espectroscopia Atomica con Llama.

PARTE EXPERIMENTAL

Reactivos

Se usaron patrones primarios de 1 000 mg/L calidad
Spectrosol de Cu*,Z n?* F e** M g®* yK *. Elp atrénd e1 000
mg/Ld eC a®* fuep reparado pesando2 ,4973gd eC aCO3
(BDH) y disolviendo con 25 mL de HCI (1 mol/L). Posterior-
mente, se enrasd en un matraz aforado de 1 000 mL con
agua desionizada.

Las disoluciones empleadas como patrones secun-
darios de concentracion adecuada de todos los elementos
anteriores se obtuvieron a partir de sus respectivos pa-
trones primarios.

Como buffers espectrales se utilizaron soluciones de
LaCls (al1 0%e nL a**) calidad Spectrosol (BDH) y de EDTA
al 5 % (m/v) a partir de la sal disédica (Analar) de 99,5 % de
pureza.

Los acidos empleados durante el estudio de la digestion
de la muestra fueron: HNO3 70% vy densidad 1,41 g/mL
(Analar) y HCIO4 60 % y densidad 1,53 g/mL (Merck).

Durante todo el trabajo se utilizé agua desionizada y to-
das las soluciones se envasaron en recipientes plasticos.
Ademas, el material usado se lavé con detergente, se enjua-
go con agua y posteriormente, se dejo en contacto con HNO3
(1:1) durante la noche. Finalmente, se enjuagé con agua
desionizada abundante.* "



Equipos

Para la determinacion de los elementos se utilizé un
Espectrometro de Absorcién Atomica marca PYE-UNICAM,
modelo SP-9 (con lamparas de catodo hueco) y llama aire-
acetileno. En este mismo equipo se realizé el analisis de pota-
sio mediante Fotometria de Llama.

Los parametros flujo de acetileno, altura de quemador y
ancho de rendija se optimizaron con vistas a lograr la mayor
sensibilidad.

En la Tabla | se muestran las condiciones de trabajo em-
pleadas.

TABLAI
Condiciones de trabajo
Elemento A Flujo-aire Flujo-C2Hz Altura | lampara Rendija
(nm) (mm/eqv) (mm/eqv) del quemador (mA) (nm)
(mm)

Fe 2483 35 24 1 10 0,2
Ca 4227 35 24 1 4 0,2
Mg 285,2 35 24 1 3 0,2
Cu 3248 35 24 1 4 0,2
K 766.5 35 24 2 — 0,2
Zn 213,9 35 24 1 7 0,2

Experimentos

El trabajo experimental se realizé con un pool de sangre
procedente del Banco de Sangre del Centro de Investigacio-
nes Médico-Quirurgicas, La Habana, al cual se le afiadio
EDTA (concentracion final en la muestra igual a 0,2 %) como
anticoagulante y se liofilizo para su conservacion en bulbos
deSm L.

Estudio del proceso de digestion

El estudio del proceso de digestion se comenzo con el
ensayo de la disolucién de la muestra de sangre liofilizada en
HNOs3 (c) y en una mezcla HNO3 (¢)-HCIO4 (c) (3:1) pues son
estas algunas de las variantes de digestion _Por via humeda
gue se recomiendan para esta operacic’m.g'”' 8

Para realizar el experimento, se tomaron dos porciones
iguales de la muestra en estado solido, se trasvasé a vasos
de precipitado y en un caso, se afiadieron 10m L de HNO3 (c)
y en el otro 10mL de la mezcla.

A continuacion, se efectuo la digestion en la placa cale-
factora , se trasvaso a un matraz aforado de 25 mL y se en-
rasd con agua desionizada. El proceso de digestion
transcurre aproximadamente en 30m in para ambas variantes,
pero en el caso de la variante que emplea la mezcla acida, al
enfriar aparece una ligera turbidez en la disolucion.
Simultaneamente, se prepararon los blancos correspondien-
tes para cada digestion.

En ambos casos, de los matraces aforados de 25 mL
que contenian la disolucion de la muestra, se efectud un pro-
ceso de dilucion apropiado para cada elemento y se realizo la
medicion.

Las curvas de calibracion se obtuvieron a partir de cinco
multipatrones. En la Tabla Il se presentan los intervalos de
concentracion usados para cada elemento.

En la Tabla lll se muestran los resultados obtenidos en
dos réplicas al comparar los procesos de digestion. Como se
observa los valores son similares, por lo cual se decidié con-
tinuar trabajando con la digestion nitrica, pues es mas simple
y emplea menos reactivos.

Para comprobar la posible influencia del medio acido en
la determinacion, las sefiales obtenidas para cada elemento
también fueron procesadas a partir de patrones preparados
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en el medio acido correspondiente en lugar de agua desioni-
zada. Los resultados fueron similares a los que se presentan
en la Tabla Ill, razén por la cual se continuaron utilizando las
curvas de calibracion multielementales preparadas en agua.

TABLA Il
Concentracion de los elementos en los patrones

Elemento Intervalo de concentracion

(ug/mL)

Fe 05-4

Mg 0,05-0,25

Ca 05-25

Zn 0,056-0,25

Cu 0,1-0,8

K 2-1 0

TABLA Il
Concentracion obtenida al comparar
los dos procesos de digestion

Elemento Digestion (HNOa) Digestion
(HNOz-HCIO4)
(ug/mL)
Fe 1,82 1,79
Mg 0,11 0,10
Ca 0,89 0,85
Zn 0,12 0,12
Cu 0,38 0,37

Estudio del uso de un buffer espectral

Debido a las caracteristicas de la muestra estudiada y a
la naturaleza de algunos de los elementos que se analizaron,
se decidié hacer un estudio de la necesidad de la adicién o no
de un buffer espectral para realizar la determinacion instru-
mental.



Para ello, se disolvié una porcion apropiada de la mues-
tra solida en acido nitrico y a partir de la disolucion obtenida,
se realizaron tres experimentos, cada uno con cuatro réplicas:

* En el primero se adicion6 disolucion al 10 % de La™*
de forma gque su concentracion final en la de medicion
fuese 0,1 % . La curva de calibracion multielemental
correspondiente fue tratada de igual forma.

e En el segundo, se afiadio disolucion al 5 % de EDTA
de forma que su concentracion final en la disolucion
fuese 0,5 % . La curva de calibracion multielemental
fue tratada de igual forma.

* En el ultimo, no se adicion6 buffer alguno, y por tanto,
se empled una curva de calibracion multielemental en
agua.

Estos tres experimentos se efectuaron con un proceso
de adicion/recobrado de cada elemento para comprobar tanto
la necesidad de la incorporacion del buffer espectral, asi
como la efectividad de los dos buffers ensayados.

Pudo apreciarse, que salvo en la determinacion de Ca
en presencia de La** como buffer, existe una recuperacion
satisfactoria para todos los elementos (Tabla IV). De lo que se
desprende la no necesidad de usar un buffer espectral.

2+

TABLA IV
Resultados del proceso anadido—recobrado en el estudio
de los buffers
Elemento Buffer
La® EDTA Hz0
Recuperacion (%)

Fe 101 99 104
Ca 65 99 94
Mg 99 99 101
Zn 101 101 102
Cu 97 96 99

K 1069 81 02

El comportamiento de ese elemento puede explicarse
sobre la base del estudio realizado por Kantor'® con respecto
a las diferencias observadas en su volatilizacion en presencia
de nitrato o cloruro de lantano al emplear cada uno como buff-
erespecitral.

En este trabajo, se utilizo cloruro de lantano tanto en la
muestra como en los patrones correspondientes, sin em-
bargo, el alto contenido de acido nitrico presente en ella (y no
en los patrones) implica la presencia de lantano también en
forma de nitrato. De esta manera, se producen diferencias en
la volatilizacion del calcio en la muestra con respecto a la
curva de calibracion, lo que pudiera ser la causa del efecto
antes descrito.

Procedimiento analitico

Una vez determinada la conveniencia de: usar la diges-
tion nitrica, emplear curvas de calibracion multielemental sin
simular el medio acido y de no utilizar buffers espectrales, se
procedio a realizar un proceso de adicion/recobrado para
comprobar si durante la digestion se producian pérdidas de
los elementos o contaminacion. Para ello, se empleo la téc-
nica operatoria siguiente:

a) Pesar aproximadamente 1,000 0 g de sangre liofili-

zada y trasvasar a vaso de precipitados de 150 mL .
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b) Anadir 10mL de HNO3 (c)

¢) Calentar en placa calefactora (~150 °C) hasta disolu-
cion (~15 min).

d) Enfriar y trasvasar a matraz aforado de 25 mL .

e) Enrasar con agua desionizada.

f) Efectuarlas dilucionesapropiadaspara cada elemento.
g) Medir la sefal de absorbancia en el espectrometro de
absorcion atémica contra un blanco apropiado.

h) Procesamiento de los datos empleando una curva de
calibracion multielemental.

En el transcurso del trabajo y mediante ensayos de prue-
ba y error, se determiné que de todas las variantes emplea-
das, la siguiente result6 la combinacion "adicion-dilucion" mas
apropiada para cada elemento (Tabla V).

TABLA YV
Adiciones y diluciones efectuadas
para cada elemento

Elemento Adicion Dilucion
(ng/mL)
Fe 80 1/100
Mg 10 1/100
K 200 1/100
Ca 10 2/25
Zn 1 2/25
Cu 0.4 2,5/5

Para efectuar el experimento de afadido/recobrado se
homogeneizo el contenido de cuatro bulbos de sangre y se
hicieron cuatro pesadas independientes:

e En la primera porcion, se realizo el proceso de diges-
tion descrito anteriormente y una vez disuelta la mues-
tra se trasvas¢ a matraz aforado de 25 mL y enraso
posteriormente (porcion A ).

* A la segunda, se le realizo la adicion mltiple de estan-
dar anteriormente senalada (Tabla V), posteriormente,
se procedid a su disolucion, trasvase al matraz afo-
rado y enrasado con agua (porcion B).

® A la tercera porcion, se le hizo la misma adicion muilti-
ple, pero después de disuelta la muestra y se llevo al
matraz aforado y enraso (porcion C).

De todas las muestras con o sin adicion multiple (antes o
después de la digestion), se tomaron posteriormente las
alicuotas indicadas y se llevo a los correspondientes volime-
nes finales con agua (Tabla V).

® La cuarta porcion de la muestra, se disolvid, se llevo al
matraz aforado de 25 mL y se enraso. A continuacion
se efectuaron los procesos de dilucion indicados, pero
antes de enrasar los respectivos matraces aforados,
se realizaron las adiciones apropiadas de estandar
(porcion D).

Las adiciones de estandar que se hicieron en este caso,
estuvieron de acuerdo con las efectuadas en B y C y fueron
diluidas segun el factor de dilucion para cada elemento.

Todo este proceso, se llevoé a cabo en dos ocasiones y
en cada caso, se trabajo con cuatro réplicas para A, B, C y D.
En la Tabla VI se presentan los valores medios de concen-
tracion obtenidos en las diluciones.



TABLA VI
Concentracién obtenida al aplicar proceso
de anadido/recobrado
Elemento A B C D
(ug/mL)
Fe 0,96 1,79 1,77 1,71
Ca 0,62 1,35 1,35 1,45
Zn 0,070 0,153 0,150 0,147
Mg 0,053 0,151 0,154 0,158
K 3,6 57 5,8 5.8
Cu 0,090 0,29 0,28 0,28

Muestras: A sin adicién. B con adicion multielemental antes de la
digestion. C con adicion multielemental después de la digestion.
D con adicion multielemental en las respectivas diluciones.

Con estos datos, se realizouna comparacionestadisticade

mediag® entre las porciones B y C para determinar si existian

pérdidasdurantela digestion.

De esta forma, se comprobo la no existencia de di-
ferencias significativas para ningin elemento (o = 0,05),

lo que permitio inferir que durante ese proceso no hay pérdi-
das.

Los resultados de los procesos de recuperacion corres-
pondientes resultaron satisfactorios (Tabla V), lo que da una
medida de la exactitud del procedimiento propuesto.

TABLA VII
Recuperacién en la muestra
Elemento B C D
(%)
Fe 102 100 97
Mg 99 101 103
Zn 102 100 98
Ca 95 95 102
K 102 103 103
Cu 100 97 97

Los resultados correspondientes a las determinaciones
de la concentracion de los elementos estudiados en la mues-
tra resultaron satisfactorios desde el punto de vista de la pre-
cision (Tabla VIII).

TABLA VIl
Resultados del anélisis de la muestra de sangre (n = 8, o = 0,05)

ts

Elemento X t I Sr Experimental Literatura RB
(%) x(pg/mL)

Fe 0,24 43.10° 2.2 480 400-500 / 425-50 1:6
Ca 1,9 102 4510 2.7 39 — —
K 0,92 54 -10° 0,7 1800 - -
Mg 10.90% 6.7 -10™ 59 27 40-70 1
Zn gg.40® 18- 107 0,7 44 2,1-6,5 9
Cu 45.10 344 107 8,2 0,9 0,7-1,8/0,81,4 6:9

RE Referencias bibliograficas.

Estos valores se calcularon en por ciento (m/m) y en mi-
crogramos por mililitro, teniendo en cuenta que originalmente
cada bulbo contenia 5 mL de sangre.

Para el Cu, Zn, Fe y Mg se encontroé una coincidencia
apropiada entre las concentraciones estimadas (ug/mL) y las
que han sido reportadas para sangre total. Para los otros dos
elementos no se hallé esta informacion.

Aplicacion

Con el objetivo de aplicar el procedimiento analitico de-
sarrollado se realiz6 la determinacion de Cu, Zn, Fe, Ca, Mgy
K en pacientes con insuficiencia renal crdnica de etiologia pri-
maria (sin tratamiento dialitico).

Se tomaron muestras de dos pacientes (hombres con
edades comprendidas entre 35 y 55 afios) con dicha pa-
tologia, en los cuales el contenido de los elementos a deter-
minar podia variar en dependencia del avance de la enfer-
medad y de las caracteristicas del propio enfermo.

La toma de muestra de cada paciente, se realizo de la
forma siguiente:z'?
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Con una jeringuillaplasticade 10mL con aguja de acero
inoxidable,se extrajoentre1y2m Ld e sangre. Esta se endulzd
y despuésde desechardicha porcion,se tomo otrade 10mL .

En dos frascos previamente sometidos a un proceso
adecuado de lavado con acido nitrico (1:1) y que contenian
dos gotas de EDTA al 10% cada uno, se vaciaron 5 mL res-
pectivamente de la muestra.

El analisis de cada una se efectud con cuatro réplicas.
En este caso, no se peso la muestra sino que se utilizaron los
5 mL de sangre para efectuar la digestion.

Dado que las muestras fueron congeladas después de
su toma, fue necesario descongelarlas antes del analisis y
homogeneizarlas. Para trasvasarlas del frasco plastico al
beaker se utilizaron entre 5-10m L de agua desionizada.

Los resultados (Tabla IX) son considerados satisfacto-
rios desde el punto de vista clinico, pues el comportamiento
de los elementos corresponde con el esperado.

Asi, por ejemplo, es tipico que pacientes con esta pa-
tologia presenten hipocalcemia severa, ya que hay trastornos
en el equilibrio calcio-fésforo, que se manifiestan especial-
mente en la etapa predialitica.



TABLA IX
Resultados obtenidos en las muestras de pacientes (n = 4, « = 0,05)

Muestra (1) Muestra (2)
Elemento X Ea, Sr X P Sr
Vn Nn
(ug/mL) (%) (ng/mL) (%)
Fe 309 29 1,1 312 59 7.0
Mg 29,9 0,32 1,1 39,2 0,25 0,7
K 1381 21 1,9 1288 41 3.8
Zn 2.7 0,58 23 2,6 0,25 12
Ca 49 0,15 3.7 53 0,25 53
Cu 1,05 0,030 3.4 1,00 0,021 2,6
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Al estudiar el uso o no de un buffer espectral en la deter-
minacion instrumental se encontré que no es necesario su
empleo para el andlisis de Cu, Zn, Fe, Ca, Mg y K en la mues-
tra de sangreen las condicionesde trabajoutilizadas.

Es posible emplear el método de la curva de calibracion
multielemental en agua para la determinacion de los elemen-
tos estudiados al utilizar el procedimiento descrito para des-
componer la muestra.

La reproducibilidad obtenida fue satisfactoria para todos
los elementos, encontrandose valores de Sr< 10% .
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