CIENCIA 20(4), 244 - 253, 2012
Maracaibo, Venezuela

Metodologias analiticas para la determinacion de Cu
y Zn en suero sanguineo de nifios zulianos con
deficiencias nutricionales por ETA-AAS

Denny R. Ferndndez', Aracelis del C. Vdsquezl, Jesiis A. Villasmil', Ana M. Ocando",
José G. Manzanilla’, Nayda Pereira®, Alis A. de Valbuena®t
y Victor A. Granadillo'*
' Laboratorio de Instrumentacién Analitica, Departamento de Quimica, Facultad Experimental

de Ciencias, *Escuela de Bioandlisis, Facultad de Medicina, Universidad del Zulia,
Maracaibo 4011, Venezuela.

Recibido: 20-07-2012  Aceptado: 10-10-2012

Resumen

En este trabajo se presenta la determinacion de cobre (Cu) y zinc (Zn) en muestras de suero
sanguineo de ninos con diferentes grados de desnutricion (e.g., leve [L], moderada [M], grave [S] y
controles [C]) de la ciudad de Maracaibo y la Costa Oriental del Lago de Maracaibo, estado Zulia
(Venezuela) empleando la espectrometria de absorcion atomica con atomizaciéon electrotérmica
(ETA-AAS). Las muestras de suero se separaron, se colocaron en tubos Eppendorfy almacenaron a
4°C hasta el analisis espectrométrico. Las muestras se diluyeron con Triton X-100 para la determi-
nacion espectrométrica de Cu y Zn. La exactitud y la precision medias de los métodos empleados
fueron 98% y 3,4% (DER), respectivamente. Los intervalos de concentraciones metalicas en los ni-
nos estudiados fueron: L, 830 - 1740 ug Cu/Ly 90 - 510 ug Zn/L; M, 960 - 1860 ug Cu/Ly 40 -
1350 ug Zn/L; S, 500 - 1740 ug Cu/Ly 90 - 510 ug Zn/L; y C, 860 - 1880 ug Cu/Ly 80 - 1530 ug
Zn/L. Las metodologias empleadas para la determinacion de Cu y Zn por ETA-AAS fueron exactas
y precisas, las cuales representan herramientas utiles para el analisis de muestras clinicas.

Palabras clave: Cobre, espectrofotometria de absorcion atémica con atomizacion elec-

trotérmica, ninos desnutridos, zinc.

Analytical methodologies for the determination of
Cu and Zn in blood serum of zulian children with
nutritional deficiencies by ETA-AAS

Abstract

In this work it was present the determination of copper (Cu) and zinc (Zn) in blood serum of
children with different degrees of malnourished (i.e., light [L], moderate [M], severe [S] and con-
trols [C]) in the city of Maracaibo and the eastern coast of Lake Maracaibo, Zulia (Venezuela) us-
ing electrothermal atomization atomic absorption spectrometry (ETA-AAS). Serum samples
were separated, placed in Eppendorf tubes and stored at 4°C until spectrometric analysis. The
samples were diluted with Triton X-100 for the spectrometric determination of Cu and Zn. The
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mean accuracy and precision of the methods used were 98% and 3.4% (RSD), respectively. The
ranges of metal concentrations in children studied were: L, 830 - 1740 ug Cu/L and 90- 510 ug
Zn/L; M, 960 -1860 ug Cu/L and 1940 -1350 ug Zn/L; S, 500 - 1740 ug Cu/L and 90 - 510 ug
Zn/L; and C, 860 - 1880 ug Cu/L and 1980 - 1530 ug Zn/L. The methodologies used for the de-
termination of Cu and Zn by ETA-AAS were accurate and precise, which are useful tools for the

analysis of clinical samples.

Keywords: Copper, electrothermal atomization atomic absorption spectrometry, mal-

nourished children, zinc.

Introduccion

El Cu y el Zn son elementos trazas
esenciales en el organismo humano, reque-
ridos para mantener un adecuado estado de
salud. Estos forman parte de un gran nume-
ro de enzimas y proteinas, lo cual los hace
componentes indispensables en la dieta dia-
ria a través de la ingesta de los alimentos
que los contengan (1). El consumo inade-
cuado de ambos elementos ocasiona un dé-
ficit en el sistema inmunolégico producien-
do cuadros de desnutricion. El Cu actua
como cofactor de procesos enzimaticos que
involucran o6xido-reduccion, asociado a la
superoxido dismutasa, lisil oxidasa y ceru-
loplasmina. El Cu se distribuye en tejidos y
organos del cuerpo humano siendo el higa-
do, cerebro y los huesos quienes presentan
las mayores concentraciones del mismo. Los
niveles elevados de Cu sérico se relacionan
con alteraciones gastrointestinales, anore-
xia, desnutricion infantil, nauseas, vomitos
frecuentes, y trastorno del sistema nervioso
central (2); ademas, produce la conocida fie-
bre del cobre (3). Los bajos niveles de Cu dis-
minuyen la capacidad promotora de la ceru-
loplasmina para el proceso de la hematopo-
yesis (4), ocasionando un desarrollo mental
deficiente y algunos tipos de anemia en los
ninos (5). Asimismo, el Zn cumple funciones
cataliticas y reguladoras en muchos siste-
mas biolégicos (6), se absorbe desde el duo-
deno y el yeyuno como complejo proteinico
en la mucosa, esta relacionado con protei-
nas que intervienen en la formacién de la co-
lagena, es componente de la insulina, parti-
cipa en la duplicacion y desarrollo de las cé-
lulas (7, 8), es corresponsable de la madura-

cion sexual (9) y esta involucrado en la repa-
racion y transcripcion del acido desoxirribo-
nucleico (10-12). La deficiencia de Zn en el
organismo se manifiesta por un crecimiento
pobre, hipogonadismo, falta de apetito y al-
teracion en la cicatrizacion de las heridas.
También se relaciona con enfermedades de
la piel y lesiones vesiculares de la piel (13).

En general, la deficiencia de Cuy Zn en
el organismo humano esta relacionada al
bajo consumo de ambos elementos a través
de la dieta, lo cual se evidencia en alteracio-
nes de la salud (e.g., desnutricion), principal-
mente la desnutricion infantil. La desnutri-
cion es un sindrome caracterizado por un es-
tado multifactorial donde predomina el défi-
cit energético y proteico (14). Asimismo, este
sindrome esta asociado al deterioro de la ca-
lidad de vida determinado por la pobreza, la
privacion socio-econémica, la falta de educa-
cion (15), la sustitucion de la lactancia ma-
terna por la lactancia artificial; asi como, el
consumo de alimentos pobres en proteinas y
minerales importantes para el crecimiento
[e.g., calcio, cobre (Cu), hierro, magnesio y
zinc (Zn), entre otros], desarrollo normal y el
adecuado mantenimiento del sistema inmu-
nologico en el individuo (16, 17). En tal senti-
do, es importante sefialar que el Cu y el Zn
estan estrechamente relacionados con el co-
rrecto funcionamiento del sistema inmuno-
légico, participando como co-factores en las
reacciones enzimaticas que involucran al
ADN (18, 19). En consecuencia, es necesario
el desarrollo de metodologias analiticas para
la determinacion de Cuy Zn en suero sangui-
neo de ninos desnutridos empleando técni-
cas instrumentales de analisis, las cuales
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sean confiables, reproducibles y libres de in-
terferencias; por lo tanto, se emplea la técni-
ca de absorcion atémica con atomizacion
electrotérmica (ETA-AAS) con calentamien-
to longitudinal y corrector de fondo de fuen-
te continua. La ETA-AAS es la técnica mas
utilizada para determinar Cu y Zn en mues-
tras biologicas, clinicas, ambientales y ali-
menticias, entre otras, ya que permite la de-
terminacion de metales a concentraciones
trazas y ultratrazas, presenta una alta sen-
sibilidad, se utilizan pequenos volimenes
de muestra, y los problemas de contamina-
cion estan minimizados.

En este trabajo se presenta la optimiza-
cion analitica de los desarrollos metodologi-
cos para la determinacion de Cu y Zn en
suero sanguineo de ninos zulianos con defi-
ciencias nutricionales por ETA-AAS, esta-
bleciendo las asociaciones estadisticas sim-
ples entre los diferentes niveles estudiados
de desnutricion.

Parte experimental

Equipos

Para la determinacion analitica de Cuy
Zn se uso6 un espectrofotometro de absorcion
atomica (Perkin-Elmer Modelo 2380, USA),
acoplado a un horno de grafito (Perkin-Elmer
Modelo HGA-500). Se us6 un muestreador
automatico (Perkin-Elmer Modelo AS-40).
Las absorbancias integradas se imprimieron
en un impresor secuencial (Perkin-Elmer
Modelo PRS-10). En las tablas 1 y 2 se mues-
tran los parametros operacionales y los pro-
gramas de temperaturas usados para la de-
terminacion de Cu y Zn en suero sanguineo
de ninos desnutridos del Estado Zulia em-
pleando la ETA-AAS. Para la digestion del
material certificado, se empleé un horno mi-
croondas marca CEM (USA), modelo MDS-
81D, con valvulas de despresurizacion.

Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron de
grado analitico. Todas las soluciones estan-
dar se prepararon en una matriz de acido ni-

trico HNOg 0,01 M. Las soluciones concen-
tradas de cobre y zinc (ca. 1000 mg/L) se pre-
pararon a partir de cobre metalico (Fisher
Scientific, USA) y un Titrisol de Zn (Fixanal,
Riedel de Haén, Alemania). Las soluciones
patrones para la curva de calibracion se pre-
pararon diariamente por dilucion directa de
las soluciones concentradas de los analitos
en HNO; 0,01 M. Los patrones empleados en
la preparacion de la curva de trabajo para
ambos analitos fueron: 0, 5, 10, 15, 20, 25y
30 ug/L de Cuy Zn. Estos patrones se prepa-
raron a partir de soluciones intermedias de
100 ug/L de cada uno de los metales estudia-
dos. Para la dilucion de las muestras de sue-
ro sanguineo se empleo Triton X-100. Todas
las soluciones se prepararon con agua grado
[ ASTM (20), en balones aforados de polietile-
no lineal (Nalgene, USA). El acido nitrico con-
centrado (Merck, Alemania) contenia con-
centraciones de Cu y Zn no detectables por
ETA-AAS. La evaluacion de la exactitud de
los métodos se realiz6 a través del analisis de
dos patrones certificados: Metales en Agua
Potable: “Metals in Drinking Water” del
High-Purity Standards, USA, HPS No. CRM
590321, y Tejido de Ostra: “Oyster Tissue”
del National Institute of Standards and Te-
chnology, USA, NIST No. SRM-1566a.

Muestras

El estudio se realizo en un grupo pobla-
cional de 89 ninos (M= 45, F=44) con edades
comprendidas entre 6 meses y 6 anos de
edad. De ellos, 64 fueron desnutridos y 25
ninos eutroéficos o controles. La condiciéon
nutricional de los ninos se estableci6 a tra-
vés de la interrelacion de indicadores antro-
pométricos, clinicos, dietéticos y bioquimi-
cos establecidos por especialistas de las
areas de pediatria, nutricion y bioanalisis.
Los ninos seleccionados pertenecian a fami-
lias de bajos ingresos de los estratos socio-e-
conomicos IVy V, y eran provenientes de di-
ferentes hogares de cuidado diario de las Pa-
rroquias Antonio Borjas Romero, Venancio
Pulgar y Francisco Eugenio Bustamante
(Municipio Maracaibo); asi como, a la Uni-
dad de Recuperacion Nutricional del Hospi-
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tal General de Cabimas Dr. Adolfo D’Empai-
re, perteneciente a la parroquia Ambrosio,
municipio Cabimas.

Recoleccion de las muestras de suero

Las muestras de sangre se tomaron de
la vena cubital anterior con excepcion de los
desnutridos graves a los que se les extrajo
sangre de la vena femoral, previo consenti-
miento informado de sus padres y/o repre-
sentantes. El protocolo de muestreo fue
aprobado por un Comité Ad honorem confor-
mado por la junta directiva médica del hos-
pital participante en esta investigacion.

Procedimientos

Una vez extraida la muestra, ésta se
distribuy6 en tubos de polipropileno con
tapa a presion, tubos sin anticoagulante, las
muestras se centrifugaron a 15000 rpm por
10 minutos para obtener el suero. El suero
obtenido se distribuy6 en alicuotas, las cua-
les se colocaron en tubos de reaccioén
(Eppendorf) para determinar Cu y Zn, estas
muestras se conservaron a 4°C hasta el ana-
lisis espectrométrico.

Las muestras de suero se prepararon
directamente en los microviales del mues-
treador automatico del horno de grafito uti-
lizando las micropipetas Gilson (Pipetman
modelos P-20, P-200 y P-1000) y puntillas
de polipropileno de grado premiun. Antes del
analisis espectrométrico, las muestras se
diluyeron con Tritén X-100 (0,1 %v/v). Las
curvas de calibraciéon se prepararon por se-
parado para cobre y zinc en una matriz de
acido nitrico 0,01 M; ambas con un intervalo
de concentraciones de O, 5, 10, 15, 20, 25y
30 ug/L.

Analisis estadistico

Todas las evaluaciones estadisticas se
realizaron por métodos convencionales (e.g.,
correlacion lineal, correlacion de Pearson, t-
student, test de Mann Whitney, analisis de
varianza, etc.), con la ayuda de programas es-
tadisticos comerciales (e.g., Statistic, Origen

6.0 y Maple V, entre otros), y las diferencias
se consideraron significativas a p< 0,05.

Resultados y discusion

Optimizacion de los métodos analiticos
para la determinacion de Cu y Zn

Se validaron los parametros de mérito
analitico de los métodos previamente repor-
tados (3) para obtener herramientas confia-
bles de analisis debido a la importancia que
tienen estos oligoelementos en el desarrolloy
crecimiento del ser humano. Por lo tanto, la
exactitud de los métodos espectrométricos
empleados para la determinacion analitica
de los analitos considerados se verificé anali-
zando los patrones certificados: Metales Tra-
zas en Agua Potable (HPS No. 590321) y Teji-
do de Ostras (NIST SRM-15664a). Los resulta-
dos obtenidos en este estudio se presentan
en la tabla 3, observandose similitud entre
los valores experimentales y los valores teori-
cos. En tal sentido, no se encontraron dife-
rencias estadisticamente significativas entre
ellos. Este parametro también se evalu6é me-
diante estudios de recuperacion de los anali-
tos adicionados a las muestras de suero, ob-
teniéndose porcentajes de recuperacion pro-
medios de 101,1 + 2,2y 103,0 = 1,1% para
Cu y Zn, respectivamente. Estos resultados
evidenciaron la adecuada exactitud para los
meétodos empleados.

De igual manera, se realiz6 un estudio
de precision para los métodos espectromé-
tricos de cobre y zinc (tabla 4), obteniéndose
errores promedios (expresados como des-
viacion estandar relativa, DER) de 0,70 y
0,07% para los analisis en la corrida y entre
corridas, respectivamente; los cuales estu-
vieron por debajo del valor maximo de error
analitico reportado internacionalmente
como aceptable (ca.<5%), indicando asi la
excelente reproducibilidad de los métodos
analiticos empleados para la determinacion
de estos metales en las muestras de suero
sanguineo de ninos desnutridos bajo consi-
deracion.
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Tabla 3
Estudio de exactitud para la determinacion de la concentracion de cobre y zinc (media + 1DE)
utilizando material certificado empleando ETA-AAS.

Material Certificado Metal Valor Certificado Valor Error relativo (%)
Experimental
CRM 59032 * Cu 20,00 = 0,10¢ 20,01 + 0,60¢ 0,05
Zn 70,00 = 0,50¢ 72,01 £ 1,70¢ 2,85
SRM 1566a " Cu 66,30 = 4,304 67,10 = 3,60 1,20
Zn 830,30 + 57,004 831,50 + 59,004 0,14

aMetales traza en agua de consumo de la High-Purity Standards (HPS).
PTejido de Ostras del National Institute of Standards and Technology (NIST).

En pg/L.
9En pg/g.

Tabla 4
Estudio de precision en la corrida y entre corridas para la determinacién de cobre y zinc en suero
sanguineo de nifnos desnutridos por ETA-AAS.

En la corrida® Entre corridasP
Muestra X DE DER DE DER
Suero Sanguineo (ug/L) (%0) (wg/L) (%0)
Cu 1 7,10 0,10 1,42 0,10 1,00
2 7,90 0,01 0,10 0,10 0,60
3 12,50 0,01 0,10 0,01 1,00
Zn 1 16,60 0,01 0,07 0,01 0,12
2 30,01 0,01 0,04 0,02 0,10
3 30,03 0,01 0,04 0,02 0,10

aMuestras leidas por pentaplicado, " muestras preparadas por triplicado.

Los limites de deteccion (expresados
como tres veces la desviacion estandar del
blanco) y de cuantificacion (expresados
como diez veces la desviacion estandar del
blanco), y las masas caracteristicas de estos
elementos requeridas para producir una ab-
sorcion del 1% (lo cual equivale a una senal
de 0,0044 unidades de absorbancia) se indi-
can en la tabla 5. Estos valores de mérito
analitico son adecuados para llevar a cabo
las diferentes determinaciones de estos me-
tales en las muestras de suero sanguineo de
ninos desnutridos del Estado Zulia.

Una vez validadas analiticamente las
metodologias se transformaron en herra-
mientas analiticas para determinar las con-
centraciones de Cu y Zn en suero sanguineo
de ninos desnutridos de la region zuliana,
con las cuales se obtuvieron mayores niveles
de confiabilidad y reproducibilidad en las
concentraciones obtenidas de los analitos es-
tudiados mediante los métodos basados en
la ETA-AAS empleados en esta investigacion.

En la tabla 6 se presentan los intervalos
de concentraciones de cobre y zinc (media *
1DE, pug/L) en suero sanguineo de ninos con
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Tabla 5
Limite de deteccién (Lp=30), de cuantificacion (Le=100) y Masa caracteristica (Mo) para la
determinacion de cobre y zinc en suero sanguineo de nifios desnutridos por ETA-AAS.

Metal Zn

Limite de deteccion 0,3 ug/L 0,02 ug/L

Limite de cuantificacion 1,0 ug/L 0,07 ug/L

Masa caracteristica 8,5 pg 2,60 pg
Tabla 6

Intervalo de concentraciones de cobre y zinc en muestras de suero sanguineo de nifios con diferentes
grados de desnutricion determinados por ETA-AAS.

Estado Nutricional

Concentraciéon (ug/L)

7n

Leves 1184,0 + 55,5 390,6 = 35,6
(n= 25) (830 - 1740) (90 - 510)
Moderados 1397,0 + 64,4 512,1 +94.,5
(n= 25) (960 - 1860) (40 - 1350)
Graves 1030,0 = 69,02 185,5 + 50,5 P
(n= 14) (500 - 1740) (90 - 510)
Controles 1403,0 = 55,1 580,2 + 95,0
(n= 25) (860 - 1880) (80 - 1530)

aDiferente significativamente del Control (p < 0,01) y Moderados (p < 0,05)
*Diferente significativamente del Control y Moderados (p <0,001).

diferentes grados de desnutricion, los des-
nutridos graves presentaron un valor pro-
medio (ca. 185,6 = 55,5 ug Zn/L) significati-
vamente mas bajo (p<0,01) en comparacion
con los controles (ca. 580,2 * 95,0 ug Zn/L).
De igual manera para el cobre en desnutridos
graves fue menor al grupo control con un
p<0,01.

Segun investigaciones previas (18, 21),
las cuales indican que en nifios desnutridos
los niveles de estos metales son bajos; com-
probando los hallazgos de este trabajo don-
de se encontraron niveles bajos para el Zn
en los desnutridos graves (ca. 185,6 + 50,5
ug Zn/L) y en los desnutridos leves (ca.
390,6 = 35,6 ug Zn/L) con respecto al grupo
control (ca. 580,2 * 95,0 ug Zn/L). Un com-
portamiento similar se observé para el Cu,

encontrandose disminuido para los desnu-
tridos graves (ca. 1030,0 = 69,0 ug Cu/L) y
en los leves (ca. 1184,0 = 55,5 ug Cu/L).
Contrariamente a lo esperado, los desnutri-
dos moderados presentaron para ambos oli-
goelementos (Zn: 512,1 = 94,5 ug/L; Cu:
1397,0 = 64,4 ug/L) niveles muy cercanos al
grupo control (Zn: 580,2 + 95,0 ug/L; Cu:
1403,0 = 55,1 ug/L). Estos resultados son
similares a los reportados por Schlesinger y
col. (21), los cuales encontraron concentra-
ciones de Zn mas bajas en los desnutridos
leves y graves; no asi en los desnutridos mo-
derados, y segun estos autores, esto es pro-
ducto de una etapa de recuperacion, en la
cual participan mecanismos de compensa-
cion no observados en el desnutrido grave
debido a su mayor déficit nutricional. Estos
mecanismos pudiesen llevarse a cabo a tra-
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vés de tres procesos intimamente relaciona-
dos, tales como: i) catabolismo intracelular,
producido a nivel de los sitios de almacena-
miento, cuando el descenso en las concen-
traciones para ambos metales provoca una
liberacion de los mismos a nivel del espacio
extracelular con el fin de aumentar la con-
centracion de los mismos a nivel corporal, ii)
una absorcion intestinal incrementada que
trata de mantener en equilibrio los niveles
séricos de Cuy Zn cuando éstos descienden
a niveles criticos y que en los desnutridos
graves se ve comprometida por atrofia de la
mucosa del intestino, y iii) una excrecion in-
testinal disminuida (21).

En tal sentido, los resultados de esta
investigacion indican que los nifios desnu-
tridos graves presentaron niveles de cobre y
zinc muy por debajo de los niveles estableci-
dos como normales; sin embargo, la pobla-
cion control también presenta niveles bajos
para ambos metales, lo cual podria asociar-
se con la mala alimentacion de la poblacion
estudiada. En general, se observo una defi-
ciencia de estos oligoelementos en todos los
pacientes evaluados, lo cual debe ser toma-
do en consideracion para realizar campanas
de mejora nutricional en la poblacion infan-
til estudiada, sobre todo crear y suministrar
suplementos contentivos de vitaminas y oli-
goelementos que sean capaces de combatir
esta deficiencia para permitir un mejor de-
sarrollo de nuestra poblacion infantil.

Conclusiones

Los métodos analiticos propuestos
para la determinacion de cobre y zinc en
suero sanguineo de ninos desnutridos son
exactos, precisosy libres de interferencias; y
por lo tanto, constituyen herramientas ana-
liticas confiables para el establecimiento de
los niveles de estos oligoelementos en el tipo
de muestra sanguinea estudiada con fines
clinico-nutricionales.
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