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Resumen

Se presenta el desarrollo metodologico para la determinacion espectrométrica en la region
visible, de Ca™ en suero sanguineo humano por FIA. El método se basé en la formacion de un
complejo de Ca*-Murexida en medio basico (pH 12) a través de un sistema semiautomatico con
un volumen de inyeccion de 16,5 uL, longitud del reactor de 1 m, el complejo se midi6 a 491 nm,
permitio procesar 44 muestras por hora, con un intervalo lineal de 2-12 mg-L". Se obtuvo un L,
y L. de 0,076 mg-L"'y 0,25 mg-L"', respectivamente y una precision (DER) de 1,81%. La exacti-
tud se evalud por comparacion de las concentraciones de calcio usando el método desarrollado
con otros basados en técnicas espectrométricas. Se observo que no existen diferencias estadis-
ticamente significativas (p<0,05); obteniendo valores de Ca (mg-L "'+ DE) en suero sanguineo de:
93,9 + 15,2 (FIA-UV-Vis), 96,5 + 8,3 (ICP-AES) y 89,5 + 13,7 (espectrofotometro Konelab). Por
ultimo se realizé un ANOVA para la comparacion de medias entre estas técnicas, y se encontro
que no existen diferencias significativas. El método desarrollado resulté reproducible, exacto y
libre de interferencias, asi como simple, rapido y de bajo costo, lo que permite utilizarlo en el
analisis de rutina en los laboratorios clinicos.

Palabras clave: calcio, analisis por inyeccion en flujo, suero sanguineo humano.

Semi-automatic method for the determination of Ca
in human blood serum

Abstract

We present the methodological development for the spectrometric determination in the
visible, range of Ca® in human blood serum by FIA. The method is based on the formation of a
complex Ca*-Murexida in basic medium (pH 12). We used a semi-automatic system with an in-
jection volume of 16.5 uL, reactor length of 1 m, the complex was measured at 491 nm, can pro-
cess 44 samples per hour, with a linear range of 2-12 mg-L"'. We obtained a L, and L_of 0.076
mg-L" and 0.25 mg-L", respectively, and a precision (RSD) of 1.81%. Accuracy is assessed by
comparing the concentrations of Ca using the method developed by others based on spectro-
metric techniques. We observed no statistically significant differences (p<0.05), obtaining val-
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ues of Ca (mg-dL" = SD) in human blood serum: 93.9 + 15.2 (FIA-UV-Vis), 96.5 + 8.3 (ICP-AES)
and 89.5 + 13.7 (Konelab Spectrophotometer). Finally, we performed an ANOVA for comparing
means between these techniques, which found that Fc <Ft, so the null hypothesis is accepted.
The developed method was reproducible, accurate and interference-free and simple, fast, low
cost, which can be used in routine analysis in clinical laboratories.

Keywords: calcium, flow injection analysis, human blood serum.

Introduccién

La evaluacion de los oligoelementos
(e.g. Ca, Mg, Fe, entre otros) en fluidos biol6-
gicos, permite conocer el estado de salud del
individuo (1-4). Asimismo, establece la im-
portancia de éstos en algunas vias metaboli-
cas y relaciona sus carencias o deficiencias
con algunas enfermedades, estableciendo
algunas relaciones entre las concentracio-
nes de ellos y ciertas patologias clinicas
(5-7). Estos metales son esenciales para el
organismo humano, ya que forman parte de
enzimas y proteinas (8).

El calcio es considerado un elemento
esencial debido a que participa en la cons-
truccion y mantenimiento de los huesos y
dientes; es esencial para la coagulacion de la
sangre, contraccion y relajacion muscular
(9). La concentracion de calcio en la sangre
esta regulada por las hormonas paratoidea
y calcitonina; y por la vitamina D. El calcio
ocupa el quinto lugar entre los elementos
mas abundantes en el cuerpo humano, re-
presenta el 0,31% de los atomos presentes
en el organismo y constituye cerca del 2,0 %
del peso del cuerpo de una persona adulta.
Los valores normales en suero sanguineo
oscilan entre 8,5-10,5 mg-dL! (9).

Debido a la importancia clinica del cal-
cio sobre el organismo humano, es de gran
interés su determinacion en diferentes flui-
dos biolégicos (e.g sangre completa, suero,
orina, entre otros). En tal sentido, existen
diferentes métodos de analisis basados en
técnicas analiticas para su cuantificacion
en suero sanguineo humano. Estas inclu-
yen: (i) espectrometria de absorcion atémica

con atomizacion electrotérmica (ETA-AAS),
(1) (ii) espectrometria de emision atémica
con plasma inductivo (ICP-AES), (2) (iii) es-
pectrometria de absorciéon atémica con lla-
ma (FAAS), (3) (iv) la espectrometria de ab-
sorcion molecular UV-Vis (4) y (v) el analisis
por inyeccion en flujo (FIA) (5).

Sin embargo, la espectroscopia UV-Vis
es una técnica accesible y comun en la ma-
yoria de los laboratorios de analisis, su uti-
lizacion resulta dificil para la determina-
ciéon de Ca?*, ya que es una especie no ab-
sorbente en esta region del espectro elec-
tromagnético (4). Existen especies no ab-
sorbentes (e.g. Fe, Ca, Mg, entre otros) que
pueden ser determinadas mediante la for-
macion de complejos que absorben en las
regiones UV-Vis, para lo cual se ha reporta-
do el empleo de agentes complejantes tales
como: el acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) (4), negro de eriocromo T (6), o-cre-
solftaleina complexona (7), arsenazo III
(10), entre otros. Por lo tanto, en este traba-
jo se presenta el desarrollo metodolégico
parala determinacion espectrométrica visi-
ble de Ca®* en suero sanguineo humano por
FIA, empleando la murexida como el agente
formador del complejo.

Materiales y métodos

Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron de
grado analitico. Como reactivo formador del
complejo se empled la Murexida (Riedel-de
Haén, Germany). Todas las soluciones de
trabajo se prepararon con agua desionizada
grado I ASTM (11), en acido nitrico 0,01 mol
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L! (HNO3, Merck 99%). Las soluciones con-
centradas de Ca (ca. 1000 mg-L!) se prepa-
raron a partir de carbonato de calcio
(CaCO3, 99%, Merck). Las soluciones estan-
dares para la curva de calibracion se prepa-
raron diariamente en el intervalo de concen-
tracion de: 2,0-12,0 mg L!. Se utilizé la so-
lucion amortiguadora de NH,Cl/NH,OH a
0,1 M (Riedel-de Haén, Germany) como so-
lucion de arrastre.

Equipos

Parala validacion del método analitico
desarrollado se emplearon los siguientes
equipos: Espectrofotéometro de emision ato-
mica con fuente de plasma acoplado induc-
tivamente (ICP-AES) con vista axial, marca
Varian modelo Liberty AX, un espectrofoto-
metro de absorciéon marca Konelab (perte-
neciente al laboratorio Clinico de la Mater-
nidad “Armando Castillo Plaza”). Para obte-
ner los espectros de absorcion molecular
UV-Vis en modo manual y de continua (on-
line) y los fiagramas se emple6 un espectro-
fotometro UV-Vis 1800 Shimadzu, cuyo in-
tervalo espectral se encuentra entre 190 y
1100 nm. Ademas, se utilizé una valvula de
inyeccion de 6 vias (marca Rehodyne), una
bomba peristaltica modelo minipuls Evolu-
tion (Gibson), centrifuga Herml. Z 232 MK
II (Labnet), agitador Vortex-Genie, modelo
K-500-G (Fisher Scientific), balanza anali-
tica marca analytical plus (precision
0,00010 g) y un potenciémetro microproce-
sador (Quimis) con su electrodo de mem-
brana de vidrio.

Muestras

El muestreo se realiz6 de manera alea-
toria a pacientes que acudieron a la mater-
nidad “Dr. Armando Castillo Plaza”. Para la
recoleccion de las muestras se consideraron
criterios como: ayuno de 12 horas, sueros
no lipémicos y no hemolizados. Aproxima-
damente, se recolecté 5 mL de sangre com-
pleta por venopuncion las cuales se coloca-
ron en tubos de polipropileno, luego se cen-
trifugaron a 1500 rpm por 20 minutos para
separar el suero, éste se coloco en tubos de
polipropileno con tapas de rosca y se alma-
cenaron a 4°C hasta el momento de medi-
cion analitica. Para el analisis, las muestras
de suero sanguineo se diluyeron 10 veces
con agua desionizada y cada porcion de
prueba se preparo por triplicado y las lectu-
ras de absorbancia se registraron por penta-
plicado.

Analisis estadisticos

La optimizacion de los parametros con-
centracion del complejante y pH de la solu-
cion amortiguadora, asi como la longitud del
reactor y volumen de muestra en el desarro-
llo metodolégico se realizé mediante un di-
senio de experimento con un arreglo factorial
2¥ empleando como estadistico de prueba el
algoritmo de Yates (12) (tabla 1). Para el pro-
cesamiento de los datos y posterior analisis,
se aplicé un analisis de varianza con dos fac-
tores (ANOVA). La exactitud del método de-
sarrollado se verific6 por comparacion con
otras técnicas espectroscopicas y un estu-

Tabla 1
Factores y niveles para el disefio de experimento para la determinacion de calcio en suero sanguineo
humano
Factor Nivel
Bajo Alto
Longitud del reactor (m) 1,0 2,0
Volumen de muestra (uL) 16,5 50,0
Concentraciéon de Murexida (M) 3,30x10°5 3,30x10*
pH 10.0 12,0
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dio de recuperacion. La precision se evaluo
en la corrida y entre corrida expresadas
como DE y % DER.

Resultados y discusion

Reaccién de formacién del complejo
2 .
Ca“*-Murexida

Los metales alcalinotérreos se carac-
terizan por ser electropositivos, son muy
reactivos y forman complejos mas estables
con ligando que contengan atomos muy
electronegativos como nitrogeno, oxigeno y
fluor (4,13). La formacion del complejo
Ca?*-Murexida involucra una reaccién aci-
do-base de Lewis, en la cual la murexida
(CgHgNgOg xH,0) actiia como base, donan-
do pares de electrones no enlazantes del
oxigeno al Ca?t (figura 1) (14) que a su vez
generan las transiciones n -z~ responsa-
bles de la absorcion en region visible del es-
pectro. Para que se lleve a cabo la forma-
cion del complejo [Murexida-Cal?* la reac-
cion requiere de un medio altamente alcali-
no, el maximo de absorcion del complejo se
observo a 491 nm (15).

Optimizacion de las variables del siste-
ma: volumen de muestray longitud del reac-
tor; concentracion de reactivo y pH de la so-
lucion amortiguadora.

La optimizacion de todas estas varia-
bles se llevo a cabo a través de un diseno de
experimento empleando un arreglo factorial

Murexida (sal aménica del
acido purpurico)

2K, y utilizando el algoritmo de Yates como
estadistico de prueba. En la tabla 2, se
muestran las variables optimizadas con el
disenio de experimento (11).

Concentracion de reactivo (murexida)

La concentracion o6ptima del reactivo
complejante es similar al reportado por Ha-
j-Hussein Amin y Christian Gary (6), ya que
al emplear concentraciones muy diluidas de
éste, la linea base no se estabilizo y los es-
tandares de la curva de calibracion presen-
taron menor absorbancia. De forma similar
ocurri6 cuando se emplearon soluciones
concentradas, el sistema se satur6 y los fia-
gramas no se observaron bien definidos; por
estarazon se decidio trabajar con la concen-
tracién de 3,30 x10™* M. En relacién a la so-
lucién amortiguadora (NH,OH/NH,C]) y el
valor de pH 12 es similar con lo reportado en
la literatura (4, 7).

Diseiio del sistema FIA

En la figura 2, se muestra el diseno
del sistema FIA empleado para el desarro-
1lo metodolégico de Ca®* en suero sangui-
neo humano. Mediante la valvula de inyec-
cion se inyect6é un volumen de muestra de
16,5 uL, el cual se mezcl6 con el portador
(NH,OH/NH,C]) y posteriormente con la
solucion de murexida, seguidamente pasa
al reactor para la formacion del complejo
coloreado que es medido en el espectrofo-
tometro.

+2

H O (@] H
\N N/
N N
/ \
¥
L Ca

Complejo Ca-Murexida

Figura 1. Reaccion de formacion del complejo Ca*-Murexida'.
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Tabla 2
Optimizacion de las variables del sistema y de reactivos a través de un disefio factorial 2%

Variable

Valor optimizado

Volumen de muestra
Logintud del reactor

Concentracion del reactivo (murexida)

pH de la solucién amortiguadora (NH,OH/NH,CI])

16,5 L
1,0 m
3,30 x10* M
12,0

A

7

Figura 2. Diagrama del sistema en linea disefiado para la determinacion de Ca? en suero sanguineo

humano. 1) Solucién amortiguadora. 2) Reactivo complejante. 3) Bomba peristaltica 30 rpm.
4) Valvula de inyeccion de seis puertos/ 2 vias. 5) Reactor de TEFLON 0,5 mm didmetro
interno. 6) Celda de flujo continuo/ Detector UV-Visible de longitud de onda variable. 7)

Desecho. 8) Fiagrama

Evaluaciéon de los parametros analiticos

La linealidad de la curva de calibracion
para Ca?* estuvo en un intervalo de 2,0-12,0
mg-L'!, el cual es un rango de trabajo bas-
tante amplio. Estos resultados contrastan
con lo reportado por Yamane Takeshi y Goto
Eiichi (16), quienes reportaron un rango li-
neal de 5,0-30 ug mL! empleando o-Cresol-
taleina para la determinacion de calcio en
aguas naturales y Haj-Hussein Amin y
Christian Gary (6), de 0,8-4,0 mg-mL"! em-
pleando NET en muestras de suero sangui-
neo humano.

La cuantificacion de la concentraciéon
del metal en las muestras de estudio se rea-

liz6 a través de la ecuacion de la recta (Y=
0,02165 = 8,88x107° X + (0,0114 =
4,28x10™%); r= 0,9999 + 0,32. La figura 3,
muestra el fiagrama obtenido para la elabo-
racion de la curva de calibracion.

El limite de deteccién (Lp)
y de cuantificacion (L)

El limite de deteccion (Lp) y de cuantifi-
cacion (Lg) obtenidos fueron 0,076 mg-L! y
0,25 mg-L'}, respectivamente. Yuan Youxian
(5), reporté valores de 0,1 mg-mL"! emplean-
do el reactivo CPA III en un sistema FIA para
el analisis de muestras de agua naturales,
mientras que Yamane Takeshi y Goto Eiichi
(16) reportaron 0,2 mg-L! empleando otras
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Figura 3. Fiagramay curva de calibracion para
la determinacion de Ca? en suero san-
guineo humano. Reactor: 1 m; Volu-
men de muestra: 16,5 pL; Murexida:
3,30 x10+ M; Solucion amortiguadora
de NH4«OH/NH4Cl (pH 12); Longitud
de onda; 491 nm.

condiciones de trabajo. El limite de detec-
cion obtenido en este estudio resulté ser
mas bajo de los reportados, lo cual sugiere
su utilizacion en la determinacion de calcio
en muestras con bajos niveles del metal.

Precision

La precision del método desarrollado se
evalu6 mediante la determinacion de calcio
en suero sanguineo diluido, empleando
para su evaluacion los estadisticos: media
(X), desviacion estandar (DE) y desviacion
estandar relativa (DER). Los resultados ob-
tenidos senalan que la DER promedio es de

1,81% tanto en la corrida como entre corrida
para el metal bajo estudio, lo cual esta den-
tro del valor aceptado en las normas inter-
nacionales (ca. = 5,0%) e indica la buena re-
producibilidad del método desarrollado.

Exactitud

La exactitud se evalu6 mediante estu-
dios de recuperacion en muestras de suero
sanguineo humano, obteniendo un porcen-
taje promedio de recuperacion de 99,89 =+
4,90%. Este resultado corrobora la adecua-
da exactitud para el método analitico desa-
rrollado; ya que se encuentra dentro del in-
tervalo tedrico aceptable a nivel internacio-
nal de 95 a 105% (17).

Interferencias de matriz

Este estudio se realiz6 empleando el
meétodo de la adicion estandar. Las ecuacio-
nes obtenidas para las curvas de adicion es-
tandar y de calibraciéon son: Y = (0,019 =+
0,0037) X +0,124 = 0,0067, r = 0,9819 =+
0,008 y Y = 0,0188 + 2,39X10*X+0,016 =
0,0013, r=0,998 = 0,001; respectivamente.
Se obtuvo un 5,2% de error medio relativo
entre la pendiente de la curva de calibracion
y la de adicion estandar, este resultado indi-
ca que no existieron efectos de matriz signi-
ficativamente importantes, lo que permite
cuantificar la concentracion del metal a tra-
vés de las curvas de calibracion.

Efecto de iones interferentes

Debido a que el método no es especifico
para el i6n Ca*?, se evalué el efecto de iones
que pueden ser comunes en la matriz de la
muestra y que a su vez podrian generar cam-
bios en la senal analitica esperada. Los iones
Cu?', Fe?*, Fe3*, Mg?*, y Zn?* son los que mas
frecuentemente se reportan como interferen-
tes (18), por lo que se estudiaron en diferentes
rangos de concentracion. Se estableciéo como
criterio para establecer la existencia o no de
interferencia del i6n externo una variacion de
la senal de ocho por ciento (= 8%) de la senal
correspondiente para una solucion de
4 mg-L'! de calcio. El efecto de los iones inter-
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ferentes se muestra en la tabla 3, donde se
puede observar que los iones Ca?', Fe®',
Fe3*, Mg?*, no interfieren. Mientras, que para
el Cu®* tienen un bajo nivel de tolerancia has-
ta concentraciones de 1 mg-L'!. Sin embargo,
a esta concentracién y en un medio fuerte-
mente basico (pH 12) el metal puede estar en
forma de hidréxido de cobre (CuOH) (15).

Estudio de la robustez

Se evaluo la robustez del método desa-
rrollado a través de la influencia del cambio
del equipo. Para ello, se realiz6 la determina-
cion del metal bajo estudio con el método
analitico desarrollado en el espectrofotome-
tro UV-Vis 1800 Shimadzu (instrumento 1)
y luego se monto el mismo experimento en
otro espectrofotéometro UV-Vis modelo
Lambda 11 marca PerkinElmer (instrumen-
to 2). Para verificar o no la existencia de dife-
rencias significativas entre los resultados
obtenidos por los dos instrumentos, se les
aplico la prueba estadistica denominada
contraste t para datos emparejados (19), los
resultados demostraron que no existen dife-
rencias estadisticamente significativas en la

determinacion de calcio en muestras de
suero sanguineo al variar el instrumento.
Por lo tanto, se considera que el método ana-
litico propuesto es robusto, ya que perma-
nece invariable ante el cambio del equipo,
debido a que no existen alteraciones signifi-
cativas en los resultados obtenidos como se
muestra en la tabla 4.

Trazabilidad del método propuesto

En la tabla 5, se comparan los resulta-
dos obtenidos mediante el método propues-
to con las técnicas espectrométricas (espec-
trofotometro KONELAB) y por la técnica de
emision atéomica con fuente de plasma por
induccién (ICP-AES). A través, de un ANOVA
de dos factores se evaluaron las variaciones
en los valores de calcio obtenidos por cada
una de las técnicas senaladas y se encontro
que no existen diferencias significativas.

Velocidad de analisis

Bajo las condiciones optimizadas, el
sistema FIA permitio procesar 44 muestras
por hora, lo cual es una ventaja para la de-
terminacion de este metal en muestras de

Tabla 3
Efecto de iones externos en la determinacién de Ca? (patrén de 4 mg-L-1)

Iones Cantidad Anadida % de variacion en la Valores Referenciales
(mg L) senal analitica (mg-L1)
Fet* 1,00 1,66 6,0x1073 - 1,7x102
2,00 1,66
3,00 5,66
Fet+* 1,00 6,30 6,0x1073% - 1,7x10" 2
2,00 3,80
3,00 3,16
Mg ** 1,00 2,83 0-30
Cutt 1,00 8,60 M: 0,85 - 1,55
H: 0,70-1,40
zn*t 2,00 1,60
3,00 2,60 0,70 - 1,50
4,00 6,80
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Tabla 4
Evaluacion de la robustez mediante la medicion de la influencia del cambio del equipo

Concentracion de Ca?* (mg-L'})

Suero Instrumentol1? Instrumento 2P
A 91,0+ 1,0 74,9 £ 0,8
B 105,8 + 0,30 91,7+ 0,1
C 112,5 + 0,10 76,8 = 0,20

a:Espectrofotometro UV-Vis modelo1800, marca Shimadzu.

b:Espectrofotometro UV-Vis modelo Lambda 11, marca PerkinElmer.

Tabla 5
Determinacién de calcio (mg-L") en suero sanguineo humano por ICP-AES, técnicas espectrométricas
y el método propuesto (FIA-UV-Vis)

Concentracion de Ca?* (mg-L))

Suero Sanguineo Humano ICP-AES Método propuesto Espectromeétricas
A 99,6 £ 0,1 87,8 + 0,01 91,2 +2,0
B 111,11 £ 1,0 109,2 + 0,2 98,0+ 1,0
C 100,2 = 0,2 91,9+0,1 87,1 0,1
D 100,2 + 0,2 95,4 +0,1 85,7 = 0,6
E 85,3 + 0,3 98,7 £ 0,1 83,0+ 1,0
F 96,2 + 0,2 112,1 = 0,1 115,0 = 1,0
G 85,8 + 0,2 62,1 £ 0,1 67,0+ 1,0

fluidos biolégicos como el suero sanguineo
humano y al compararlo con métodos simi-
lares, el método propuesto presenta mayor
velocidad de analisis, por ejemplo Takeshi
Yamane y Eiichi Goto (16) reportaron el ana-
lisis de 15 muestras por hora, mientras que
el propuesto procesa mas del doble de
muestras en el mismo tiempo de analisis.

Conclusiones

Se logré desarrollar un método FIA
para la medicién de Ca?* en muestras de
suero sanguineo humano, el cual resulto ser
robusto. El mismo representa una alternati-
va para el analisis de muestras sanguineas
en laboratorios clinicos, ya que es rapido,
simple y de bajo costo, en comparacién con

los basados en técnicas atémicas de baja
y/o de alta energia.
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