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Resumen

Se presenta un método analitico rapido y sencillo para la determinacion espectrométrica
UV-Vis de Cu (II) en suero sanguineo por analisis de inyeccion en flujo (FIA). El 1-(2-piridila-
z0)-2 naftol (PAN) (2,0x 107 mg L_I] se emple6 como acomplejante y NH,Cl/NH,OH como solu-
cion amortiguadora a pH 9,5. Se utilizaron tuberias de PVC de 0,5 mm di. El volumen de mues-
traylalongitud del reactor optimizados son: 183 uLy 2 m, respectivamente, con un caudal de 1
mL/min. La absorcion del complejo PAN-Cu (II) se midi6é a 555 nm. Se obtuvo un intervalo de
trabajo, Ly, (definido 30y) y el L (definido 100y) de: 0,2-12,0 mg L', 0,06mgL'y0,2mgL™", res-
pectivamente. La precision (DER) fue de 3,87%y la exactitud se evalué comparando los resulta-
dos obtenidos por UV-Vis con la espectrometria de absorcion atémica con llama (FAAS) y no se
encontraron diferencias significativas empleando la prueba t-student. Se obtuvieron concen-
traciones promedios de Cu (II) (mg L'+ DE) en suero sanguineo humano de: 1,5+ 0,18 (FAAS)y
1,5 £ 0,20 (método propuesto). El método desarrollado para Cu es reproducible, exacto, con
buenos limites de deteccion y cuantificacion y amplio rango dinamico. Este método permite
analizar 38 muestras por hora.

Palabras clave: absorcion molecular, analisis por inyeccion en flujo, cobre, PAN y suero

sanguineo.

Development of a rapid method for flow injection
determination of copper in blood serum

Abstract

A fast and simple analytical method for UV-Vis spectrometric determination of Cu (II) in
blood serum is presented using flow injection analysis (FIA). The 1-(2-pyridylazo)-2 naphthol
(PAN) (2.0x10™* mg L™!) was used as complexing and NH,Cl/NH,OH as buffer at pH 9.5. It was
used PVC pipes of 0.5 mm id. The sample volume and length of the reactor were optimized:
183 uL and 2 m, respectively, with a flow rate of 1 mL/min. The absorption of the complex PAN-
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Cu (I) was measured at 555 nm. It was obtained the working range, L, (defined as 30y) and Lg
(defined as100y) of 0.2 to 12.0 mg L', 0.06 mg L'and 0.2 mg L, respectively. Precision (RSD)
was 3.32% and accuracy was assessed by comparing the results obtained by UV-vis and flame
atomic absorption spectrometry (FAAS), using t test no significant differences were found. The
average concentrations obtained from Cu (II) (mg L'+ SD) in blood serum were: 1.5 = 0.18
(FAAS) and 1.5 = 0.20 (proposed method). The method developed for Cu was reproducible, ac-
curate, with good detection and quantification limits and wide dynamic range. This method al-
lows the analysis of 38 samples per hour.
Keywords: blood serum, cooper, flow injection analyses, molecular absorption, PAN.

Introduccion

El cobre (Cu) es un metal esencial que
actua como co-factor en la formacion de nu-
merosas enzimas (1) tales como: superoxido
dismutasa, lisil oxidasa, citocromo c oxida-
say ceruloplasmina (2), las cuales cumplen
funciones vitales importantes en el cuerpo
humano (1). Ademas, el Cu participa en la
sintesis de la hemoglobina, en la respuesta
inmune del organismo y esta relacionado
con la funcién neurotransmisora del cere-
bro (3). Sus valores de referencia son:
0,71-1,4 mg L™! en el hombre y 0,8-1,55 mg
L™! en la mujer (3, 4). Se ha reportado que la
deficiencia y niveles elevados de este metal
en el organismo humano conlleva a la apari-
cion de numerosas enfermedades (5, 6). De
alli la importancia en la determinacion y
cuantificacion del cobre en diferentes flui-
dos biolégicos humanos (e.g., suero sangui-
neo, sangre completa y orina, entre otros).
En tal sentido, muchas técnicas han sido re-
portadas para la determinacion de cobre en
suero sanguineo, tales como: ETA-AAS (7),
ICP-AES (8), FAAS (9) y espectrométricas
(MAS-UV-vis) (10), entre otras. Las técnicas
FAAS y ICP-AES son las técnicas mas em-
pleadas para la determinacion de cobre de-
bido a su selectividad y sensibilidad; sin em-
bargo, requieren de personal entrenado
para el manejo de los equipos, y la adquisi-
cion, el mantenimiento y los insumos de los
equipos son costosos (11).

La espectrometria UV-vis es una técni-
ca alternativa que permite realizar la deter-
minacion de cobre. Muchos métodos analiti-

cos se basan sobre esta técnica, debido a la
rapidez, simplicidad y multiplicidad de apli-
caciones (12). Sin embargo, siendo una téc-
nica accesible y comun en la mayoria de los
laboratorios de analisis, resulta dificil su
utilizacion para la determinacion de Cu (1)
en suero sanguineo humano, ya que el ana-
lito con los complejante naturales de esta
matriz forma especies no absorbentes (12).
Muchas de las especies no absorbentes se
determinan mediante esta técnica al hacer-
las reaccionar con agentes formadores de
complejos para obtener productos que ab-
sorben en las regiones ultravioleta y visible
(12). Dentro de los métodos analiticos para
la determinacion espectrométrica UV-Vis de
cobre, los mas comunes se basan en la for-
macién de complejos (complejometria). Los
reactivos mas empleados para la formacion
de complejo son de origen organico; tales
como el 5-(4-sulfofenilazo)-8-aminoquinol-
ina (SPA) (13) dietilditiocarbamato (DDTC)
(14), 1,5-difenil-benzoina (cuproén) (15),
2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10-fenantrolina
(batocuproina) (16, 6), azul de metiltimol
(17), 1,10 fenantrolina (18), 1-piridilazo, 2-
naftol (PAN) (11), acido bicinconinico (19),
biquinolina (20) y 2,6-diacetilpiridina bis-
4-fenil-3-tiosemicarbazona (2,6-
DAPBPTSC) (10), entre otros. En la mayoria
de los métodos que involucran el uso de los
reactivos reportados y descritos anterior-
mente, requieren de procedimientos com-
plejos tales como; resina de intercambio i6-
nico para concentrar el metal, agente sur-
factante para solubilizar el complejo forma-
do, tratamiento de muestras como diges-
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tion, mineralizacion y desproteinizacion,
entre otros.

Existen reportes actualizados de méto-
dos desarrollados para la determinacion de
cobre (9,11,12,16-20) mediante complejo-
metria; sin embargo, no hay trabajos publi-
cados con sistemas FIA para la determina-
cion directa de cobre en muestras de suero
sanguineo humano (matriz de elevada com-
plejidad), excepto Teshima y col. (21), quie-
nes reportaron un método espectrofotomé-
trico por FIA para determinar simultanea-
mente cobre, hierro y cinc en suero sangui-
neo humano, empleando el reactivo nitro-
PAPS como agente complejante. Las desven-
tajas que presenta este método son: (i) las
muestras de suero sanguineo se desprotei-
nizaron con una mezcla de acido clorhidrico
y tricloacetico, luego se centrifugaron y ca-
lentaron a 90°C por 30 min; (ii) el sistema
FIA disennado necesit6 de: tres micro bom-
bas dual, un degasificador, un sistema para
el control de temperatura, una celda de flujo
de multicompartimiento (celda de flujo cua-
druple), lo cual lo hace muy complejo, inac-
cesible, costoso y laborioso para el uso en
los laboratorios clinicos.

Por lo tanto, resulta novedoso el desa-
rrollo de un método analitico rapido y senci-
llo para la determinacion espectrofotométri-

4

caen laregion visible de Cu (II) en suero san-
guineo humano por analisis de inyeccion en
flujo (FIA), empleando el 1-(2-piridilazo)-2
naftol como el agente formador del comple-
jo. Los resultados se compararon con aque-
llos obtenidos por el método basado en las
técnicas analiticas ya establecidas y mas
tradicionales como la FAAS.

Materiales y métodos

Equipos

Para la determinacion analitica de Cu
(I) se us6 un espectrofotéometro UV-1800
Shimadzu, espectrofotometro de absorcion
atomica marca PerkinElmer modelo 2380;
en el modo de llama (FAAS), una valvula de
inyeccion de 6 vias (marca Rheodyne), una
bomba peristaltica modelo Minipuls Evolu-
tion (Marca Gibson), una centrifuga Herml.
Z 232 MK 11, agitador Vortex-Genie, modelo
K-500-G (Fisher Scientific), una balanza
Analytical Plus (precision + 0,00010 g) y tu-
berias y conectores de PVC de 0,51 mm de
diametro interno (di). El sistema FIA em-
pleado para la determinaciéon de Cu (II) en
suero sanguineo se muestra en la figura 1.

Reactivos

Se emplearon reactivos de grado anali-
tico. Las soluciones concentradas de Cu (ca.

3

7

Figura 1. Diagrama delsistema en linea disefiado parala determinacion de Cu? en suero sanguineo hu-
mano. 1) Bomba peristéltica con tuberia de bomba de 0,51 mm d.i.; 2) Soluciéon amortiguado-
ra: NH+«OH/NH4ClI (pH 9,5); 3) Reactivo complejante: PAN 2x10~+ M; 4) Valvula de inyeccion
de seis puertos; 5) Reactor de TEFLON 0,5 mm didmetro interno; 6) Celda de flujo continuo/
Detector de absorcion molecular UV-Visible de longitud de onda variable; 7) Desecho.
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1000 mg L!) se prepararon a partir de una
solucién concentrada comercial (e.g., Titri-
sol, Merck, Alemania). Las soluciones patro-
nes de las curvas de calibracion se prepara-
ron diariamente, utilizando un intervalo de
concentraciones de 0,2-6 mg L™! parala cur-
va de trabajo o calibracion. Todas las solu-
ciones de trabajo se prepararon con agua
desionizada grado I ASTM (22), en acido ni-
trico 0,01 M. El agente formador de comple-
jo utilizado fue el PAN (Hopkin & Williams,
Inglaterra), la solucion amortiguadora de
NH,Cl/NH,OH a 0,1 M (Riedel-de Haén,
Germany) y el acido sulfturico 1 M (H,SO,,
Fluka 99%).

Muestreo y tratamiento

La poblacion bajo estudio estuvo con-
formada por mujeres y hombres mayores de
18 anos. Se tomaron 10 mL de sangre com-
pleta y se colocaron en tubos de polipropile-
no, una vez formado el coagulo se centrifu-
garon a 1500 rpm por 20 minutos, separan-
do el suero en un tubo de polipropileno lim-
pio. Las muestras se almacenaron a 4°C
hasta el momento del analisis.

Previo al analisis, las muestras de sue-
ro sanguineo se diluyeron 10 veces con agua
desionizada. Cada porcion de prueba se pre-
paro por triplicado y las lecturas de absorban-
cia de Cu-PAN se registraron por pentaplicado.

Analisis estadistico

Para el procesamiento de los datos y
posterior analisis, se realiz6 un analisis de

—N
HO

Metal

1-(2-piridilazo)-2-naftol

significancia empleando la prueba t-student
(23), la cual permitié6 comparar los resulta-
dos del método analitico propuesto (FIA/
UV-Vis) con los obtenidos utilizando un mé-
todo de referencia (FAAS).

Resultados y discusion

Formacién del complejo Cu-PAN

La reaccion que origina el complejo
Cu-PAN se puede considerar como una
reaccion acido-base de Lewis, en la cual el
1-(2-piridilazo)-2 naftol actia como base y el
Cu?* como acido (figura 2) en condiciones de
pH basico (24).

Parametros de reaccion

Optimizacion de la longitud de onda
de trabajo. Para iniciar el desarrollo meto-
doloégico del cobre se tomaron como base 2
parametros previamente reportados en la li-
teratura: concentracion del PAN por debajo
de 0,1 mmol L™}, y una solucién amortigua-
dora (NH,OH/NH,C]) con un pH de 9,0; para
favorecer la formacion del complejo metal-
PAN (11).

Inicialmente, se midieron los espectros
de absorcion de la solucion de PAN y del
complejo formado para conocer la longitud
de onda de maxima absorcion. Como se ob-
serva en la figura 3(a), el complejo Cu-PAN
presenta una intensa sefal entre 500 y 600
nm con un maximo a 541 nm y al comparar-
lo con la figura 3(b) del espectro del reactivo
PAN, la banda de absorcion del complejo se

_pH Basico !O @
NS LT+ 20

2 T N
o
ad

Complejo Cu-PAN

Figura2. Reacciéon de Formacién del Complejo Cu-PAN.2
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encuentra en una region distante (visible)
debido a que la misma se debe a las bandas
de transferencias metal-ligando en la zona
visible del espectro (25), mientras que la del
ligando es propia de los grupos que los cons-
tituyen. Este hecho garantiza que el exceso
del PAN no interfiere en la medicion analiti-
caenlaregion de 500 a 600 nm. De forma de
evaluar en detalle la senal del complejo for-
mado en el sistema continuo. Se midio6 el es-
pectro de absorcién en un espectrofotome-
tro de absorcion molecular con dispositivo
de diodos. La figura 4 muestra como la senal
a 555 y 541 nm se superponen mostrando
una igual intensidad mientras que la sefial a
433 nm (correspondiente al PAN) practica-
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Figura 3. Espectro de absorcion del complejo
Cu-PAN (a) y del reactivo complejan-
te (PAN) (b).

mente desaparece debido a la formacion del
complejo y por ende el consumo del reactivo
complejante; empleando el sistema FIA con
una solucién de PAN 2x10* M y con una so-
luciéon amortiguadora de hidréxido de amo-
nio/cloruro de amonio (NH,OH/NH,C]) a
pH = 9,0. Se compar¢ la senal obtenida a
545, 550, 555, 560 y 565 nm. En la figura 5
se puede observar que la senal mas intensa
se logré a 555 nm. Estos resultados con-
cuerdan con lo reportado por Agnihotriy col.
(24), quienes emplearon una longitud de
onda de 555 nm y NH,OH/NH,CI a pH 9,5
en un sistema manual para la determina-
cion de cobre en muestras biologicas (cabe-
llo humano, e higado), bebidas alcohoélicas y
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1,32E-01 ===PAN-Cu 541 nm
= PAN-Cu 555 nm
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Figura 4. Comparacion de los Fiagramas del
complejo Cu-PAN a longitudes de
onda de 541 y 555 nm.
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Figura 5. Longitud de onda de maxima absor-
cion.
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materiales de referencia certificado. Por su
parte, Thakur y col. (11), desarrollaron un
método manual por esta técnica pero a
520 nm, empleando el reactivo PAN solubili-
zado en un medio surfactante triton X-100y
utilizando una mezcla de cloroformo/
N,N"-difenilbenzamidina (DPBA) como sol-
vente extractante. Una vez optimizada la
longitud de onda, se procedi6 a evaluar el
efecto del pH y la concentracion del agente
formador del complejo.

Efecto del pH. Se estudio el efecto del
pH sobre la absorbancia del complejo Cu-
PAN, estas pruebas se llevaron a cabo pro-
bando varias soluciones amortiguadoras
desde pH acido como acetato de sodio/acido
acético, carbonato de sodio/bicarbonato de
sodio hasta basico como la soluciéon de clo-
ruro de amonio/hidréxido de amonio. Las
soluciones amortiguadoras de pH acido (5 y
6) generaron burbujas en el sistema, preci-
pitado en la celda y disminucion de la sefal
analitica. Por el contrario, cuando se emple6
el cloruro de amonio/hidroxido de amonio
en un rango de 9,0 a 9,5 (ca. 0,1 M), se ob-
servo una sefal intensa y estable, siendo el
pH de 9,5y 0,1 M la concentracion de la so-
lucién amortiguadora como parametros 6p-
timos.

Efecto de la concentracion del agen-
te formador del complejo. Se estudio el
efecto de la concentracion del PAN, para lo
cual se vari6 desde 2,0x107* hasta 2,0x1072
mol L!, encontrandose que la concentra-
cién de 2,0x107* mol L™! fue la que genero la
senal mas intensa, lo que favorecié el menor
consumo de reactivos y permitié tener un
método amigable con el ambiente. A diferen-
cia de lo reportado por Thakur y col. (11) y
Romero y col. (26), quienes emplearon una
concentracién de PAN de 1075 mol L.

Medio para la preparacion del agente
formador del complejo. El agente formador
del complejo (PAN) presenta una baja solu-
bilidad en soluciones acuosas (11) y se favo-
rece a medida que disminuye el pH, es decir
en medio acido. Sin embargo, es inverso al

medio favorable para la formacion del com-
plejo (pH basico; 9,00-9,50) por esta razén
se empleo el minimo volumen de acido que
permitiera la solubilizacion del reactivo y lo
mantuviera en solucién durante la dinamica
del sistema en el que se combina con la solu-
cion amortiguadora. Se estudiaron tres con-
centraciones: 0,50; 0,75y 1,00 mol L! y se
observo que la intensidad de la senal se in-
crement6 a medida que disminuyo6 la con-
centracion del acido ya que la formacion del
complejo se favorecié a mayores valores de
PH y pequenos volumenes de H,SO,; es asi
que la mayor sefial 0,0686 de absorbancia
se obtuvo a 0,50 mol L™! de acido, pero en
este punto la solucion de la reaccion se tor-
noé turbia debido a la baja solubilidad del
PAN. Por esta razon, se seleccioné 1 mol L}
como la concentraciéon 6ptima debido a que
se mantiene la solubilidad del PAN y el pH de
9,5. Esta seleccion también se realizé consi-
derando las limitaciones de la Ley de Beer,
donde expresa que las soluciones deben ser
diluidas y transparentes (12).

Efecto de iones interferentes. Debido
a que el método no es especifico para el i6n
Cu?*, se evalu6 el efecto de otros iones que
pueden estar presentes en la matriz de la
muestra. Los iones Ca®*, Fe?*, Fe3*, Mg?* y
Zn?* son los que mas frecuentemente se re-
portaron como interferentes (20), por lo que
se estudiaron a diferentes rangos de con-
centracion fisiologicas (ca. 1-20 mg L™!). Se
estableci6 la variacion maxima de la sefial
de absorbancia en * 8%, empleando una so-
lucién estandar de 2 mg L' de Cu(ll). La
cantidad de iones interferentes tolerados se
estableci6 como aquella que produce un
cambio en la absorbancia menor a 8%; los
resultados se muestran en la tabla 1. Los io-
nes Fe?*, Fe3*, Mg?* y Zn?* resultaron ser to-
lerables ya que generaron cambios en la se-
fnal menor o igual a 8%, mientras que para
los iones Ca®" su presencia fue tolerable
hasta 0,5 mg L™! ya que por encima de este
valor las variaciones de la senial son mayores
al 8%. Sin embargo, estas concentraciones
son mayores a las que pueden encontrarse
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Tabla 1
Efecto de iones externos en la determinacion de Cu?* (patrén de 2 mg L)
Iones Concentracion Anadida (mg L™} Porcentaje de variacion en la senal analitica

o 1,0 3,5
Fe

2,0 5,0

. 1,0 3,0
Fe

2,0 5,0

” 2,0 5,0
Mg

2,5 5,0

0,5 7,5

Ca™ 10,0 10,5

20,0 13,0

” 1,5 5,5
n

2,0 6,0

normalmente en el suero sanguineo, donde
el rango normal es de 0,85-1,05 mg L™! para
Ca. Estos resultados son similares a los ha-
llados por Thakur y col. (11) y Morales y col.
(12), donde los iones evaluados no interfirie-
ron en la determinacion de Cu (II) por el mé-
todo complejométrico.

Parametros de diseio del sistema FIA

Ya que el sistema FIA empleado es muy
sencillo, se tomaron como parametros a op-
timizar la longitud del reactor, €l cual deter-
mina el tiempo de mezclado para formar el
complejo y el volumen de muestra.

Longitud del reactor. Para este estu-
dio se empleo el método univariante. Para lo
cual se vario la longitud del reactor inicial
(2 m). Para ello se construyeron dos reacto-
res de 1 y 5m, empleando conectoresy tube-
rias de Teflon® de diametro interno de 0,51
mm. Se evaluo la longitud del reactor en FIA
para disminuir o controlar la zona de disper-
sion; esto ademas, permitio aumentar el
tiempo de reaccion y la intensidad de las se-
nales (27). De tal manera, que se analizaron
en linea soluciones patrones de Cu a dife-
rentes concentraciones (ca. 0,2-6,0 mg LY
variando dichas longitudes, encontrando

que al utilizar una longitud de 5 m, disminu-
yo la senal analitica y el analisis de muestra
por hora. Mientras que con los reactores de
1y 2 m la sefial analitica se mantuvo cons-
tante. En tal sentido, se selecciono el reactor
de 2 m por mostrar buena sensibilidad
(A =0,0293c + 0,0026; r: 0,9974) y un rango
dinamico lineal de 0,2 a 6 mg L.

Volumen de muestra. Se vario el volu-
men de muestra con respecto al volumen
inicial (ca. 183 ul). Para este estudio, se tra-
bajo con seis volumenes de muestra (ca. de
16,5 a 400 uL) e inyectando soluciones es-
tandares de Cu en el rango de concentracio-
nesde 0,2 a 12,0mg L}, variando dichos vo-
limenes. En la figura 6, se observa que al
aumentar el volumen de inyeccion la sefial
analitica se increment6. Sin embargo, dado
que el método se aplicara a muestras clini-
cas se decidi6 trabajar con un volumen in-
termedio de 183 uL, ya que se obtiene una
sensibilidad adecuada (m = 0,0323) y un
rango lineal desde 0,2 hasta 12,0 mg L.

Parametros analiticos

Rango lineal. Se logré una linealidad
desde 0,2 a 12,0 mg L™!; sin embargo, se de-
cidié construir una curva de calibracion
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Figura 6. Optimizacion del volumen de mues-
tra.

hasta 6,0 mg L™}, debido a que la concentra-
cion de cobre en este tipo de muestras esta
por debajo de ese rango de concentracion.

La cuantificacion de la concentracion
del metal en las muestras se realiz6 a través
de la ecuacion de la recta (A = 0,0322 [Cu] +
0,0006, r = 0,9992). La figura 7 muestra el
fiagrama y la curva de calibracién de las so-
luciones estandar para la determinacion de
Cu?* por el método propuesto.

Limite de deteccién (L) y de cuanti-
ficacién (L.). El limite de deteccion (L, defi-
nido 30y) y el limite de cuantificacion (L, de-
finido 100y) calculados fueron 0,06 mg L™! y
0,2 mg L™}, respectivamente.

Precisiéon. La precision del método
propuesto se evalué mediante la determina-
cion de cobre en la muestra de suero sangui-
neo diluido. En la tabla 2 se muestra en de-
talle el estudio de precision como repetibili-
dad y reproducibilidad, empleando para su
evaluacion los estadisticos: media (X), des-
viacién estandar (DE, mg Cu L) y desvia-
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Figura 7. a) Fiagrama. b) Curva de calibracion
para la determinaciéon de Cu? por el
método propuesto. Reactor: 2 m; Vo-
lumen de muestra: 183 pL; PAN
2x10* M; Solucion amortiguadora de
NH:OH/NH4CI (pH 9,5); Longitud de
onda; 555 nm.

cion estandar relativa o coeficiente de varia-
cion (DER o CV, %) (23). Los experimentos se
realizaron a tres alicuotas de la muestra de
suero sanguineo, preparadas por triplica-
dos e inyectadas por pentaplicado. Obte-
niéndose una precision promedio de 3,87%,

Tabla 2
Estudio de Repetibilidad y reproducibilidad para la determinacién de Cu?* en suero sanguineo
humano por FIA-UV-vis

Muestra Media Repetibilidad Reproducibilidad
(mg L) DE* (mg L) DER** (%) DE (mg L) DER (%)
1 0,57 0,028 491 0,030 5,26
2 1,16 0,010 0,93 0,051 4,39

*Desviacion Estandar.

** Desviacion Estandar Relativa.
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para el metal bajo estudio, lo cual se ubica
dentro del valor aceptado en las normas in-
ternacionales (ca. < 5,0%) e indica la exce-
lente reproducibilidad del método desarro-
llado.

Exactitud. En la tabla 3 se muestra el
estudio de exactitud, el cual se evalué me-
diante estudios de recuperacion en mues-
tras de suero, obteniendo un porcentaje
promedio de recuperacion de 99,1 = 2,3%.
Este resultado corrobora la adecuada exac-
titud para el método analitico desarrollado;
ya que este valor esta dentro del intervalo
tedrico aceptable a nivel internacional de 95
a 105% (7, 23).

Interferencias de matriz. Este estu-
dio se realizé empleando el método de la adi-
cion estandar. En la figura 8 se observan las
curvas de calibracion y de adicion estandar
obtenidas para la determinacion de cobre en
suero sanguineo humano por el método pro-
puesto. Las ecuaciones obtenidas para las
curvas de adicion estandar y de calibracion
son: A = 0,0441c + 0,0095 (r = 0,9903) y A=
0,0442c - 0,0005 (r = 0,9996), respectiva-
mente. El error relativo promedio entre las
pendientes de la curva de calibracion y la de
adicion estandar fue 0,22%. Este resultado
indica que no existieron efectos de matriz
significativamente importantes, lo que per-
mitié cuantificar la concentracion del metal
a través de las curvas de calibracion.

Bajo estas condiciones optimizadas, el
sistema FIA permitio procesar 38 muestras

0,05+ Y= 0,0441X+0,0095
r: 0,9903

0,04

0,03

0,02
Y= 0,0442X-0,0005
r: 0,9996

Absorbancia (UAA)

0,01+

0,00

T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Concentracion de Cu®* (mg L)

Figura 8. Estudio de interferencia de matriz
para determinar Cu? en suero san-
guineo humano; donde, m adicién es-
tandar y @ curva de calibracion.

por hora, lo cual es una ventaja para la de-
terminacion de este metal en fluidos biologi-
cos como el suero sanguineo, debido a que
se convierte en una herramienta de gran uti-
lidad para el analisis de rutina en centros de
salud y facilita el diagnoéstico y tratamiento
inmediato a pacientes con insuficiencia o in-
cremento del metal en cuestion.

Validacion del método propuesto

En la tabla 4 se presentan los resulta-
dos obtenidos con el método propuesto y
con la técnica tradicional FAAS. Se evalua-
ron los resultados obtenidos por las dos téc-
nicas instrumentales, a través de la prueba

Tabla 3
Estudio de recuperacion en muestras de suero sanguineo humano para la determinacion de Cu?
por FIA-UV-vis

Muestra Concentracion mg L}
Agregado Esperado Encontrado Recuperacion (%)
0 0,29 96,66
Suero. 1 1.28 98.46
sanguineo
2 2,35 102,17
X + DE = 99,1 + 2,3
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Tabla 4

Determinacion de Cu? (mg L) en suero sanguineo humano por FAAS y el método propuesto

Método Propuesto

Meétodo de Referencia

FIA/UV-Vis FAAS
A 1,60 = 0,005 1,50 = 0,008
B 1,44 = 0,004 1,74 £ 0,011
C 1,69 = 0,06 1,26 + 0,015
D 1,27 + 0,01 1,50 £ 0,016

FAAS: espectrometria de absorcién atémica con llama.
FIA/UV-VIS: analisis por inyeccién en flujo/ ultravioleta visible.

estadistica t-student (23). No se encontraron
diferencias significativas entre las concen-
traciones de cobre por los dos métodos em-
pleados para un p > 0,05 y, en consecuen-
cia, la determinacion analitica de cobre en el
tipo de muestra clinica estudiada puede lle-
varse a cabo por cualquiera de los dos méto-
dos.

Conclusion

El método propuesto basado en la for-
macion de un complejo organometalico
(complejometria) y FIA-UV-Vis demostro ser
lineal, reproducible y exacto; con adecuados
limites de deteccion y cuantificacion al com-
pararlos con el método FAAS, al mismo
tiempo es una técnica simple, rapida, de
bajo costo, que puede ser utilizada en anali-
sis de rutina en laboratorios clinicos, permi-
tiendo analizar 38 muestras/hora. Una de
las principales ventajas del método desarro-
llado es que no requiere de tratamientos de
muestras ni de procesos de extraccion para
su determinacion.
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