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I. INTRODUCCION

El cobre y el zinc son dos elementos gue se encuentran en el
organismo humano y que al clasificarlos guedan dentro de un gru-
po de elementos traza, conocidos como oligoelementos. Los 0ligo-
elementos son metales gue se encuentran en organismos vivos en
concentraciones de/&/g 6 Mg/l y toman parte en procesos biolbgi-~
cos, tales como: la actividad enzimdtica, estabilizacién de la es
tructura de las protefnas, sintesis de DNA, reacciones de éxido~-
reduccién, etc.

En su mayorfa estos oligoelementos intervienen en el siste-
ma nervioso cumpliendo una funcién determinads y por consiguien-
te si se suministran en exceso 6 deficiencia provocan alteracio-
nes. Al respecto existe la teorfa de que el cobre, a través de
la ceruloplasmina y debido a su actividad oxidante, da lugar a
trastornos mentales, como en el caso de la enfermedad de Wilson.

Tembidn se tienen datos de esquizofrénicos, manfaco-depre-
sivos, epilépticos y algunos intoxicados con alcohol, gque presen-
tan altos niveles de cobre.

Del cobre hay muchos datos en la literatura (1,2), se esti-

ma que el contenido total de cobre en el cuerpo humano es de aprox

80 mg. y la fraccién que circula en la sangre es la que ha recibi-



do, hasta ahora, la mayor atencién. La ceruloplasmina es una pro-
tefna azdl que tiene las siguientes propiedades: el contenido de

cobre es de 0.32% aprox., tiene peso molecular de 151000; contie-
ne 8 £tomos de cobre por molécula y un punto isoeléctrico de 4.4,
el pico de absorcién se manifiesta a 605 nm.

La concentracién normal de este compuesto en el suero en a-
dultos es de 23-44 mg/100 mls., determinado mediante andlisgis in-
munoquimico.

La ceruloplasmina puede ser reducide por hidrosulfito, vita-
mina C, hidroxilemina, cianuro y 4c. tioglicblico.

Ccomo sustrato se ha demostrado ser una oxidasa en la presen-
cia de p-fenilendiamina., Funciona como una enzima gue oxida Fe2+
a Fe3+ , ayudando al transporte de éste a través de la pared in-
testinal.

Se considera que hasta el 15% de cobre en el plasma normal
reacciona con dietil-ditiocarbamato y por ésto se le ha llamado
fraccién de reaccién directa.

Existe otra fraccién muy superior a la anterior, la cudl es-
4 enlszade a la ceruloplasmina, &sta fraccién reacciona con die-
4il-ditiocarbamato solo bajo tratamiento con dcido. Se considera
que constituye en promedio el 93% de cobre existente en el orga-
nismo.

Se ha afirmado que el cobre gnlazado directamente a la albi-

mina del suero, estd relacionado con el transporte del cobre del

tracto gastrointestinal a los tejidos y de un tejido a otro. -
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Esta accién puede ser demostrada siguiendo la administracién
oral de cobre radioactivo y su comportamiento puede representarse

gréficamente de la siguiente manera: (3)

——— Cu (ReaccioN Dreecta)

——— CERULO PLASMINA

1200

4000 Cu64 oral a sujeto normal.

fo0

CPH/I‘IG/ ml,

600

400

200

HORAS

Como se observa, el cobre radiocactivo aparece primero en la
fraccién de reaccién directe, alcanza un mdximo valor entre 1-3
hrs. ¥ después empieze a descender, es en este momento cuando ecu-
rre un sumento en radioactividad de la protefna del suero: la ce-

ruloplasmina.



-4 -

Se ha postulado (4) que hay una tercera fraccién de cobre
en el suero humano que se encuentra enlazada a aminodcidos. La
fracecién de cobre enlazada a aminodcidos estd en equilibrio con
el éobre enlazado a la albimina y ambas fracciones posiblemente
estén en equilibrio con el cobre idnico.

Aparte de la ceruloplasmina se ha descrito (5) el aislamien

0 de una proteina de cobre en seres vivos. Dicha proteina, lla-
mada eritrocuprefna, contiene entre 0.32 y 0.36% de cobre, tiene
un peso molecular de 17900.

Se ha visto que es estable hasta 56°C. La estabilided fren-
te al pH se manifiesta principalmente en medios neutros.

Las preparsciones crudas de eritrocupreina tienen mdximos de
absorcién a 278 y 405 nm.

E1 punto isoeléctrico (6),_se encuentra aprox. a pH de 5.2,
se ha establecido que la ceruloplasmina difiere de la eritrocu-
prefna humana en el nimero de &tomos de cobre por mol, en sus pro
piedades inmunolégicagiy en el espectro de_absorcidn.

Puede afiadirse también que las dos protefnas difieren en ta-
mafio y composicién, ambas son glicoprotefnas.

El cobre juega un papel importante en la formacién de pigmen

tos (7) en invertebrados y en el caso de insectos , en el endure-
cimiento del cascarén de los huevos.

Es un hecho conocido que aunque el cobre es un elemento esen-
cial en los tejidos, su presencia en exceso es téxica; asf tenemos

que la ingestién de una gran cantidad de sulfato de cobre causa v§
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mito, dolor gdstrico, anemia, convulsiones, shock, coma ¥y muerte.
Se ha encontrado que la accién téxica del metal puede ser a-

tribufda a una combinacién con 1los grupos $iol (=SH) de ciertas en
zimas en concentraciones de 10~% & 107> M, ademds inhibe la activi

dad glicolftice de 1los extractos musculares.
La enfermedad de Wilson se caracteriza por bajos niveles de
ceruloplasmina causados posiblemente por la sfntesis de una molé-

cule defectiva.

En relacién al zinc, podemos decir gque es un elemento esen-
cial para el funcionamiento de algunas enzimas, juega un papel no
conocido en el metabolismo de la insuline y las porfirinas. Sin
embargo, se ha demostrado que forma complejos con éstas dltimas.

Por la coproporfirina es excretado en envenenamiento por plo-
mo y en la orina de pacientes con fiebre reumdtica aguda.

Las principales metaloenzimas de zinc, son: la carboxipepti-
dasa A, alcohol dehidrogenasa, dehidrogenasa ldctica y la glutdmi
ca.

En el suero mormel el zinc existe en dos fracciones, una fir-
memente enlazade (34%) y otra débilmente unida (66%), la primera
es una metaloproteina, la segunda es un complejo metal-protéina.

Estudios radioisotépicos de 7Zn-65 han mostrado que éste es en
lazado a la albvmina, transferrina y macroglobulina -2 en el sue-

ro normal



Su papel nutricional (8), salvo ser necesario para la accién
de al menos 20 enzimas, no ha sido totalmente demostrado. De un
amplio estudio, se ha llegado a la conclusidén que la concentracién

de zinc es constante, con variaciones no atribufbles al sexo 6 ci

clo circadiano. Hasta la fecha no se han observado anomalfas con
una concentracién mayor que la normal.

Se ha mencionado (9) que las deficiencias de zinc en el orga
nismo son cusadas por dietas bajas en zinc, agquf juegan un papel
muy importante las grasas, pues al ser refinadas, se elimina gran
parte del zinc. Esta deficiencia se puede compensar ingiriendo a-
limentos ricos en zinc, como son: ;entejas{ huevo, guisantes, a-
vena, etc. 6 bién mediante terapia de sulfato de zinc.

Un dato importante obtenido a través de varios estudios es que
las protefnas, sobre todo las de la carne, ayudan a fijar el zinc
del organismo. '

El zinc tiene tan vital importancia en las funciones del cuer
po, qﬁe la terapia deberfa ser tanto § mds comin que la terapia

con hierro.

Naturalmente no solo el cobre y el zinc intervienen en las
funciones orgdnicas, se menciond que éstos dos pertenecen &l gru-

po de los oligoelementos, que hasta la fecha son 15, a saber: hie
rro, yodo, cobre, zinc, manganeso, cobalto, nfquel, molibdeno, bo

ro, selenio, cromo, estafio, fluor, silicio y vanadio.

Existen 11 elementos en mayor cantidad que también son in-



dispensaﬁles para la vida, éstos son: carbono, hidrégeno, ox{ge-
no, nitrégeno, azufre, calcio, fésforo, potasio, sodio, cloro y
magnesio.

Algunas afecciones‘nerviosas provocadas por metales que se
encuentran en exceso en el organismo son: el Parkinsonismo, debi
do & 1la intoxicacién con mangeneso, la encefalopatfa téxica, ge-
nerada por plomo y estafio y algunas més.

Es por &sta razén que se desean establecer los patrones nor-
males y conocer 1los niveles de estos elementos en personas con
problemas del sistema nervioso; de esta manera se podrfan corre-
lacionar los niveles de los elementos con las diferentes enfermg
dades.

Cuando estos conocimientos se filtren &a través de la pared
usual del escepticismo, indiferencia e ignorancie del médico prédc
tico, surgird la necesidad general de la evaluacién del status de

estos elementos en los pacientes y se usard la terapia adecuada.



IT. OBJETIVO

El objetivo de ésta tesis es establecer las diferencias y
correlaciones existentes entre los niveles de cobre y zinc de
personas normales y personas hospitalizadas en el Iﬁstituto Na-
cional de Neurologfa y Neurocirugfa (INNN).

Se sabe gque los contenidos de éstos metales en el organis-
mo varfan dependiéndo de varios factores como son: la alimenta-
cién y el estado psicobiolégico de la persona.

Los flufdos biolégicos -analizados son principalmente plasma y
eritrocitos.

El objeto de determinar estos elementos en los flufdos an-
teriores se debe al hecho de gque el torrente sangufneo transpor
ta gran cantidad de'electrélitos que son conducidos por 61 a todas
las partes del cuerpo y, sobre todo, porgue el suero transporta
muchas enzimas que contienen éstos elementos trazas, indispensa-
bles en la actividad enzimdtica.

Es por ésto que se ha hecho necesaria la investigacién y de-
sarrollo de equipo adecuado con las técnicas analfticas més pre-
cisas para la determinacién de dichos elementos en el cuerpo.

Una de las técnicas cuya aportacibén es muy valiosa para el
cuanteo de estos metales es la Espectroscopia de Absorcién At6-
mica

La determinacién de cobre y zinc serd llevada a cabo median-

te tres métodos para poder establecer una comparacién entre ellos
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y, con base en ésto, poder elegir el més adecuado al realizar

determinaciones posteriores.
Estos métodos son:

a).- Dilucién. (hem6lisis en el caso de eritrocitos)
b).- Precipitacién de proteina.

¢).- Destruccién de materia orgénica.

Los pacientes sobre los gue se realizard el estudio en su
mayor{a son personas maniaco-depresivas gue presentan alteracio-

nes nerviosas y trastornos metabélicos.
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ITI. GENERALIDADES SOBRE ABSORCION ATOMICA

El uso de la Absorcién Atémica (10,12) para propésitos ana-

1fticos fué propuesto por primera vez por Walsh. La primera obser

vacién de la Absorcién Atdémica fué probablemente la de Wollaston,
quién fué el primero que observ$ las ahora famosas lineas de ab-
sorcién en el espectro del sol: " las lineas de Fraunhofer " ; las
cudles fueron explicadas por primera vez por Brewster, enfl83é,
éste investigador pasé luz blanca a través de anhidrido nitroso

y observé la disminucibén de la intensidad de la misma y sugirié

que las lfneas de Fraunhofer podfan ser debidas al paso de luz blan

ca a través de un vapor absorbente.

En 1860, Kirchhoff investigé sistemdticamente la inversién
de las 1fineas espectrales debidas al litio, sodio, potasio, cal-
cio, estroncio y bario en la flama no luminosa del horno inven-
tado por su colaborador Bunsen.

1a inversién de lfneas espectrales ha sido aplicada frecuen-
temente para determinar la temperatura de flamas 6 cuerpos simi-
lares de vapor luminoso, como en 1Os vapores gue rodean a las es-
trellas.

Las bases del método se explican cuando la luz de una fuen-
te pasa a través de un vapor caliente y aparecen 1fneas de emi-
sién 6 absorcién dependiendo de gque la temperatura de la fuente

exceda 6 no a la del vapor. Cuando las dos son iguales, la linea
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no es observable (se considera gue el equilibrio térmico ha sido
alcanzado en la flama).

Walsh vislumbré que el fendmeno responsable para las 1ineas
de Fraunhofer podrfa ser utilizado para andlisis de elementos tra
zas.

Asf pues, nos enfocaremos a comprender el funcionamiento y

caracteristicas de la Espectroscopfa de Absorcién Atémica.

Principio. Ia aplicacién analftica (10,11) de ésta téenica
estd basada en el hecho de que los dtomos metdlicos absorben fuer
temente a longitudes de onda caracteristicas y discretas, que
coinciden con el espectro de emisién del metal en particular.

Una representacién simple del proceso se muestra & continua-

cibn:
orBITA DEL ELECTRON ‘\,\\“
() (EneRqiA=E) ¢

ABSORCION

+ k( EMISION
& Que PAso A UN

NUCLEO NIWEL D& MAYoR ENER-
DEL GIA.

METAL

Como se observe en el esquema anterior el proceso para la e-
misién de un espectro, como en fotometrfa de flama y espectrogra-

£{a de emisién, es el inverso del proceso de absorcién.
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Debido a que en la flama la gran mayorfa de los dtomos se en-
cuentran en estado basal, se requiere para obtener una lfnea fuer-
te de emisidn‘que la temperaturaz de la flama sea 1o suficientemen-
te alte para que los £tomos sean excitados a un nivel de energfa
superior. Con base en esto podemos decir que el proceso de absor-

cibén es mds eficiente que el de emisién.

Instrumentacién 6 Equipo. Un aparato de absorcidén atémica

consta bdsicamente de las siguientes partes:

a).- Fuente de excitacibén (ldmpara de cdtodo hueco).

b) .~ Modulador
¢).- Atomizador (cémara de nebulizado, quemador, flama).

d).~ Sistema Sptico y detector.

A continuacién se muestra un diagrama esquemdtico de estas
partes:

DETECTOR Y

LAHPARA D€ MopuLADOR  FLAMA RETILLA © REyaitiSox

CATODO HueeDd 2 PrisMA
’

a).- Lémpara gg cdtodo hueco. Consta de dos electrodos, uno

de los cudles tiene forma céncava (cdtodo) y estd constitufdo por

el elemento especificado (6 una aleacién de eae elemento). El ma-
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terial del 4nodo no es critico.

La lémpara es llenada con un gas noble a baja presién. La a-
plicacién de 100 a 200 V producird, después de un perfodo corto
de calentamiento, una descarga brillante. ILa radiacién consiste de
1fneas discretas del metal mds las del gas de relleno.

El gas es seleccionado por el fabricante pare dar la menor in-
- terferencia espectral con el metal de interés.

Estas l4mparas dan 1fneas de emisién finas para los elementos
especificos., En general, las lineas de interés estdn rodeadas de
numerosas lfneas no absorbentes y por consiguiente, pueden ser ais-
ladas por medio de un monocromador de anchura de bande angosta.

Varios factores (12) causan ensanchamiento de la linea. Las
principales son: el ensanchamiento Doppler y el ensanchamiento de
presién.

El primero es el méds importante y es causado por el movimien-
to térmico de los dtomos. El1 cambio en frecuencia depende de la ve-
locidad del 4dtomo en interés.

Sabiendo que la energfa cinética es proporcional a la tempera-
tura:

wlu T, Ya ()2 Ava(Tpn)L/2

Donde: AV = anchura Doppler.

Se observa que los dtomos pesados en una flama a baja tempe-
raturs dardn lugar a lineas de absorcién muy estrechas.

Hay algunas ldémparas dé cdtodo hueco que contienen varios me-

tales en una estructura catédica individual, ésto elivia el pro-
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blema de le menipulacién frecuente de ldmparas. Algunos ejemplos
son: (Ca,Mg); (4l,Fe,Cu); (Mn,Cu,2n,Pb); etc.
En sintesis podemos decir que la lémpara de cdtodo hueco apor-

ta la energfa necesaria para que se manifieste el fenbmeno de absor

cibn.

b).- Modulador. En general se utiliza en aparatos de doble
haz, y su funcién es eliminar la interferencia Eausada por varia-
ciones en la ldmpara y cambios en la sensibilidad del detector;

Tiene forma de "S" y estd situado jusfo después de la lém-
para. Tiene superficies reflectoras de tal manera que, al girar,
la mitad de la luz emitida por la lémpara pasa por la flama y la
otra mitad sigue otro camino 6ptico y la relacién entre las dos
intensidades luminosas nos daréd una determinacién muy confiable

de la absorcién debida 2 la muestra.

c).- Atomizador y cémara de nebulizado. Este pequefio acce-

sorio debe introducir la muestra lfquida en la flema a una velo-
cidad estable y reproducible, debe ser inerte a las disoluciones
que se introducen, ademds de ser limpiado fécilmente.

Generalmeﬁte gse utilizan nebulizadores neuméticosAy en su 0=
peracién el gas fluye a través de ellos pasando por una seccién
venturi y generando una presién reducida. Esto causa que la diso-
Jucién sea introducida a una velocidad entre»l.o vy 4.0 ml/m;n.

La disolucién llega a la cdmara de nebulizado donde golpqa'
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un obstdculo en una posicién adecuada; asf las gotas mds grandes
son fragmentadas en partfculas més pequefias.

En la cdmara de nebulizado se mezclan estas pequefifsimas go-
tas con el combustible y el oxidante. Aquf el cambio en las dimen-
siones de la cémara ¥ en la direccidén del flujo crean turbulencia
que asegura la mezcla total de los tres componenitess

Arriba de esta zona de mezcla, la forma de la cédmara es tal
gue el flujo turbulento de la muestra es convertido en un flujo la
minar, asegurdndose con esto una flama estable.

En ls cédmara de nebulizado también se lleva a cabo el drenaje
de las gotas mayores, y solo las gotas mds pequefias son. introduci-

das en la flama.

El quemador. El principal requerimiento del quemador es que
cuando es alimentado con combustible y aire a presién constante
debe producir una flama estable. Después de que la muestra y los
gases se han mezcladc en la cdmara de nebulizado, llegan a la cabe
za del quemador §onde se gueman, favoreciéndose la combustién por
el airé de los alrededores.

El quemador estd colocado en un sitio del aparato en donde
queda protegido de corrientes de aire, para proteccién del opera-
dor existe una ventana frontal.

Generalmente se coloca una campana de extraccién en la parte
superior del aparato para eliminar los productos de combustién.

Asociada con el quemador existe la flama, de la cudl se de-

tallan las caracterfsticas a continuacién.
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La flama. Es usada para transformar la muestra, que serd a-
nalizada,z&el estado lfgquido 6 sbélido al estado gaseoso y para di-
sociar los compuestos moleculares dél elemento investigado en dtomos
en estado basal.(13).

vLos dos principales requerimientos de una flama satisfactoria
son:
1).- Que tenga la temperatura apropiada para llevar a cabo las fun
ciones anteriores, y:
2).=- Que la flama no interfiera por s{ misma en el espectro de ab-

sorecién 6 de emisién.

La estructura de la flama es la siguiente:

2eGion D } §4ssS

Ae oF 4, RegioNQ | INTERCONALES
Los ]
ALREDEDORES ——— PRECALENTAMIENTO
(region B)
A LA
REGION
CABEZ4 DeEL A
QueMADOR

Los gases emergen de la regién A, pasan a la regién B, de a~
pProx. l.0 mm de eépesor, en la cudl son calentados por conduccién
y radiacién de la zona de reaccién C y por difusién de radicales
dentro de ella; &stos inician la oxidacién.

Los gases que emergen de la regién C consisten principalmente

de €O, Hyy CO,:y H0 (y N, si el aire es uno de 1los gases origina_
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les).

El equilibrio térmico se alcanza completamente en la zona D.

A continuacién se mencionan algunos datos de temperaturas md-

ximas de flamas usadas en absorcién atémica.

Combustible: (°C) en aire (°C) en oxfgeno
Gas de alumbrado 1700' 2700
Propano : 1925 . 2800
Butano 1300 2900
Hidrégeno ' 2100 2780
Acetileno 2200 * 3050
Cianégeno 2330 4550

La flama: acetileno-éxido nitroso es bastante usada para ato-
mizar elementos tales como: gluminio, si%icio, vanadio y titanio,
los cudles producen 6xidos refractarios en la flama. Produce ung
temperatura mdxima de 3000°C.

El mimero de 4tomos en el estado basal (12), con respecto a
dtomos en estado excitado, es une funcién de la temperatura de lsa
flama. |

Es importante conocer el nimero relativo de 4tomos en esta-
do basal en la flama, pues en base a &sto se manifiesta el espec~-
tro de absorcién.

En un grupo de £tomos y electrones en equilibrio térmico, a la
temperatura T, que tienen dos estados de energfa El y E2, respec-

tivamente, el nimero de 4tomos en los dos estados estard dado por:
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Aquf C es una constante, independiente de E, mientras P, y
P2 son nimeros llamados pesos estadisticos de los estados respec-
tivos, P en general es igual a: 2J + 1, donde J es el nimerc cudn
tico total. La relacién entre n, y 1y congiderando al primero co-

mo el estado excitado y e n, como el estado basal es la siguiente:

P, @— (E2-E1) [T

Py

Algunog valores de nz/nl para algunos elementos se mencionan

a continuacién.
n,/ny
Linea de resonancia: PZ/Pl 2000 .K 3000 .K 4000°K

4.4x107%  7.2x1073 2.,9x1072

2
Na(589.6 mm) 2 9.8x107%  5.8x10™% 4.4x1073
ca(422.7 om) 3 1.2x1077  3.7x107° 6.0x107*

3 7.2x107%  5.6x1071° 1.5x1077

Cs(852,1 nm)

Zn(213.9 nm)

Podemos por consiguiente conclufr que existird una mayor
poblacién de 4tomos en estado basal a mds baja temperatura y, a
medide que la temperatura de la flama es mayor, los £tomos en es-
tado excitado van adquiriéndo mayor importancia, ésto implica que
la absorcién es un proceso que se alcanza en condiciones menos se-

veras que la emisidn.
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d).- Sistema 6ptico y detector. ILa funcidén del sistema &Ep-

tico (13) es colectar la luz de la parte mds estable de la flana,
transformarla en monocromdtica y enfocarla al detector fotosensi;
tivo. Un espejo cbéncavo es frecuentemente colocado detrds de la
Tlamna, con su centro de curvatura en la flama. La intensidad de la
luz emitida mediante este camino es casi el doble.

BEn algunos aparatos se utilizan filtros de interferencia pa=-
ra aislar la radiacién caracter{stica de un elemento dado.

Estos instrumentos son limitados en su aplicacién, a aquellas
muestras y aquellos elementos que por excitacién en la flama dan
lugar a un espectro simple.

Para un buen resultado, hay que contar con prismas 6 redes,
que permiten aislar lineas muy angostas de absorcién y, por tan-
to, la radiacién de fondo adyacente a esta linea.

Le radiacién de fondo de la flama se considera como una inter
ferencia de tipo espectral, pues la flama en si contribuye en la
absorcién 6 emisién dependiéndo de las condiciones que tenga, es
decir de la relacidén combustible-oxidante. Existen as{ emisiones
de flama debidas a grupos : -OH, 02, radical CH, etc.

La flama de hidrégeno d€ la mejor combinacién de la sefial del
metal a la seflal de fondo.

Este problema se elimina con ldmparas de corriente alterns,
pues el detector queda sincromizado con ellas, de tal manera
que detecta dos momentos; uno cuando la energfa de la fuente pa-
sa por la flama y ocurre la absorcidén y otro cuando ésta ener-

gfa no pasa por la flama y solamente se detecta la sefial de la
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flama. Por consiguiente el resultado del detctor estd libre de
dicha interferencia.

La combinacién de una abertura aceptable, de buena calidad
6ptica, un control de ganancia adecuado en el amplificador del
cirauito detector y una longitud de onda adecuada, permitfen al o
perador seleccionar la relacién mds favorable entre la seflal de
fondo y la radiacidén analftica de la linea para aislar mds efec-

tivamente la radiacién debida al elemente prueba.

Combustibles y oxidantes. ILos unicos oxidantes empleados

en la prédctica son: aire y 6xido nitroso. Este dltime se descom-
pone de 500°C -~ 900°C para dar una mezcla de dos partes de ni-
trégeno por una de oxfgeno, mientras el aire contiene cuatro de
nitrégeno a una de oxfgeno. Como combustible se usa acetileno.

El 6xido nitroso es esencial en el andligis de algunos ele-
mentos, como los lanténidos, que forman Sxidos refractarios en la
flama aire-acetileno. !

Los métodos de flama pueden ser utilizados con soluciones a-
cuosas y no acupsas. Si el disolvente es combustible, su presen-
cia aumentard la temperatura de la flama ligeramente, mientras
el agua la enfriard por disociacién endotérmica.

En el primer caso, la sensibilidad de la determinacidn es mu
cho mayor que al utilizar soluciones acuosas; debido a ésto el
cuanteo de elementos trazas por extraccién en disolventes orgd-

nicos es una técnica muy adecuada.
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Interferencias. Una interferencia es un efecto que impide

conocer el valor real de 1o que se va a determinar, que en nues-
tro caso es la absoreidn.
Existen tres clases de interferencias, a saber:
1l).- Interferencias ffsicas.
2).~ Interferencias qufmicas.

3) .~ Interferencias espectrales.

1).- Las interferencias de tipo ffsico son aguellas que va-

rian las propiedades ffsicas de la disolucidn y alteran asi el va
lor de la determinacién. Un ejemplo 1o constituye la viscosidad,
ya que, cuando ésta es modificada por algin motivo, la velocidad
de aspiracién cambia, varfa la centidad de solucién que llega a
la flama y por tanto se modifica la absorcidn.

El cambio en la tensién superficial, la cudl afecta directa-
mente la eficiencia de la nebulizacién, asf como la velocidad de

entrada de la muestra también reflejen cambios en la determina~

cién.

2).- las interferencias qufmicas constituyen los efectos mds

significativos en la mayorfs de los casos; este tipo de interfe-

rencias afecta la eficiencia con la cudl la flama disocia la mues
tra en dtomos libres. La ionizacién es una forma de interferencia
quimica, la cufl es evitada afiadiendo un exceso de alguna sustan-
cia fdcilmente ionizable. T{picamente se afiaden de 2000 a 5000 ppm
de KCl, ésto también evita el efecto variable de. pequefias cantida
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des de sustancias fédcilmente ionizables que pueden estar presen-
tes en la muestra.

En general, como la absorcibn atbémica es una técnica empiri-
ca donde una muestra es comparada con una serie de estdndares, nos
debemos asegurar que las muestras y 1los estdndares contengan las
mismas matrices, es decir que se asemejen la mds posible en todas

sus propiedades cuando se realice la determinacién.

3).- Las interferencias espectrales también existen, son cau-

sadas por la 14mpara de cdtodo hueco, por la flema, 6 bién debido
a la superposicién de lfneas de absorcidén de los elementos intro-
ducidos en la flama. Estas interferencias pueden ser evitadas eli-
giendo una anchura de banda adecuada para aislar solamente la 1{-
nea de interés del elemento, y en el caso de superposicién de 1f-

neas de absorcién eligiendo otra longitud de onda.

A continuacién se describen las ventajas y desventajas (10)

de ésta téonica analitica.

Ventajas. La ventaja principal de la absorcién atémica sobre
otras técnicas analfticas, es su alto grado de sensibilidad.

Ha sido totalmente demogtrado que la exactitud del procedi-
miento en absorcidén atémice solc en casos muy raros se ve afecta-

da por la presencia de otros elementos, probablemente porque se es

t4 tratando con las propiedades ffsicas de un &tomo.

Tampoco es usual que dos metales absorban a la misma longi~-
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tud de onda y por consiguiente ;a interferencia debida a otros e-
lementos es muy remota.

El equipo usado es muy simple y fdcil de manipular.

Los procedimientos para la determinacién de los elemenﬁos re
sultan muy rdpidos, pues en algunas ocasiones s80lo es necesario ha-
cer une simple dilucién de la muestra en agua pars proceder a su

lectura.

Desventajas. .Cuando se usa una flama para producir el esta-
do atémico, algunos elementos no son detectables en su totalidad,
entre éstos se incluyen: aluminio, titanio, tungsteno, molibdeno,
etec., 3 la explicacién mds probable parece ser que al formar éxi-
dos en la flama, se limitard la produccidén del estado atémico, esen
cial para la deteccidn.

Respecto a la produccidén de las especies atémicas en la fla-
ma, si se utilizen soluciones acuosas el anién predominante afec-
te, la sefial de manera notable. Igualmente, la formacién de sales
enlazadas fuertemente, por ejemplo: ca3(PO4)2, tiene un efecto
pronunciado en las respueatas._

Hasta donde sea posible estos efectos deben ser evitados por
procedimientos de estandarizacién adecuados”para que los resulta-
dos sean buenos. Cuando se usan disolventes orgdnicos, el grado
de absbrcién asumenta muchas veces; sin embargo, este caso da lu-
gar a algunas complicaciones adicionales debido a que dichos di-
solventes absorben en la flamaf Este problema se evita eligiendo

un paso 6ptico a través de la flama arriba de la zona donde se
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lleva a cabo la combustién del disolvente.

El contenido de metales 6 elementos trazas puede ser deter-
minado por otros métodos colorimétricos. La espectroscopfa de
absorcidén atémica compite con todos, ademds puede compararse con
la fotometrfe de flama y la espectrograffa de emisidén, ya que ég
tas son técnicas de emisidén y por tanto dependen de la produccién

de dtomos excitados para la generacidén de una sefial medible.
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A continuacién se detallan las condiciones experimenta-
les de andlisis para cobre y zinc, que se utilizaron para el

desarrollo de éste trabajo.

condiciones estdndar para cobre (14): Se prepara una

disolucidén patrén de 1000 ppm de Cu por disolucién de 1.0 gr.

de cobre metdlico en un volumen mfnimo de HNO; &l 1% (v/v).
Las soluciones patrén de 1000 ppm se expenden ya prepa—

radas en el comercio y lo umico que hay que hacer es simple-

mente dilufr a las' concentraciones deseadas.

Pdrdmetros de operacidén usados con el aparato de absor-

cién atémica Perkin-Elmer mod. 360 utilizados para éste tra-

bajo-

Instrumentos Mod. 360 (Perkin-Elmer).
Longitud de onda: 324.7 nm.

S1it: 4 (0.7 nm).

Fuente luminosa: Lémpara de cdtodo huecc normal.

Tipo de flama: Aire-acetileno (tipo oxidante)
Sensibilidad: Para las condiciones descritas arriba,

la sensibilidad ed aprox. 0.09 Mg/ml de cobre para 1.0 % de
absorcién.
Un estdndar conteniéndo 5 Mg/ml de cobre tipicamente dard
una lectura de absorbancie de aprox. 0.25 (44% de absorcién).
Intérvalo lineal de trabajo: Para las condiciones es-

t4ndar descritas arriba el intérvalo de trabajo para cobre es
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lineal hasta una concentracién de 5 Mg/ml en solucidén acuo-

S8.

Algunas otras lfneas analiticas que se pueden usar son

las siguientes:

Longitudes Modelo:
de

ondas: (nm)

503,403,306 300

305(4,B), 303 3008
324.8 " 3250V 325
327.4 327-0V 327
216.5 2170V 217
222.6 223-UV 223
249.2 249UV 249
224.4 224UV 224
244.2 244-UV 244

Siit:
(nm)
103
107,290(B)
280 0.7
284 0.7
088 0.2
097 Q.2
143 Bt
100 0.2
134 0.7

Sensibi-
lidad re-

lativas

1.0
2.0
6.0
15.0
72.0
157.0
291.0

Ldmparas: Con lémparas multielementos que contengan ni-

quel 6 fierro se debe usar una anchura de banda espectral de

0.2 nm cuando se utiliza la 1lfnea del cobre a 324.7 nm.

Emisién por flams: La longitud de onda de emisién para
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cobre es a 327.4 nm. Se recomienda una flams acetileno-6xido
nitroso, El cobre también puede ser determinado a 324.8 pero
con menor sensibilidad.

También se puede usa la flama acetileno-aire, pero con una

menor sensibilidad.

Condiciones estdndar para zinec (14): ILa solucibén patrén

de zinc de 500 ppm se obtiene por disolucién de 0.5 grs. de
zine metdlico en un volumen minimo de HCl (i+1l) y posterior
dilucién a 1 1t. con HC1l al 1% (v/v).

Pardmetros de operacién.

Instrumento: Mod. 360 (Perkin-Elmer).

Longitud de onda: 213.9 nm.

Slit: 4(0.7 nm).

Fuente luminosa: Ldmpara de cdtodo hueco normal.

Tipo de flama: Aire-gcetileno.

Sensibilidad: Para las condiciones estédndar descri-
tas arriba, la sensibilidad es aprox. 0.018 fg/ml de zinc para
1% de absorcibén. Un esténdar conteniéndo 0.5M4 g/ml de zinc ti-
picamente dard una absorbancia de 0.12 (25% de absorcién).

Intérvalo lineal de trabajo: Para las condiciones descri-~

tas arriba, el intérvalo de trabajo es lineal hasta una concen-
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tracién de 1.0 Ag/ml en solucibn acuosa.

Algunas otras lineas andlfticas son las siguientes:

Longitudes Modelo: S1lits Sensibili-
de (nm) dad relati
ondes (nm) va:
503,403,306

305 (4,B),303

213.9 214-0V 0.7 1.0
307.6 308-UV 0.7 4700

Sistema de micromuestras: Con la técnica de copas Delves,

de micromuestras, se pueden detectar 0.00003 grs. de zinc.

Emisién por flema: La longitud de onda mds sensible para
zine es de 213.9 nm., es recomendable usar una flama acetileno-
6xido nitroso. El zinc también puede ser determinado a 307.6

nm. pero con ung menor sensibilidad.
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IV. PARTE EXPERIMENTAL

Todas las determinaciones se llevaron a cabo en un espec—
trofotémetro Perkin-Elmer Mod. 360 con detector digital.

Los gases utilizados fueron exclusivamente aire y acetile-
no.

No fué posible contar con un corrector de sefial de fondoj
sin embargo, se trabajé con sumo cuidado para evitar la inter-
ferencia & la contaminacién adicional.

Las condiciones de trabajo usadas fueron las siguientes:

Elemento: . (nm) Slit (nm) Corriente Flujo ga
ldmpara; ses:
Cu 324.7 0.7 15 mA Comburente:
zn 213.9 0.7 15 mA 55 Kg/cn®
Combustible:
32.5 Kg/cm2

Las equivalencias de los flujos expresados en Kg/cm2 a
1t/min serfan:

Comburente: 21.7 1t/min

Combustible: 3.7 1lt/min

La longitud del mechero fué de 4.0 pulgadas y hendidura
simple. La altura del cabezal del mechero fué de 2.5 cm.
ILas determinaciones se hicieron en base a un sistema de

lectura que trae integradc el aparato, representado por los
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sfmbolos TC3 y TC4, que indican tiempos de aspiracién mini-
mos de 17 y 55 segundos respectivamente.
Bl material utilizado para el desarrollo de este trabajo

fué mfinimo: una centrifuga, un bafio de arena y material comin

de laboratorio.

Los reactivos usados fueron de la méxime pureza , solu-

ciones titrisol, ambos R.A. de Merck.

A continuacién se mencionan las técnicas utilizadas y pos

teriormente los resultados obtenidos.

1).- Método de dilucién: Es una técnica muy usada para

el andlisis de muestras que no presentan interferencias; esta
técnica solamente se aplic6é en plasma.

El procedimiento fué el siguiente:

Se aislé el plasma de los eritrocitos mediante centrifu-
gacién.

Se tomé un volumen conocido de plasma (0.5 ml) y se colo-
cé en un matraz aforado de 10 ml

Se aforé al volumen con agua tridestilada.

Se agité para asegurar la completa homogenizacibn de la

muestra.

Se determinaron las concentraciones de los metales de in-
terés.

Como el aparato usado permite la determinacibn de la con-

centracién directa en la muestra no fué necesario correr las
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curvas de calibracién sino, simplemente, hacer una calibracién
del aparato en base a la preparacién de tres soluciones (0.5,
1.0,1.5 ppm), de tal maners que la lectura del aparato coin-
cidiera con las concentraciones de las muestras.

La preparacibén de los estdndares se hizo de la siguiente

manera:
A partir de una solucién del metal de concentracién 1000

ppm se tomaron 10 ml y se diluyeron a& 100 ml con agua trides-
tilada; se obtuvo as{ una concentracién en solucién de 100 ppm.
De esta solucién se hicieron las siguientes diluciones

para los estdndares.

Para el std. de 0.5 ppm: Se colocaron 0.5 ml en un ma-
traz volumétrico de 100 ml y se completé con agua hasta el a-
foro.

"Para el std. de 1.0 ppm: Se colocé 1.0 ml de la solucién
en un matraz volumétrico de 100 ml y se completé con agus tri-
destilada hasta el aforo.

Para el std. de 1.5 ppm: Se coloccaron 1.5 ml en un ma-
traz volumétrico de 100 ml y se completd al aforo con agua
tridestilada.

Las soluciones méds concentrades son mds estables al pa-
so del tiempo, no asf las soluciones dilufdas que varfan su
concentracién por efectos de evaporacién; por consiguiente

los estdndares deben prepararse periddicamente.
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2).- Destruccién de materia orggnica: Documentacién a-

cerca de ésta técnica (15,16,17,18) es escasa, inclusive no
ha habido un criterio unificado acerca del procesamiento de
la muestra, ya que algunos autores recomiendan una determina-
da mezcla de agentes oxidantes, otros recomiendan otra, etc.

Sin embargo; el fin de todos es el mismo: la eliminacién
de las sustancias orgdnicas de la muestra a analizar mediante
alguna mezcla oxidante y la posterior determinacidén de los
metales mediante una dilucién.

Esta técnica generalmente se utiliza en muestras biolé-
gicas que presentan gran cantidad de interferentes, sobre to-
do del tipo orgédnico.

Se han utilizado procedimientos de oxidacidén por via
himeds, mediante dc. nftrico y dc. perclérico, sufriendo la
muestra una descomposicién inicial con evolucién de gases café
rojizos (NOZ); posteriormente hay una produccién en solucién
de colores variables (cafés y amarillos, raramente verdes y
rojos). Algunas veces ocurre la carbonizacibén, pero si se al=-
canze la temperatura apropiada las soluciones se tornan inco-
loras.

Cuando la materia orgédnica es destruida como un paso pre-
liminar paras la determinacién de elementos trazas, la eleccién
del método dependerd: _

a).- De la naturaleza del material orgdnico y de cualquier

constituyente inorgdnico y,
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b).~ Del metal que serd determinado y del método que se-

rd usado para su determinacién.

La mezcla de oxidantes més usada es: H2304-HN03-H0104, en
nuestro casc la mezcla usada fués HNO3-H202, mezcla gque pocos
autores recomiendan, pero gque se usé debido a un menor tiempo
de evaporacidén de la mezcla y menor manipulacién.

El procedimiento fué el siguiente:

Se separé la sangre total en plasma y eritrocitos.

Se colocaron 0.5 ml de éatos flufdos en vasos de preci-
pitados de 50 ml

Se les adicionaron 0.5 ml de HNO3 conc. y 8e colocaron
en el bafio de arena a evaporacién. '

En plena evaporacién se les adicioné 1 ml de H202 (eqnin‘
valente a 20 gotas), dejédndose evaporar a sequedad.

Se sacaron del bafio y se les adicionaron 1 a 2 gotas de
HNO3 mds una pequefia cantidad de agua para solubilizar los
metales y se dejaron enfriar.

Se colocaron en matraces voiumétricos de 10 ml y se com-
pleté el volumen con agua tridestilada.

Se les determiné la concentracidén de los metales.

Los datos se muestran en la seccidén: resultados
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3).- Precipitacién de proteina: Este método se aplica

para eliminar interferencias debidas a protefnas ya que es-
tas sustancias tienen la propiedad de emglobar algunos com-
puestos, debido a las propiedades d4cido-bdsicas que presentan,
ademds de absorber fuertemente en el ultravioleta.

Por consiguiente mediante esta técnica nos aseguramos
de eliminar sustancias que tienen efeotq sobre la absorcién
real de la muestra.

Los agentes precipitantes mds usados son el 4c. triclo-
roacético y el dc. téngstico. El que se empleS aquf fué el
primero. |

El flufdo analizado por medio de esta técnica fué el
plasma. E1 procedimiento de andlisis fué el siguientei

Se separé el plasma de los eritrocitos mediante la cen=
trifugacién de la sangre total.

Se colocé 1.0 ml de plasma en un tube de ensayo.

Se adicionaron 10 ml de 4c. tricloroacétice (sl 10%)

Se permitié que reposaran 5 min. aprox. hasta sedimenta-
cién parcial de las proteinas.

Nuevamente se centrifugé durante 15 min.

Se decanté el sobrenadante en un matraz volumétriwzo de
10 ml y se completé con agua hasta el aforo.

Se determinaron las concentraciones de los metales.

Los valores obtenidos se muestran en la geccidén de re-

sultados.
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4).- Hem6lisis: Los glébulos rojos son bastante resisten-
tes a ligeros cambios de presién osmética; pero, si la solu-
cién en 1la cufl bafian es suficientemente hipoténica, adoptan
forma esférica y se hinchan. Se produce ademds otro fendémeno:
su memebrana es incapez de retener hemoglobina y esta escapa
al liquido coloredndolo.

El fenémeno se denomina hemélisis. Cuando tal hemélisis
se produce no toda la sustancia del eritrocito escapa de 81,
gqueda una cantidad suficiente para que persista una " sombra
de 1a célula." (19)

La adicidén de agua y la agitacién dentro de un tubo de
ensayo de los eritrocitos provoca la hemélisis de estoaf

El procedimiento de andlisis fué el siguiente:

Se separé el plasma de los eritrocitos mediante centri-
fugacidn.

Se colocaron 0.5 ml de eritrocitos en un tubo de ensayo.

Se les adicionaron 4.0 ml de agua, se taparon y agitaron.

Se dejaron sedimentar las membranas aprox. 10 min.

Se decanté el 1lfguido sobrenadante, usando otro tubo de
ensayo.

Se realizaron las determinaciones correspondientes.

Los valores obtenidos se muestran en la geccién de resul-

tados.
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Antes de presentar los resultados obtenidos, es convenien-

te conocer algunas caracteristicas de las personas sobre las

que se realizé el estudio.

Desgraciadamente a algunos pacientes del INNKN no se les

llevé un registro adecuado de sus datos, es por eso gue sola-

mente se disponen de los siguientes:

Pacientes del INNN y sus caracter{sticas:

no Sexo . Edad(afios)
1 M 33
2 M 41
3 M 23
4 M 18
5 M 32
6 M 20
1 M 16
8 M 23
9 M 15
10 M 30
11 M 40
12 M 18
13 M 20
14 M 16
15 o 22
16 M 29

Enfermedad
Estenosis mitral, epilepsia
16bulo temporal, agresividad.
Esquizofrenia paranoide crénica.
Esquiz. paranoide hebefrénica.
Cliptémano homosexual.
Esquiz. paranoide.
Crisis parciales complejas.
Pesicosis téxica (thinner).
Epilepsia 1ébulo temporal.
Esquiz. catatdénica.
Alucinosis alcohélica.
Infarto tempo-parietal izq.
Esquizofrenia.
Esquiz. hebefrénica.
Brote psicdtico (thinner).
Psicosis téxico paranoide.

Esquiz. paranoide crénica.
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N° Sexo Edad(afios) Enfermedad

17 M 21 Esquizofrenia hebefrénica.
18 M 23 Esquizofrenia.

19 F T1 Psicosis senil secundaria,

hipertensién arterial.

20 F 18 ’ Esquizofrenia.

23 F 17 Esquizofrenia hebefrénica.
24 F 32 Neurosis.

25 F 19 Esquizofrenia hebefrénica.
27 F 20 ‘Psicosis manfaco-depresiva.
28 F 17 Esquizofrenia paranoide.

29 F 40 Bsguizofrenia paranoide.

32 F 38 Esquizofrenia paranoide.

35 F 53 Leve atrofia cortical, brote

psicético.
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Sujetos normales y sus caracteristicas:

4 Sexo Edad(afios) Peso(Kg) Grupo sanguineo
1 M 27 74 o*
2 M 27 60 -
3 M 38 58.5 B*
4 M 28 69 =
5 u 35 55.7 -
6 F 40 66.7 -
7 M 19 90.5 -
8 M 20 51 At
9 M 35 75 oF
10 M 37 60 s
3 M 23 63 -
12 M 18 58 -
13 M 21 60 ot
14 ¥ 21 59 o*
15 M 21 62 7
16 M 52 75 o*
17 M 39 62 B*
18 M 27 o 59 o2
19 M 33 75 o*
20 M 52 65 ot
21 M 21 75 o*
22 M 23 75 At
23 M 21 59 -



24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
37
38
39
40
41

Sexo

=5

E BE R B R BB EBERERERE=2ERIEER B

=S¥ o

Edad(afios)
34
26
27
29
29
34
35
29
32
24
22
22
28
33
33
27
30

Peso(EKg)
65
60
80
69
92
70
62
106
60
75
64

. 94

90
95
68
56
80

Grupo sanguineo
A+

O+
o+
O+
o+
o+
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Después de haber mencionado las caracteristicas de los
sujetos bajo estudio se muestran los resultados obtenidos, ha-
ciendo hincapié en lo siguiente: el numeroc de muestra descri-
to0 corresponde exactamente al nﬁmero de paciente 6 sujeto nor-
mal, segiin sea el caso, y se encuentrs en la primera columna
de la seccién de resultados. La segunda columns corresponde &
la concentracidén del metal sin tomar en consideracién el fac-
tor de dilucibn, es decir la concentracidn registrada direc-
tamente en el espectrofotdémetro de absorcién atémica.

La tercera columna nos muestra la concentracién final del
metal al considerar la dilucidén.

Todas las concentraciones estdn expresadas en partes por

milldén (ppm).



= /bl =

Resultados.

Determinacién de cobre en plasma en sujetos normales.

Método: Dilucién Dilucién 1:9
Muestra N cu(ppm) ) Cu(ppm)
1 0.075 0.675
2 0.080 0.720
3 0.080 0.720
4 0.085 0.765
5 0.075 0.675
6 0.080 0.720
7 0.080 0.720
8 0.085 0.765
9 0.080 0.720
10 0.070 0.630
11 0.080 0.720
12 0.060 0.540
13 0.070 0.630
14 0.065 0.575
15 0.100 0.900
16 0.080 0.720
17 0.085 0.765
18 0.070 0.630
19 0.080 0.720
20 0.095 0.855
21 0.080 0.720

0.070 0.630

n
N
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Muestra NS | Cu(ppm)
23 0.070
24 0.070
25 0.065

Cu(ppm)
0.630
0.630
0.575
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Resultados.

Determinacién de cobre eu piasma eu sujetos normales.

Método: Precipitacién de proteina Diluecidn 1:10
Muestra N° cu(ppm) cu(ppm)
1 0.11 1.10
2 0.11 1.10
3 0.12 1.20
4 0.09 0.90
5 0.11 1.10
7 0.14 1.40
8 0.11 1.10
9 0.10 1.00
10 0.16 1.60
11 0.13 1.30
12 0.12 1.20
13 0.10 1.00
14 " 0.09 0.90
15 0.12 1.20
16 0.14 1.40
17 0.12 1.20
18 0.13 1.30
19 0.14 1.40
20 0.13 1.30
21 0.12 1.20

22 0.11 1.10



Muestra N°

23
24
25 '

= 4=

Cu(ppm)
0.12
0.14
0.13

Cu(ppm)
1.20
1.40
1.30
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Resultados.

Determinacién de cobre en eritrocitos en sujetos normales.

Método: Destruccién de materia orgdnica. Dilucién 1:20
Muestra N° Cu(ppm) Cu(ppm)
AL 0.07 1.40
2 0.06 1.20
3 0.05 1.00
4 0.06 1.20
5 0.05 1.00
6 0.07 1.40
7 0.05 1.00
8 0.06 1.20
9 0.05 1.00
10 0.08 1.60
11 0.05 1.00
12 0.05 1.00
13 0,05 1.00
14 0.04 0.80
15 0.08 1.60
16 0.05 1.00
17 0.07 1.40
18 0.05 : 1.00
19 0.06 1.20
20 0.05 1.00

0.05 1.00

\*]
]
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Muestra N° Cu(ppm) Cu(ppm)
22 0.07 1.40
23 0.06 1.20
24 0.04 0.80
25 0.06 1.20
26 0.04 0.80
27 0.06 1.20
28 0.05 1.00
29 0.05 1.00
30 0.05 1.00
31 0.04 0.80
32 0.05 1.00
33 0.05 3,00
34 0.05 1.00
35 0.05 1.00

36 0.05 1.00
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Resultados.

Determinacién de zinc en eritrocitos en sujetos normales.

Método: Hemdblisis Diluecién 1:9
Muestra NO Zn(ppm) Zn(ppm)
1 0.95 8.55
2 1.03 9.27
3 0.92 8.28
4 1410 9.90
5 1.03 - 9.27
6 1.14 10.26
7 0.83 T.47
8 1.09 9.81
9 1.10 9.90
10 0.88 792
11 0.92 8.28
12 1.09 9.81
13 1.14 10.26
14 1.01 9.09
15 0.95 8.55
16 1.10 9.90
17 0.90 8.10
18 1.10 9.90
19 l.12 10.08
20 1.17 10.53
21 1.10 9.90
22 0.90 8.10
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Muestra N Zn(ppm)
23 1513
24 1.05
25 1l.14

Zn(ppm)
10.17
9.45
10.26
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Resultados.

Determinacién de zinc en plasma en sujetos normales.

Método: Precipitacién de proteina Dilucién 1:10
Muestra NJ Zn(ppm) Zn(ppm)
1 0.08 . 0.80
2 0.12 1.20
3 0.13 1.30
4 0.11 1.10
5 0.19 1.90
7 0.06 0.60
8 0.09 0.90
9 0.10 1.00
10 0.18 1.80
11 0.09 0.90
12 0.10 1.00
13 _ 0.12 1.20
14 0.13 1.30
15 0.12 1.20
16 i 0.13 1.30
a7 0.13 1.30
18 0.13 1.30
19 0.20 2.00
20 0.11 1.10
21 0.19 1,90
22 0.09 0.90
23 0.20 2.00
24 0.10 1.00

25 0.15 1.50
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Resultados.

Determinacién de zinc en eritrocitos en sujetos normales.

Método: Destruccién de materia orgénica Dilucién 1:20
Muestra N° Zn(ppm) Zn(ppm)
1. 0,70 14.00
2 0.65 13.00
3} 0.46 | 9.20
4 0.54 10.80
5 0.72 14.40
6 0.50 10.00
7 0.50 10.00
8 0.60 12.00
9 0.45 9,00
10 0.60 12.00
11 0.55 11.00
12 0.48 9.60
13 0.50 10.00
14 0,50 10.00
15 0.76 15.20
16 0.51 10.20
A7 0.59 11.80
18 0.51 10.20
19 0.48 9,60
20 0.60 12.00
21 0.53 10,60

0.46 .20

n
n
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Muestra N° Zn(ppm) Zn(ppm)
23 0.55 11.00
24 0.45 9.00
25 050 10.00
26 0.48 9.60
27 0.55 11.00
28 0.48 9.60
29 0.45 9.00
30 0.56 11.20
33 0.45 9,00
32 0.46 9,20
33 0.47 9.40
34 0.55 11.00
35 0.48 9.60

36 0.52 10.40
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Resultados.
Determinacién de cobre en plasma en pacientes de Psiquia-

trfa del INNN.

Método: Dilucién 3 Dilucidn 1320
Muestra NO Cu(ppm) Cu(ppm)
A 0,110 2.20
2 0.075 1.50
3 0.065 1.30
4 0.048 0.96
5 0.055 1.10
6 0.082 1.64
7 0.052 1.04
8 0.055 5 1.10
9 0.055 1.10
10 0.040 . 0.80
11 0.065 1.30
12 0,055 1.10
13 0,048 0.96
14 0.065 1.30
15 0,063 1.26
16 0.087 1.74
17 0.068 1.36
18 0.080 1.60
19 0.059 1.18
20 0.058 1.16

0.058 1.16

hV]
W
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Muestra NO Cu(ppm) Cu(ppm)
24 0.070 1.40
25 0.058 1.16
27 0.062 1.24
28 0.062 1.24
. 29 0.068 1.36
32 0.055 1.10

35 0.090 1.80
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Resultados.

Determinacién de cobre en plasma en pacientes del INNN.

Mé&todo: Destruccién de materia orgdnica Dilucién:1:12
Muestra N Cu(ppm) Cu(ppm)
1 0.14 1.68
2 0.12 1.44
3 0.13 1.56
4 0.10 1.20
5 0.09 - 1.08
7 0.10 1.20
8 0.12 1l.44
9 0.11 1.31
10 0.09 1.08
11 0.14 1.68
12 0.09 : 1.08
13 0.10 1.20
14 0.14 1.68
15 0.13 1.56
16 0.12 1l.44
17 0.13 1.56
18 0.14 1.68
19 0,11 1.32
20 0.12 1.44
<21 0.10 1.20

22 0.11 1.32
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Muestra N° Cu(ppm) Cu(ppm)
23 0.10 1.20
24 0.12 1.44
25 0.14 1.68
27 0.10 1.20
28 - 0.12 1.44
29 0.11 1.32
30 0.10 ’ 1.20
31 0.09 1.08
32 0.09 1.08
33 0.10 1.20
34 0.13 1.56
35 0.11 1,32
36 o 1.32
38 0.09 1.08
39 . 0.13 1.56
40 0.09 1.08

41, 0.10 1.20
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Resultados.
Determinacién de cobre en eritrocitos en paclentes del INNN.

Método: Hemélisis Dilucidén 1:9
Muestra N° Cu(ppm) Cu(ppm)
1 0.11 0.99
2 0.11 0.99
3 0.09 0.81
4 0.11 0.99
5 0.11 0.99
6 0.10 0.90
7 0.11 0.99
8 0.10 0.90
9 0.10 0.90
10 0.10 0.90
11 0.10 0.90
12 0.1l 0.99
13 0.12 1.08
14 0.12 1.08
15 0.11 0.99
16 0.10 0.90
17 0.11 0.99
19 0.09 0.91
20 0.12 1.08
23 0.09 0.81

0,08 0.72

N
>
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Muestra N Cu(ppm) Cu(ppm)
25 0.10 0.90
27 0.09 0.81
28 0.09 b 0.81
29 . 0.08 0.72
32 0.09 0.81

35 0.10 0.90
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Resultados.
Determinacién de zinc en eritrocitos em pacientes del INNN.

Método: Hemblisis Dilucién 1:9
Muestra N° Zn(ppa) Zn(ppm)
1 1.48 13.32
2 1.35 12,15
3 1.48 13.32
4 1.28 11.52
5 1.37 12.33
6 1.22 10.98
7 1.31 11.79
8 1.39 12,51
9 1.22 10.98
10 1.41 12.69
13 1.60 14.40
12 1.29 11.61
13 1.29 11.61
14 1.36 12.24
15 1.15 10.35
16 1.23 11.07
17 1.02 9.18
19 1.31 11.79
20 1.17 10.53
23 S 10.17

1.57 14.13

n
KN
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Muestra NS Zn(ppm) Zn(ppm)
25 1.21 10.89
27 0.92 8.28
28 0.95 8¢55
29 1.55 13.95
32 1.33 11.97

35 1.29 11.61
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Resultados.
Determinacién de zinc en plasma en pacientes del INNN.

Método: Dilucién Dilucidén 1:20
Muestra N© Zn(ppm) Zn(ppm)
1 0.025 0,50
2 0.100 2.00
3 0.095 1.90
4 0.085 1.70
5 0.035 0.70
6 0,045 0.90
7 0.055 1.10
8 0.050 1.00
9 0,110 2,20
10 0.120 2.40
11 0.040 0.80
12 0.045 0.90
13 0.050 1.00
- 14 0.050 1.00
15 0.070 1.40
16 0,090 1.80
17 0.080 1.60
18 0.100 2.00
19 0.090 1.80
20 0.110 2.20
23 0.040 0.80
24 0.060 1.20



s

Muestra N - Zn(ppm) zn(ppm)
25 0.085 1.70
27 0.075 1.50
28 0,070 1.40
29 0,045 0.90
32 0.055 1.10

35 0,060 1.20
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Tratamiento estadf{stico de los datos.(20). Se efectud un

tratamiento estadfstico de los valores obtenidos, pues la esta-
dfstica estd ligada con los métodos cienti{ficos en la toma, or-
ganizacién, recopilacién, presentacién y andlisis de datos, tan
to para la deduccién de conclusiones como para tomar decisio-
nes razonables de acuerdo con tales andlisis.

En nuestro caso en base a los resultados estadisticos ob-
tenidos deduciremos algunas conclusiones.

As{ pues para comenzar debemos simbolizar todas las va-
riables estadfsticas y sus expresiones matemdticas que utili-

zaremos a lo largo del andlisis.

Variables estadisticas.

f; = frecuencia del intérvalo de clase.

fa = frecuencia acumulada de los intérvalos de clase.

m = marca de clase 6 punto medio del intérvalo de clase.
i = media aritmética.

Si = varianza.

Sx = desviacién estdndar.

C.V. = coeficiente de variacién.

C.C. = coeficiente de correlacién.

Xj = edades de los sujetos bajo estudio.

Yj = concentracién del elemento (en ppm).

% = sfmbolo usado para designar la suma de cualquier varia-
ble.

%,7 = puntos donde pasa la recta de minimos cuadrados.
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b = valor de la interseccién de la recta con el eje de las

ordenadas.

m = valor de la pendiente de la recta.

Expresiones matemdticas.

i - ifimc
=%
2 T < 2
SEW e EiRs S
2 /2 -
Sx = (Sx) ¢.V. = Sx/X
NSXjYj - £Xj Y]
C.C. = P i 7 7 I/2
(N2Xj - (2X3) ) (N=Yj - (£Y]) )
X==Xj/N
y==Yi/N
N=XjYj - (2Xj)(=Y3)
ms=

2 2
N=Xj - (£X3)

Recta de mfnimos cuadrados: y=-y = m(x-X)
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Ejemplificaremos la aplicacidén de la estadistica en la
determinacién que se 1llevé a cabo de cobre en plasma median-
te precipitacién de protefinas (sujetos normales).

Posteriormente tabularemos todos los resultados de las de

terminaciones realizadas por todos los métodos.

2 2
Intervalos: £ :fa m, fimc o, fim =
1.017 - 1.133 5 1.075 5.37 1.155 5.775
1.368 - 1.484 4 23 1.426 5.70 2.033 8.132
24 _ 28.82 35.327
=£ =24
=f;m, = 28.82
2 - 28.82
=fm = 35.327 = —— =1.20
24
35.327 28.82 2
s& = - ( )" = 0.031
24 24
1/2 - + +
Sx = (0.031) = 0.176 X = 8Sx = 1.20 = 0.176

C.V. = 0.176/1.20 = 0.146

Ahora haremos una relscidén entre la edad de los sujetos y

la concentracién del metal.
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Para esto nos serd til la tabla donde se listan los su-
jetos normales y sus caracteristicas, entre ellas, la edad.

Cabe hacer hincapié en que el estudio estadf{stico también
puede establecerse entre la concentracién del elemento y los
pesos de los sujetos, en nuestro caso se establecerd con la
edad de los mismos.

La tabla quedaria de la siguiente manera:

73 Xj (edad en afios)
Cu(ppm) 18 19 20 21 23 26 27 28 33 34 35 37 38 39 52
1.60 AL
1.40 1 1 i
1.30 1k 1 ak
1.20 1 3 1l 1
1.10 1 1 2 L
1.00 1 1
0.90 _ il 1
. 1 1 5 2 il 3 A Ak 1 2 1 1 1 2

Aqui N = 24
= Xj = 1(18) + 1(19) + 1(20) + 5(21) + 2(23) + 1(26) + 3(27)
+ 1(28) + 1(33) + 1(34) + 2(35) + 1(37) + 1(38) + 1(39) + 2(52)
= 698
sx;z' = 1(18)2 + 1(29)2 + 1(20)2 + 5(21)2 + 2(23)2 + 1(26)2
3(21)2 + 1(28)2 + 1(33)% + 1(38)2 + 2(35)2 + 137)2 + 1(38)2

+
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+ 1(39)2 + 2(52)2 = 22432

=£Yj = 2(0.90) + 2(1.0) + 5(1.10) + 6(1.20) + 4(1.30) + 4
(1.40) + 1(1.60) = 28.9

2
275 = 2(0.90)2 + 2(1.0)2 + 5(1.10)2 + 6(1.20)2 + 4(1.30)2
+ 4(1.40)2 + 1(1.60)2 = 35.47

= (XjY3j) = 18(1.20) + 19(1.40) + 20(1.10) + 21(0.90+1.0+3.6)
+ 23(1.1041.30) + 26(1.30) + 27(2.20+1.30) + 28(0.90) + 33(1.40)
+ 34(1.40) + 35(1.0+1.10) + 37(1.60) + 38(1.20) + 39(1.20) + 52
(1.30+1.40) = 853.7

24(853.7) - 698( 28.9)

C. C. =
2 gy 2R
(24(22432) - (698)<) ( 24 (35.47) - (28.9)°)
= 0.34
x = 698/24 = 29,08
y = 28.9/24 = 1.204

24(853.7) - 698(28.9)
B - = 0.0061

24(22432) - (698)2

De la ecuacién de la recta: y-y = m(x-x)

y=1.204 = 0.0061(x-29.08) ; y = 0.0061x + 1.026

El C.C. lineal mide la divergencia entre dos variables ;
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tiene valores comprendidos entre -1 y +l1, en el primer caso

la correlacién lineal entre dos variables es negativa y en el
segundo caso es positiva. Cuando el C.C. = O no hay ninguna re-
lacién entre las variables, y éste aumenta a medida que el va-
lor es més cercano a -1 6 a +1 segin el caso.

El valor 0.34 obtenido anteriormente implica una correla-
cibn positiva pero bastante imperfecta entre ambas variables.

En forma grdfica la ecuacién seria la siguiente:

oy
—-

10 20 30 40 S0 40
EDAD (ANOS)

A continuscién 1los datos obtenidos se restimen en dos ta-
blas, en las cufles se incluyen los pardmetros estadisticos

principales para cada uno de 1los métodos desarrollados.



= (7 =

Finalmente se muestran las distribuciones de frecuencia,
las cudles consisten de una serie de rectdngulos que tienen sus
bages sobre un eje horizontal, con centros en las marcas de cla-
se y longitud igual al tamafio de los intervalos de clase.

Es preferible en algunas ocasiones usar frecuencias rela-
tivas; en este caso las gréficas resultantes muestiran una dis-
tribucién porcentual de la variable bajo estudio.

Aquf se muestran las frecuencias relativas en el eje de
las ordenadas y en el de las abscisas las concentraciones del

elemento dado.



HESULTADOS

SUJETO S NORMALES
VARIABLES Cu PLASMA Cv PLASHA Cu erirgocITOS | Zn ERITROCITOS | Zn PLASMA Zn ERITROCITOS
ESTADISTICAS (21Lvcion) (pesc. Peoraina) (D.M.0-) (HaMoLISIS) | ( prac. pROTEINA) (D.M-0.)
Zfi =N 25 24 35 25 24 35
;C 0.694 1.204 1.097 .32 .27 10.64
sSe 0.0066 0.031 0.042 0.7 0.148 2.454
NES 0.083 0.176 0.208 0.99 0.393 1.529
5.( 2 Sx 0.694 ¥ 0.093 4,20 *0.176 10971 % 0.209 9,322+ 0.99 127 ¥ 0.393 10.64 % 1.589
e.V. 0.419 0.146 0.199 0.096 0.309 0.149
a.C. 0.329 0.34 ° 0.030 0.163 0.152 0.0051
X 29.52 29.08 2911 29.52 za.08 29.47
q 0.694 1. 204 4.097 9.320 1.2 40.64
m 0.0028 0.0061 0.00074 0.0(5 0.0062 0.000%6
EcvAcionN
RECTA. Y=00028X+0.61 | 4= 0.0064X%X +1.026 | Y = 0,00074%+1.075| Y= 0.0{5X + .27 |Y=0.0062x+1.089 | Y4=0.00096x+10.61
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7255 UL TADOS

PACIENTES |INNN
VARIABLes Cuv PLASHMA Co PLASMA Cu ErRiTRoCITOS | Bn GRirmROCITOS| Z, PLASMA
ESTADISTICAS (D1LvcioN) (D.M.0.) CHerorsis) ( HamOLISIS) (DiLvcion)
Zfi= N 28 217 217 217 2®
X 1.29 1.34 0.917 11.62 1.38
2
Sx 0.083 0.044 0.0096 2.28 0.260
Sx 0.294 0.206 0.099 4539 0.520
X * 3« 1.29%0.294 | 439t 0.206 09140099 | 14.62%1539 | 435%tos20
C.V: 0.227 0.149 0.108 0.132 0.376
c.C. 0.27 - 0.029 - 0.247 0. 404 - 0.026
X 27.32 27.59 27.48 27.48 27.32
Y 1.29 1.38 0.7 11.62 1.38
m 0.0061 - 0.00045 - 0.0016 0.047 - 0.0010
EcvacionN
RECTA 4= 0.0061X+1.12 Y=-0.00045%X+4.9| Yy2-0.0016x+0.9¢ Y=0.047%+10.32 |y=-0.00i0%+1.41
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Hemblisis: normales

Zn en eritrocitos.
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9.285 g.805 10.325
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Destruccién de materia orgdnica: normales
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VI. RESUMEN Y CONCLUSIONES

En base al trabajo realizado, podemos hacer las siguientes

consideraciones:

1., Ia técnica de Espectroscopfa de Absorcién Atémica es de
gran utilidad para la determinacién de trazas de cobre y zinc

en material biolégico.

2. Para le eliminacién de materia orgdnica en este tipo de
material biolégico, se recomienda el uso de la mezcla HNO3—H202
debido a su poder oxidante y la rapidez con que se efectian las

oxidaciones.

3. En la precipitacidén de las protefnas con dcido tricloro-
dcético como agente precipitante, no se presentan mayores pro-

blemas.

4. Antes de enfocarnos en los resultados obtenidos, es nece-
sario conocer l1los valores que menciona la literatura, como una
base de comparacién respecto a los nuestros.

( Se mencionan como pardmetros la X z Sx, en ppm )
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Valores encontrados en la literaturs (21,22,23,24) para

cobre y zinc en plasma y eritrocitos humanos.

cu(plasma) 7Zn(plasma) cu(erit.) Zn(erit.)
1.19(0.94-1.44)  1.22%0.32 1.15%0.32 14.4(9-19.8)
0.70-1.40 0.96%0.13 0.90 14.00
1.09%0.17 0.55-1.50 1.15%0,22 8.6-16.1
1.16 1.21%0.19 0.89%0.085 12.0-13.0.
1.05-1.10 0.98 - 10.7-28.5
1.06%0.15 1.20 - 14.4%2.70

- 0.90%0.103 - .

Desafortunadamente, la mayoria de los datos provienen de
citas bibliogrdficas que no especifican el método utilizado pa-
ra la obtencién de dichos datos, sin embargo se puede oObservar
que los datos son bastante concordantes entre st.

Cabe aclarar que los datos anteriores son de sujetos nor-
males exclusivamente.

A continuacién se muestran los resultados obtenidos en es-

te trabajo, especificando 1los mismos pardmetros estadfsticos.

Valores experimentales para cobre y zine en plasma y eri-

trocitos humanos.

cu(plasma) zn(plasma) cu(erit.) Zn(erit.)
0.72%0.118 1.24%0.36° 1.094%0.18% 9.34%0.84°
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Ccu(plasma) Zn(plasma) cu(erit.) Zn(erit.)
1.20%0.17° 1.30%0.68% 0.91%0.10° 10.42%2.19%
1.30%0.27% - = 11.64%1.50°
1.37%0.18% = = =

Donde:
a = dilucién normales.

a. = dilucién pacientes.

b = hem6lisis normales.
b. = hemélisis pacientes.
¢ = precipitacién de protefna normales.

¢c. = precipitacién de proteina pacientes.

d = destruccién de materia orgdnica normales.

d. = destruccibén de materia orgdnica pacientes.

Por via comparativa, podemos decir gque:
4.1, Todos los valores obtenidos por los diferentes mé-

todos caen dentro de los valores reportados en la literatura.

4.2, En la literatura se reportan mayores niveles de cobre
en pacientes nerviosos gue en personas normales. Esto sucede en
le meyoria de nuestros casos, excepto en cobre en eritrocitos
por hemélisis.

Es necesario tomar en cuenta que los resultados reportados

en la literatura son de otros Paises (principalmente de EE.UU.),
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y que las diferencias en los niveles normales pueden manifes-
tarse por causas diversas, desde la dieta hasta la vida social

en los diferentes Pafses.

4.3. Los valores obtenidos para zinc en pacientes son me-
nores gue en personas normales, en contradiccién a lo que se
menciona en la literatura; en este caso 1o que se acepté por
" normales " fueron donadores de sangre gue podrfan tener pro
blemas de tipo orgdnico 6 metabblico, no detectables por los

métodos tradicionales usados.

5. En general las desviaciones esténdar obtenidas no fue-
ron considerables, ésto posiblemente se debid a que existfa cier

ta2 homogeneidad en el grupo bajo estudio.

6. Las curvaes de ajuste obtenidas por todos los métodos,
son aplicables con mayor validez em el intervalo de tiempo con-
siderado ( edades de los sujetos bajo estudio ). En general la

concentracién del metal varfa muy poco en relacién a la edad.

7. En bagse a 1o expuesto anteriormente y para determina-
ciones futuras, es posible preferenitemente elegir alguno de los
métodos de andlisis propuesios. Considero que el método de di-

lucién es el més aspropiado, pues, al no incorporar sustancias
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ajenas a la muestra, se evita la posibilidad de cualgquier tipe
de interferencia. Y es ademds, un método rdpido y fdecil de rea-
lizar.

Fn un futuro no muy lejano, la investigacién de los elemen-
tos trazas ocupard un lugar preponderante emn el desarrollo huma-
no. Dfa e dfa las necesidades a cualquier nivel exigen el cuan-
teo de éstos elementos en diferentes tipos de materiales, indu-
dablemente para solventar dichas necesidades recurriremos & un

amigo: la Espectroscopia de Absorcién Atémica.
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