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Resumen. En este trabajo se evaluó un nuevo microinyector de inyección
en flujo para la determinación de Cu, Mg y Zn en células mononucleares de la
sangre. Este dispositivo permitió analizar muestras en el orden de microlitros
mediante espectrometría de absorción atómica con llama, es fácil de cons-
truir y adaptar al inyector convencional del espectrofotómetro de absorción
atómica. En la determinación de Cu, Mg y Zn se obtuvieron límites de detec-
ción de 106, 65 y 37 µg L–1, respectivamente. En las pruebas de recuperación
de estos elementos en leucocitos mononucleares se encontraron porcentajes
de recuperación entre 98 y 110%.

Determination of copper, magnesium and zinc in mononuclear
leukocytes by flame atomic absorption spectrometry.
Invest Clin 2012; 53(4): 342 - 352
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Abstract. In this paper we evaluated a new micro-flow injector for the
determination of the concentrations of Cu, Mg and Zn in mononuclear blood
cells. This device analyzed sample volumes in the order of microliters by
flame atomic absorption spectrometry; it is inexpensive, and easy to build
and to adapt to the conventional injector of the atomic absorption
spectrophotometer. Detection limits of 106, 65 and 37 µg L–1 for Cu, Mg and
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Zn were obtained, respectively. The percentages of recovery tests were found
between 98 and 110%.
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INTRODUCCIÓN

El cobre, el magnesio y el zinc son ele-
mentos traza esenciales involucrados en
procesos indispensables en el crecimiento y
reproducción de los seres vivos. El cobre
está presente en un gran número de enzi-
mas, por lo que las manifestaciones clínicas
de su deficiencia están asociadas a fallas en-
zimáticas (1). Está involucrado en procesos
fundamentales como la producción de ener-
gía, el metabolismo del oxígeno y del hie-
rro, la maduración de la matriz extracelular
y los neuropéptidos, y la señalización neu-
roendocrina (2). El magnesio es un cofac-
tor para cerca de 300 enzimas que partici-
pan en el metabolismo de los alimentos y
en la síntesis de muchos productos, así mis-
mo, toma parte en la transmisión y activi-
dad neuromuscular. Interviene en la sínte-
sis de ácidos grasos y proteínas, la fosforila-
ción de la glucosa y sus derivados en las vías
glucolíticas y las reacciones transcetolasa
(1). El zinc se encuentra en el organismo
casi exclusivamente como Zn2+ enlazado a
numerosas proteínas celulares. Es el oligoe-
lemento intracelular más abundante (3). Es
fundamental para el crecimiento y la dife-
renciación celular. Su déficit provoca efec-
tos adversos muy pronunciados en los teji-
dos de rápido recambio celular, en especial,
el sistema inmunitario (4). Los niveles de
los elementos traza en el cuerpo humano se
han estudiado con el propósito de relacio-
nar las deficiencias de estos elementos con
enfermedades crónicas y mala absorción
(5-15). Los valores de concentración de es-
tos elementos en eritrocitos, plasma y sue-
ro, conducen a conclusiones contradicto-
rias con respecto a los niveles intracelula-
res, especialmente en enfermedades meta-

bólicas como la diabetes mellitus (9,
16-20). Kruse-Jarres y col. (9), han indica-
do que la evaluación de los niveles de los
elementos traza en células sanguíneas pue-
de ser más útil para relacionarlos con una
patología clínica que si son determinados
en plasma, debido a que elementos como el
zinc y el cobre participan en varios procesos
enzimáticos a nivel celular y además el
Mg2+ es un catión intracelular (7). Mielcarz
y col. (20), sugirieron que los leucocitos po-
drían ser considerados mejores indicadores
de los niveles de los elementos traza que los
eritrocitos, el plasma o el suero, porque son
células nucleadas homogéneas, además de
ser metabólicamente más activas por tener
un mayor intercambio de minerales que los
eritrocitos (21) y por su estrecha relación
con el sistema inmunológico.

La literatura sobre la determinación
de Cu, Mg y Zn en leucocitos mononuclea-
res, es reducida. De ellos, el Mg ha sido el
más estudiado en esta matriz. Se ha deter-
minado por espectrometría de absorción
atómica con llama (EAA-LL) (7, 11-13, 22),
por activación de neutrones (INAA) (23) y
espectrofotometría de fluorescencia atómi-
ca (6, 8). El Cu (9, 13, 14, 21, 24) y el Zn
(9, 13, 21, 25) han sido determinados por
espectrometría de absorción atómica con
horno de grafito (EAA-HG).

Debido a que la EAA-LL requiere de vo-
lúmenes en el orden de los mililitros de
muestra para determinar la concentración de
un elemento, se han desarrollado algunos dis-
positivos de inyección de flujo para analizar
muestras de bajo volumen (26, 27). En este
trabajo se diseñó un microinyector en flujo y
se optimizaron las condiciones experimenta-
les para la determinación de Cu, Mg y Zn en
muestras de leucocitos mononucleares.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Materiales
Todos los reactivos utilizados fueron

de grado analítico: buffer fosfato salino
(PBS) (pH 7,4 a 25 °C); Ficoll® 400 tipo
400; Tritón X-100 (Sigma); Uromirón 300
mgI mL–1 (Schering AG); heparina sódica
1000 unidades mL–1 (Farmionni Scalpi);
ácido nítrico (HNO3) 65% v/v (Riedel de
Häen); solución patrón 1g L–1 de Zn (Fixa-
nal ®); solución patrón de 1 g L–1 de Cu y
Mg (Fluka Chemic); peróxido de hidrógeno
(H2O2) 35% p/v (Riedel de Häen) y agua de-
sionizada 18 � cm–1.

Instrumentación
Las medidas de absorbancia fueron

realizadas con un espectrofotómetro de ab-
sorción atómica con llama (GBC Scientific
Equipment, modelo Avanta P, Australia)
bajo las condiciones instrumentales mostra-
das en la Tabla I y empleando una llama

acetileno/aire. Se usó una bomba peristálti-
ca (Instrument S.A. modelo PETEC). Se uti-
lizó una centrífuga (IEC Centra modelo
GP8R) para la separación de los leucocitos
mononucleares. El conteo celular se realizó
con un microscopio (Zeiss ICS model Stan-
dard 25) empleando una cámara de Neu-
bauer.

Dispositivo de introducción de muestras
Debido al bajo volumen de muestras de

células mononucleares (1 mL) que se obtie-
ne de una muestra de 10 mL de sangre, se
diseñó un microinyector en flujo cuyo es-
quema se muestra en la Fig. 1. El microin-
yector se insertó en el capilar del nebuliza-
dor del espectrofotómetro a fin de permitir
la inyección de microlitros de muestras.
Constó de un cilindro de nylon con un con-
ducto central de un milímetro de diámetro,
al cual se le incorporó un canal lateral de
acero inoxidable formando una “Y”. Este
canal se insertó perforando el cilindro prin-

Investigación Clínica 53(4): 2012

344 Rahn-Chique y col.

TABLA I
CONDICIONES INSTRUMENTALES DE LECTURA DE LA ABSORBANCIA

Condiciones Instrumentales Cu Mg Zn

Longitud de onda, nm 324,7 285,2 213,9

Ancho de banda espectral, nm 0,2 0,5 0,5

Intensidad de la lámpara, mA 5 3 5

Rango Lineal, µg mL–1 0,1-2,0 0,1-1,0 0,1-1,5

Sistema de

GBC Avanta P

MICROINYECTOR

Jeringa de inyección

Bomba

Solución portadora

nebulización del

Fig. 1. Esquema del microinyector en flujo para la introducción de la muestra en el espectrofotóme-
tro.



cipal de nylon y fijándolo con pegamento.
Por este canal se introdujeron las solucio-
nes con una inyectadora de 1 mL de capaci-
dad (Hamilton, USA) a través de un septo
ubicado en uno de los extremos del canal
de acero inoxidable. El canal central del ci-
lindro principal transportaba la solución
portadora (agua desionizada) impulsada
por una bomba peristáltica, con el objeto
de mantener un flujo de solución constan-
te. A ambos lados del dispositivo, se coloca-
ron conectores de plástico que permitieron
la inserción de mangueras a través de las
cuales circulaban las soluciones de entrada
y de salida del dispositivo. Para mayor infor-
mación, en la Fig. 2 se muestra una foto del
dispositivo conectado al espectrofotómetro
de absorción atómica de llamas.

Preparación de reactivos
La solución de Ficoll® se preparó a

partir de 11,25 g de Ficoll® 400 y diluyén-
dolos en un volumen de 125 mL de agua de-
sionizada. Esta solución se mantuvo duran-
te 24 horas a una temperatura de 4°C a fin
de solubilizar el sólido. Sobre esta solución,
se añadieron de 18 a 20 mL de solución
contrastante de Uromiron hasta ajustar la
densidad de la solución final a un valor de
1,077 g mL–1. Esta solución se mantuvo re-

frigerada a 4°C hasta su uso. Las soluciones
patrones fueron preparadas por diluciones
sucesivas de una solución de 1g L–1 de cada
elemento. Los rangos de los patrones de ca-
libración para Cu, Mg y Zn fueron 0,1-2;
0,1-1 y 0,1-1,5 µg mL–1 respectivamente;
conteniendo HNO3 al 0,1% p/v y Triton
X-100 al 0,5% p/v.

Muestras
Las muestras de sangre fueron reco-

lectadas de donantes voluntarios del Servi-
cio de Endocrinología del Hospital José
María Vargas (Caracas, Venezuela). A cada
donante se le extrajeron 20 mL de sangre
completa en tubos recolectores que conte-
nían 0,5 mL de heparina sódica como anti-
coagulante.

Procedimiento de separación
de leucocitos mononucleares de sangre
completa

La separación de leucocitos mononu-
cleares se realizó mediante el gradiente de
densidad generado por el Ficoll® (28). Una
vez obtenido el botón celular de leucocitos
mononucleares, se procedió a eliminar los
glóbulos rojos residuales agregando 1 mL
de agua desionizada y dejándolo reposar du-
rante 40 segundos a 25°C, induciendo de
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Fig. 2. Foto del microinyector conectado al nebulizador del equipo de AA-LL.



esta manera la ruptura de la membrana ce-
lular. Seguidamente se adicionaron 3 mL
de PBS a la suspensión celular, se centrifu-
gó a 1400 rpm durante 10 minutos a 4°C y
posteriormente se desechó el sobrenadante.
Este último proceso se repitió tres veces,
para finalmente obtener el botón de leuco-
citos mononucleares limpio, el cual fue sus-
pendido en 5 mL de solución PBS. De esta
suspensión se realizó el conteo celular. Una
vez finalizado esto, la suspensión fue centri-
fugada a 1400 rpm durante 10 min a 4°C y
se extrajo el sobrenadante para conservar el
botón celular a –10°C hasta su análisis.

Digestión de la muestra de leucocitos
mononucleares

El botón de leucocitos mononucleares
fue descongelado dejándolo a temperatura
ambiente (25°C). Este cambio brusco de
temperatura facilitó la ruptura de la mem-
brana celular y con ello la liberación de los
componentes contenidos dentro de ellas.
Esta ruptura celular dejó residuos sólidos
suspendidos en las muestras, por lo que fue
necesario tratarlas con 20 µL de H2O2 (35%
p/v) por 24 horas hasta obtener una solu-
ción homogénea. Pasado este tiempo, se
añadieron 200 µL de Tritón X-100 al 0,5%
p/v. Posteriormente, la muestra fue llevada
hasta un volumen final de 1 mL con agua
desionizada. El Cu fue determinado directa-
mente en esta solución, mientras que para
el análisis de Mg la muestra fue diluida 10
veces y para el Zn 3 veces.

Optimización de las variables
operacionales

Las variables operacionales considera-
das fueron las siguientes: tiempo de lectu-
ra, modo de lectura, flujo de solución porta-
dora (velocidad de aspiración del nebuliza-
dor), volumen de inyección y efecto del flu-
jo forzado con bomba peristáltica. Dichas
variables fueron optimizadas de manera

univariada, utilizando patrones acuosos de
1 µg mL–1 para Cu y 0,4 µg mL–1 para Mg y
Zn. Para optimizar cada una de las variables
se tomó en cuenta tanto la sensibilidad
(magnitud de la señal de absorbancia)
como la reproducibilidad de los resultados,
medida como desviación estándar relativa
(RSD) de cinco (5) determinaciones.

Análisis estadístico
Consistió en el cálculo del promedio y

de la desviación estándar de cinco (5) de-
terminaciones. La significancia estadística
de diferencias entre valores promedios fue
calculada con la prueba t de Student. Las
pruebas que resultaron con p<0,05 fueron
consideradas significativas. La reproducibi-
lidad fue evaluada por medio de la desvia-
ción estándar relativa (RSD). La exactitud
fue estudiada mediante pruebas de recupe-
ración, ya que no se encontró un material
certificado de este tipo de muestras para
validar el método. Se calculó la concentra-
ción característica (Co) para cada uno de
los elementos, como un parámetro de eva-
luación de la sensibilidad del método. La
evaluación del efecto matriz se hizo compa-
rando los valores de la concentración de
Cu, Mg y Zn en una muestra de leucocitos
mononucleares obtenida por el método de
adición de estándar y el método de calibra-
ción directa. Los límites de detección
(LOD) fueron determinados a partir de tres
curvas de calibración de cada uno de los
elementos empleando el método descrito
por Miller y Miller (29) tomando en cuenta
la ecuación:

y y sB B� � 3 (1)

donde yB es la señal del blanco determinada
a partir del valor de la ordenada al origen
del ajuste de regresión lineal y sB es
calculado como el dato estadístico, sy/x.
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Aquí el término ( � )y yi i� representa
los residuales de y y n es el número de me-
diciones realizadas.

RESULTADOS

Optimización de las condiciones
operacionales del microinyector

Modo de lectura: Se ensayaron dos
modos de lectura: altura de pico y área de
pico. Se observó una señal de absorbancia
completa para realizar una lectura confia-
ble a los 5 y 7 segundos, respectivamente.

Flujo de solución portadora (Veloci-
dad de aspiración del nebulizador): En la
Fig. 3 se presenta la señal de absorbancia
de 50 µL de soluciones patrón de 1 µg mL–1

de Cu, y 0,4 µg mL–1 para Mg y Zn en fun-
ción del flujo de solución portadora. Este
flujo fue modificado variando la velocidad
de aspiración del nebulizador. Se encontró
que para el Cu la señal de absorbancia no
varió significativamente al modificar el flujo
de solución portadora, mientras que para el

Mg y el Zn se obtuvo una máxima absorban-
cia a un flujo a partir del cual la señal co-
menzó a descender suavemente. Además, se
observó que la reproducibilidad de la señal
disminuyó a medida que aumentó este flu-
jo, llegando a ser superiores al 5% de RSD.
Se seleccionó el flujo de 3,60 mL min–1, ya
que con este flujo se obtuvo una buena se-
ñal de absorbancia junto con una alta preci-
sión (RSD < 3%) para los tres elementos.

Influencia del modo de lectura en la
señal de absorbancia: En la Tabla II se pre-
sentan las medidas promedios de absorban-
cia en los modos de altura y área de pico.
Se observó una mayor señal con el modo de
área de pico. Para el Cu y el Mg ambos mo-
dos de lectura fueron igualmente reprodu-
cibles a diferencia del Zn que presentó una
mejor reproducibilidad en modo de área de
pico.

Influencia del volumen de inyección
en la reproducibilidad de la señal: En la
Tabla II se observa que en general se obtuvo
una mejor precisión a mayor volumen de in-
yección. Para el Mg y el Zn aún con 25 µL
de solución se obtuvo una buena reproduci-
bilidad. Para el Cu se deben utilizar al me-
nos 100 µL para obtener una reproducibili-
dad aceptable, debido a que exhibió una
menor sensibilidad.
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Fig. 3. Efecto del flujo de solución portadora sin bomba peristáltica sobre la señal de absorbancia del
Cu, Mg y Zn.



Uso de la bomba peristáltica para im-
pulsar la solución portadora: En la Tabla II
se presenta la señal de absorbancia con y
sin el uso de la bomba peristáltica. Para el
Cu y el Zn se logró una mejor sensibilidad y
reproducibilidad con el uso de la bomba pe-
ristáltica. En el caso del Mg, no existieron
diferencias significativas en la señal de ab-
sorbancia con o sin bomba peristáltica, sin
embargo, la reproducibilidad disminuyó con
el uso de ésta.

En la Tabla III se sumarizan las condi-
ciones óptimas para la determinación de
Cu, Mg y Zn con el microinyector.

Los resultados de la concentración de
Cu, Mg y Zn obtenidos por curva de calibra-

ción directa y adición del estándar, respec-
tivamente fueron: Cu (182 ± 34; 193 ±
52), Mg (1040 ± 98; 1037 ± 80) y Zn
(1350 ± 220; 1400 ± 160) en unidades de
µg L–1.

En la Tabla IV se muestran los valores
promedios de LOD obtenidos para los tres
elementos calculados a partir de tres curvas
de calibración y los valores de concentra-
ción característica (Co) determinados para
cada uno de los elementos. En este último
caso, si los comparamos con los valores re-
portados en el manual de operaciones del
equipo (Co*), se puede apreciar que las con-
centraciones características obtenidas fue-
ron más altas que las reportadas.
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TABLA II
ESTUDIO DE LAS VARIABLES INSTRUMENTALES SOBRE LA SEÑAL DE ABSORBANCIA

Cu Mg Zn

Modo de lectura Absorbancia RSD (%) Absorbancia RSD (%) Absorbancia RSD (%)

Altura de pico 0,012 2 0,048 1 0,046 12

Área de pico 0,028 2 0,167 3 0,086 2

Volumen de muestra (µL) Absorbancia RSD (%) Absorbancia RSD (%) Absorbancia RSD (%)

25 0,012 11 0,077 4 0,045 3

50 0,028 5 0,164 4 0,086 2

100 0,058 3 0,342 2 0,169 2

Inyección de la muestra Absorbancia RSD (%) Absorbancia RSD (%) Absorbancia RSD (%)

Con bomba 0,047 2 0,096 7 0,097 4

Sin bomba 0,028 4 0,104 2 0,080 5
RSD: desviación estándar relativa. Número de determinaciones: 5.

TABLA III
CONDICIONES EXPERIMENTALES ÓPTIMAS PARA LA DETERMINACIÓN DE Cu, Mg Y Zn

CON EL MICROINYECTOR EN FLUJO ACOPLADO AL EQUIPO DE EAA-LL

Condiciones operacionales Cu Mg Zn

Modo de Lectura Área de pico Altura de pico Área de pico

Tiempo de Lectura, s 7 5 7

Flujo de solución portadora, mL min–1 3,60 3,60 3,60

Volumen de Inyección, µL 100 50 50

Flujo impulsado con bomba peristáltica, mLmin–1 3,75 N/A 3,67
N/A: No aplica.



En la Tabla IV también se muestra una
ecuación de la curva de calibración obteni-
da para cada elemento, además del coefi-
ciente de correlación (R2) correspondiente.

Los factores de recuperación determi-
nados fueron para el Cu (98-108 %), el Mg
(104-105%) y para el Zn (104-110%).

Determinación de la concentración de Cu,
Mg y Zn en muestras de leucocitos
mononucleares

En la Tabla V se muestran los resulta-
dos de las concentraciones de Cu, Mg y Zn
en muestras de leucocitos mononucleares.
En esta tabla se observa una baja reproduci-
bilidad en los niveles de Cu (RSD < 28%),

DISCUSIÓN

En la evaluación de las condiciones
operacionales del microinyector, se encon-
tró que factores como el flujo de solución
portadora, el volumen de inyección y el uso
de una bomba peristáltica fueron los más
determinantes en la obtención de una alta
reproducibilidad y sensibilidad. En el estu-
dio del flujo de solución portadora, la dis-
minución de la señal y la reproducibilidad
con el incremento del flujo observado, posi-
blemente se debió a un aumento en el régi-
men de turbulencia cuando se incrementó
el flujo, trayendo como consecuencia que la
muestra saliera del régimen de difusión a
través de la columna de solvente y pasara a

un régimen de transición o turbulento.
Esto produjo una dispersión de la muestra
en la columna del fluido portador, favore-
ciendo su dilución y en consecuencia, una
disminución de la señal y la reproducibili-
dad. Con respecto al volumen de muestra a
inyectar, dependió de la sensibilidad del
método para cada elemento. El uso de la
bomba peristáltica mejoró la reproducibili-
dad y sensibilidad del método, debido a que
permitió una introducción de la muestra de
manera más constante.

Una vez optimizadas las condiciones
operacionales del microinyector en flujo, se
logró determinar la concentración por tri-
plicado de Cu, Mg y Zn con menos de 1 mi-
lilitro de muestra, sin efecto memoria ni in-
terferencias. Esto se ve reflejado en los re-
sultados del análisis estadístico: comparan-
do las concentraciones obtenidas por cali-
bración directa y estándar, se encontró que
los valores de p para los tres elementos fue-
ron mayores de 0,05; por lo tanto no hubo
diferencias estadísticamente significativas
entre ambos métodos. Esto indica que la
matriz de la muestra no alteró el comporta-
miento de los analitos. Por otro lado, se ob-
tuvo una buena linealidad entre la absor-
bancia y la concentración. Asimismo, los es-
tudios de recuperación realizados presen-
tan porcentajes de recuperación entre 98 y
110%, los cuales están dentro del rango
aceptado para este tipo de muestras (30).
La determinación de la concentración ca-
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TABLA IV
LÍMITES DE DETECCIÓN, CONCENTRACIÓN CARACTERÍSTICA Y ECUACIÓN DE LA CURVA

DE CALIBRACIÓN

Elemento Co

(µg L–1)
Co *

(µg L–1)
LOD

(µg L–1)
Ecuación de la curva de

calibración
R2

Cu 29 25 106 A= 0.056 [Cu] + 0.008 0.9987

Mg 11 3 65 A= 0.096 [Mg] – 0.001 0.9983

Zn 45 8 37 A= 0.109 [Zn] + 0.008 0.9991
A: Absorbancia. Co: concentración característica determinada. Co*: concentración característica reportada en
el manual de operaciones del equipo.



racterística permitió concluir que el uso del
microinyector disminuyó la sensibilidad del
método debido al efecto diluyente del flujo
portador al arrastrar la muestra hacia la lla-
ma. A pesar de esta pérdida de la sensibili-
dad, los LOD obtenidos permitieron la de-
terminación de Cu, Mg y Zn en la matriz de
leucocitos mononucleares con buena exac-
titud y reproducibilidad en un volumen in-
ferior a 1 ml de solución de la muestra, sin
la influencia de factores que afecten signifi-
cativamente al analito durante el procedi-

miento de tratamiento y medición de las
muestras. Las concentraciones determina-
das de estos elementos se encuentran en
los mismos órdenes de las reportadas en
trabajos anteriores para Cu (2, 13, 14, 16,
21), Mg (7, 13, 22, 23) y Zn (9, 13, 14, 16,
25) (Tabla VI). En general, se observó una
baja reproducibilidad en la determinación
de Cu, lo cual puede atribuirse a los bajos
niveles de este elemento en las muestras.

El nuevo microinyector en flujo desa-
rrollado en este trabajo presentó claras ven-
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TABLA V
CONCENTRACIONES DE Cu, Mg Y Zn EN MUESTRAS DE LEUCOCITOS MONONUCLEARES

Elemento ID Concentración de los elementos en células RSD (%)

Mcel mL–1 µg L–1 ng Mcel–1

Cu

M1 52,2 <20 <0,4 -

M2 17,9 31 1,7 ± 0,5 28

M3 15,1 33 2,2 ± 0,5 22

M4 14,2 29 2,0 ± 0,5 25

M5 35,5 98 2,8 ± 0,6 24

M6 26,6 <20 <0, 8 -

M7 15,5 <20 <0,13 -

Mg

M1 52,2 4180 80 ± 1 10

M2 17,9 2920 163 ± 15 8

M3 15,1 1750 116 ± 11 10

M4 14,2 2110 149 ± 22 15

M5 35,5 4790 86 ± 10 12

M6 26,6 <100 4 -

M7 15,5 740 48 ± 2 4

Zn

M1 52,2 725 14 ± 1 8

M2 17,9 267 15 ± 2 11

M3 15,1 <100 <7 -

M4 14,2 408 29 ± 5 16

M5 35,5 443 13 ± 2 12

M6 26,6 478 18 ± 2 10

M7 15,5 <100 <6 -
Mcel mL–1: Millón de células por mL de suspensión de leucocitos mononucleares. ng Mcel–1: nanogramo del
elemento por millón de células de leucocitos mononucleares.



tajas con respecto al modo de inyección
convencional usado en espectrometría de
absorción atómica con llama: su construc-
ción es muy económica y se puede adaptar
a la instrumentación básica del espectrofo-
tómetro de absorción atómica.
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