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RESUMEN

La cuantificacion de los niveles de zinc sérico es el mas usual para la valoracion nutricional del mineral en
el organismo humano. El método de referencia para su valoracion es la espectrofotometria de absorcion
atomica (EAA), método de alto costo que impiden a algunas instituciones realice estos analisis, siendo
la colorimetria con zincon una alternativa mas econdémica, pero no se ha evaluado su comparacion con el
método de EAA. En el presente trabajo se cuantifico las concentraciones de zinc en 120 muestras de suero
sanguineo humano por el método colorimétrico utilizando zincon y comparadas con las obtenidas por el
método EAA. Las muestras de sangre fueron obtenidas en ayunas de 12 horas de mujeres adultas mediante
puncion venosa y jeringas desechables, obteniéndose el suero mediante centrifugacion después de la
coagulacion sanguinea. Para la determinacion de los niveles de zinc se adapto técnica descrita por William
et al (1) y Methods for the examination of water and waste water(2), el cual consistié en desnaturalizar las
proteinas de la muestra con TCA 10% vy disolucion del zinc presente con HCL IN. En el filtra-
do correspondiente se determind la concentracion del zinc con el uso del zincon. Se obtuvo

una media+SD de 104,45+19,34 pg/dL, niveles superiores estadisticamente cuando comparados con los
niveles obtenidos con absorcion atomica (65,7+14.8 pg/dL) (p>0.005), dando como resultado que las
concentraciones fueron diferentes mostrando una correlacion débil entre ellas con un R2 =0.1644, indican-
do que el método de zincon adaptado no es comparable con el de espectrofotometria de absorcion atémica.
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ABSTRACT

The quantification of serum zinc is the most usual for nutritional assessment of the mineral in the human
body. The reference method for assessment is the atomic absorption spectrophotometry (AAS), a high cost
method that some institutions refuse to implement. The colorimetric zincon is a cheaper alternative, but its
comparison with the method EA has not been evaluated. In this study, zinc concentrations were quantified in
120 samples of human blood serum by the colorimetric method using zincon and compared with those obtai-
ned by AAS method was quantified. Blood samples were obtained in 12 hours fasting of adult female by ve-
nipuncture and disposable syringes, serum obtained by centrifugation following blood clotting. To determine
the levels of zinc, it was adapted a technique described by William ef a/, (1) and Methods for the examination
of toilet and waste toiled (2), which consisted of denaturing the proteins in the sample with TCA 10 % solu-
tion of zinc present and with IN HCI. Filtering the corresponding zinc concentration was determined with
the use of zincon. An average of + SD of 104.45 + 19.34 mg / dL was obtained. Statistically higher levels
when compared to the levels obtained with atomic absorption (65.7 + 14.8 mg/ dL) (p>0.005) were obtained.
As a result, concentrations were different showing a weak correlation between them with a R2 = 0.1644,
indicating that the method adapted zincon is not comparable to that of atomic absorption spectrophotometry.

Keywords: serum zinc, colorimetric method, zincon

INTRODUCCION

El Zinc (Zn) es un elemento traza esencial para
el buen funcionamiento del organismo humano forma
parte estructural de un grande ntimero de enzimas que
se encuentran relacionada con la division, dife-
renciacion y desenvolvimiento celular, con el metabo-
lismo de proteinas, lipidos y carbohidratos, regulacion
del olfato, gusto, apetito y consumo de alimentos, esta
involucrado en la sintesis y accién de la hormona de
crecimiento (GH), factor de crecimiento insulinico tipo
I (IGF-1), alcalina fosfatasa, colageno, y oateocalcina.
Asi como también interactua con hormonas relaciona-
das con el crecimiento del hueso tales como tetosterona,
hormona tiroidea, insulina y vitamina D (3.4,5).

Para el analisis de este ion en especimenes biologicos
se han empleado métodos como el de espectrofotome-
tria de absorcion atomica (EAA), espectrofotometria
de absorcion atomica con horno de grafito (GFAAS),
espectrofotometria de masa con fuente de plasma de
acoplamiento inductivo (ICP-MS), espectrofotometria
de emision atdmica acoplado inductivamente a plasma
(ICP-AES), analisis instrumental de activacion de neu-
trones (NAA), espectrofotometria de rayos x y Anodic
Stripping Voltammetry (ASV) (6,7). Sin embargo, aun-
que estas técnicas son sensibles y confiables en todos
estos métodos se requiere de equipos espéciales,
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costosos (considerando la compra y mantenimien-
to de los equipos) y el procesamiento de las mues-
tras requiere procedimientos muy dispendiosos (8).

Es por ello, que ademas de estos, y como una al-
ternativa viable y menos costosa, se han propuesto
diversos reactivos organicos, siendo los mas habituales
la ditizona, el 1- (2-piridilazo)-2-naftol (PAN) (9) y
el zincon, esteultimo ampliamente reconocido por ser
un excelente reactivo colorimétrico utilizado para la
determinacion del ion zinc en soluciones acuosas
(8), mostrando ser un método rapido y de una elevada
sensibilidad tanto en agua (2) como en suero (1). Sin
embargo, no se ha verificado la comparabilidad de las
concentraciones con el método de espectrometria de
absorcion atomica,

método considerado como el referente para la cuantifi-
cacion de zinc en muestras biologicas.

En esta investigacion se adaptd un protocolo para cuan-
tificar el zinc en muestras de suero sanguineo humano
mediante técnica colorimétrica utilizando zincon, con
la finalidad de establecer una metodologia alternativa
y confiable que pueda ser utilizado por aquellas ins-
tituciones que carecen de laboratorios dotados de
equipos sofisticados (costosos) y que requieren hacer
estudios de gran impacto social.

Rev. Asoc. Col. Cienc.(Col.), 26: 65-71; 2014



__ Comparacion de los niveles de zinc sérico determinados con el método colorimétrico utilizando zincon . Coronado ef al.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1.0btencion y conservacion de la muestra

Las muestras de sangre (n=120) eran procedentes de 40
mujeres gestantes que fueron atendidas durante la ges-
tacion en el Hospital local publico de Baranoa E.S.E.
DE J. GOMEZ HEREDIA, las cuales fueron colecta-
das por estudiantes semillero de investigacion del Gru-
po Biologia de Nutrientes, en ajunas de 12 horas, a
través de jeringas desechables, procesadas para la ob-
tencion del suero correspondiente. El suero fue dividido
en alicuotas y congeladas a -20°C hasta el analisis. Los
estudiantes que colectaron las muestras determinaron
también los niveles de zinc por espectrofotometria de
absorcion atémica (10).

2.2.Analisis de laboratorio

El protocolo que se adaptd para la determinacion de
zinc en las muestras de suero por el método colorimé-
trico utilizando zincon fue segin los descritos (1,2).
El cual consiste en desnaturalizar las proteinas de la
muestra con TCA 10% y disolucion del zinc presente
con HCI IN. En el filtrado correspondiente se de-
termino la concentracion del zinc con el uso del zincon,
cuyo principio se basa en la formacion de un complejo
azul que se produce al reaccionar el zinc con el zincon
en una solucion basica de pH entre 8,5 y 9,5, después
del enmascaramiento del ion con NaCN y estabilizacion
del complejo con ciclohexanona antes y después de
1 minuto de reaccion, determinandose la absorbancia
a 620nm y relacionandose a una curva patrén. Todo el
material tanto de plastico como de vidrio se lavaron en
solucion NHO3 1:4 en agua desionizada.

2.3. Analisis estadistico.

Los analisis estadisticos aplicados en esta investigacion
fueron: Analisis descriptivo de cada variable para su
caracterizacion general; analisis de comprobacion de
normalidad de los datos a través de la prueba de Kolmo-
gorov- Smirnov que fue positiva para datos normales,
analisis de comparacion de medias y Analisis de corre-
lacion de Pearson entre los dos valores obtenidos por el
método colorimétrico utilizando zincon y los obtenidos
por espectrofotometria de absorcidon atémica (zincon-
EAA), valores de P<0,05, se consideraron significati-
vas con un nivel de confianza del 95.0%.
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3. RESULTADOS

3.1. Adaptacion del protocolo para la determinacién
del zinc por colorimetria utilizando zinc

El zincon utilizado se disolvio en metanol grado reac-
tivo, el complejo con zinc dio una mayor absorbancia
con las condiciones del laboratorio de experimentacion
a 620nm, se utilizé un volumen de ciclohexanona para
estabilizar el complejo de color en la proporcion 1/40
diferente a lo utlizado por Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (2). Para la curva
de concentracion de zinc se realizaron desde 0.1: 0.2:
0.3; 0.4; 0.5; 0.75; 1.0; 1.5; 2.0 mg/dL en replica de 10
dando mejor linealidad en las concentraciones de 0.3;
0.5y 0.75 mg/dL, visualizada en la figura 1.
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Figura 1. Curva patrén de zinc por el método colorimétrico
utilizando zincon.

3.2. Niveles de zinc sérico cuantificados por el méto-
do colorimétrico utilizando zincon.

En la tabla 1. Se puede observar el analisis estadistico
descriptivo de los valores de zinc que se obtuvieron por
el método de espectrofotometria de luz visible utilizan-
do zincon y su comparacion con los obtenidos por EAA.

Observamos que los valores obtenidos por colorimetria
se presentaron en media un 37% mayor a los obtenidos
por EAA. La mediatSD fue de 104,45+ 19,34 pg/dL en
el método colorimétricos y de 65,37+16,07 pg/dL para
el método de EAA, el valor minimo y maximo fue de
54,50 - 150,70 pg/dL para el método colorimétrico y
de 29,80 - 106,35 pg/dL para EAA, respectivamen-
te. En ambos métodos se observa una variabilidad
interindividual en ambas métodos. Estos valores nos
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indican que el método colorimétrico no es comparable
con el método de EAA, dato que se confirma por una
correlacion débil entre los valores obtenidos de ambos
métodos (figura 2).

Tablal.  Descripcion y  comparacion  estadisti-
ca de los niveles de =zinc sérico humano cuantifi-
cados mediante el método colorimétrico y EAA
Parametro Metodo de determinacion*
estadistico Colorimétrico EAA
No de muestras 120 120
Media+SD (pug/dL) 104,45+ 19,34  65,37+16,07**
Mediana ( pg/dL) 104,34 63,50
Minimo ( pg/dL) 54,50 29,80
Maximo ( pg/dL) 150,70 106,35
Rango ( pg/dL) 96,20 76,55

*Valores son dados en media+SD.
**Diferencia significativa entre los dos métodos (p<0.005)
por test-t

Correlacion EAA VS Zincon
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Figura 2. Correlacion de los niveles de zinc sérico determi-
nados entre el método EAA y el de Colorimetria (Zincon).

4- DISCUSION

En este trabajo se ha comparado los niveles de zinc séri-
co humano determinado por los métodos colorimétrico
(zincon) y de espectrofotometria de absorcion atdmica.

Esto con el proposito de establecer un método alter-
nativo y confiable que pueda ser utilizado por aquellas
instituciones interesados en realizar estudios de gran
impacto social sobre el estado nutricional del zinc en
humanos o en cualquier ser vivo.

Debido a que el zinc presente en suero y plasma se en-
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cuentran unido a diversas proteinas es importante tener
en cuenta que las determinaciones espectrofotométricas
de iones metalicos utilizando zincon y otros cromo-
geno usualmente requiere la remocion de estos iones
desde la matriz biologica antes de su analisis (Sabel y
cols, 2010). En la adaptacion del protocolo de esta
investigacion se ha llevado a cabo el procesamiento de
las muestras que consiste en una desnaturalizacion de
las proteinas con TCA al 10% asi como una disocia-
cion de él ion utilizando HCI 1N siguiendo el protocolo
descrito por (1), quienes previo al uso de estos reacti-
vos calentaron las muestras sometiéndolas a bafio ma-
ria, sin embargo en este trabajo las muestras no fueron
sometidas a calentamiento debido a que otros estudios
muestran que no hay diferencia significativa cuando las
muestras son tratadas con o sin calentamiento (8,11,13).

En la vigésimo primera edicion de Standard methods
for the examination of water and wastewater(2), se pro-
pone un tratamiento de las muestras que consiste en fil-
trar estas a través de una membrana con ayuda de una
jeringa, Caro y Alfaro (14) han utilizado este método
para la determinacion de zinc en suero y orina, sin em-
bargo en esta investigacion se siguio el procedimiento
descrito por Willian y cols, (1962) debido a que este
procedimiento corresponde mas a la naturaleza de ma-
triz sérica ya que el 0,1% del zinc a nivel de la circula-
cion se encuentra siendo transportado por proteinas, el
resto esta dentro de las células (Sabel y cols, 2009) y es
por esto importante la remocion de este ion desde las
proteinas antes de realizar las determinaciones.

El espectro de absorcion del método en el presente
trabajo muestro un maximo de absorbancia a 620nm.
Sabel et al (8) estudiaron el espectro de absorcion del
complejo zinc-zincon en presencia de urea y guani-
dina hidroclorada, dos desnaturalizantes de proteinas
muy utilizados encontrando que cuando el complejo
se encontraba en presencia de guanidina hidroclorada,
se observo un espectro de absorcion maxima de 632nm,
con urea fue de 628 mientras que cuando se encon-
traba solo en presencia del buffer borato los resultados
mostraron un  maximo a 620nm coincidiendo con
lo reportado en este trabajo, y lo recomendado en
Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (2).

En la realizacion de la curva de calibracion se ob-
servo linealidad incluso a concentraciones de zinc de
750 pg/dL (figura 2), Johnson et al (15) proponen un
método que es lineal hasta una concentracion de 400
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ug/dL. En este caso el reactivo de color utilizado fue el
4-(2-pyridylazo) resorcinol y el propuesto por Caro y
Alfaro (14) quienes determinaron zinc en suero y orina
de mujeres gestantes mostro linealidad hasta 500 pg/
dL. La ecuacion de regresion lineal y el coeficiente de
correlacion para esta recta es en esta investigacion es:
y=0,2375X+ 0,138 pg/dl y r = 0,9833 respectivamen-
te. La Figura 1 muestra que en este estudio se obtuvo
linealidad con sueros que presenten absorbancias de al
menos 0.30 Este valor corresponde a una concentra-
cion aproximada de 750 pg/dl de zinc, A concentra-
ciones mas altas se perdio la linealidad esto probable-
mente porque no se tiene la cantidad estequiométrica de
zincon necesaria para la reaccion con el ion metalico.
En consecuencia, a altas concentraciones de cinc, la
cantidad de zincon limita la formacion del complejo
zincon-zinc y la absorbancia, que es proporcional a
la cantidad de complejo formado, disminuye, en con-
cordancia con la ley de Beer (16).

Al comparar los valores obtenidos en este trabajo con
los reportados por (15). Se observd que son similares.
Estos autores determinaron los niveles de zinc en
muestras de suero de 31 personas saludables utili-
zando clorhidrato de guanidina comodesnaturalizante
quimico, seguido de la complejacion de los metales
liberados con cianuro, desenmascaramiento selectivo
con hidrato de cloral y finalmente llevaron a cabo la
reaccion colorimétrica entre el zinc y 4-(2-pyridylazo)
resorcinol. Los valores estuvieron en un rango que va
desde 83 pg/dL hasta 129 pg/dL con una media de 99
pg/dL £+ 9 ug/DI.

Ujiiea et al (17) desarrollan un método colorimétrico
para la determinacion de zinc en suero utilizando como
agente cromogénico el 2-(2-pyridylazo)-5- dimethyla-
minophenol (PADAP), las muestras fueron obtenidas
a partir de 50 adultos saludables (38 mujeres y 12
hombres) obteniendo valores que van desde 63 hasta
116 pg/dL, en comparacion con los obtenidos en este
estudio.

Comparando los niveles de zinc obtenidos por colori-
metria utilizando zincon con los evaluados por EAA,
se observa en la tabla 1 que los rangos, por el método
colorimétrico fueron de 54,50 - 150,70 pg/d, en cam-
bio por EAA fue de 29,80 -106,35 pg/dL, mostrando
que ademas de que sus valores se encuentran alejados,
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la comparacion de la media present6 diferencia signifi-
cativa entre ellas, indicando que los métodos no serian
comparables, reforzando el resultado por la existencia
de una correlacion muy débil (Figura 2). El promedio
de los niveles se presentaron en un 37% superior a los
obtenidos por EAA, posiblemente a una interferencia
de la reaccion del zincon con oros minerales presente
en el suero. Es conocido que durante la gestacion los
niveles de zinc sérico disminuyen a medida que avanza
la gestacion, pero pueden aumentar otros iones como el
cobre (18) el cual puede ser la causa del aumento de las
absorbancia del complejo zinc-zincon.

Los niveles de zinc (media+SD), obtenidos por el
método colorimétrico en este estudio fue de 104,45+
19,34, valores que estuvieron cercanos a los obtenidos
en muestra de suero sanguineo humano reportados en
otros estudios utilizando EAA, tales como Sinha y Ga-
brieli (19), quienes obtuvieron valores (media+SD) de
120422 pg/dL en 200 muestras de suero sanguineo, Pe-
karek et al (20) de 10217 pg/dL en 99 muestras de
personas saludables. Mientras que otros reportaron
valores mas bajos tales como Vielra y Hansen,
(1981). Quienes obtuvieron una media de 92+0.17 pg/
dL de zinc en suero en 105 personas sanas utilizando un
volumen de solo 10 pl de muestra.

Rodriguez et al (22), obtuvieron valores de 83+19 ug/
dL en una poblacion de 292 menores de 15 afios, los
cuales tenian una dieta habitual baja en zinc. Kilic y
saraymen (23), encontraron niveles de 62+2ug/dL en
hombres que presentaron el parasito B. hominis (n=28)
mientras que el grupo control (n=10) para este mismo
género presento valores de zinc séricos de 82+1pg/dL
por otro lado en mujeres que presentaron el parasito
(n=24) las concentraciones fueron de 61+£2pg/dL y
de 60+£2pg/dL para el grupo control (n=50) sin embar-
go se debe tener en cuenta que ademas de la presencia
de una condicion patoldgica, en este caso el nimero de
muestra es bajo en comparacion con el utilizado en este
estudio.

El método de colorimetria utilizando zincon no presen-
td una comparacion positiva con el método de EAA,
indicando que el protocolo adaptado parece no ser
adecuado para ser utilizado como una alternativa para
las investigaciones de la homeostasis del zinc en huma-
nos por instituciones que tengan bajos recursos finan-
cieros.
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