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Abstract

It was developed and validated an analytical methodology able to quantify aluminium in
haemodialysis fluids, based on the reaction of aluminium with cupferrron (ammonium
salt of N-nitroso phenyl hydroxyl amina), on the adsorption of the complex on a
hanging drop mercury electrode, and on the measurement of the reduction current of the
complex. Parameter validation was done using square wave voltammetry for
accumulation potential, time of accumulation, frequency, pulse amplitude, equilibrium
time, cupferron concentration, optimum pH. Performance parameters of the method
were established: detection limit, quantification limit, reliability, lineal interval for the
calibration curves. The method was applied to haemodialysis mineralized fluids, being
done the quantification of the aluminium presented.

Keywords: fluids, renal dialysis, quantitative analysis, aluminium, adsorptive
voltammetry, square wave, cupferron.

Introduccion

El aluminio por muchos afos ha sido sefialado como causante de dafios y
enfermedades 0seas y neurologicas en encefalopatias. Existen diversas fuentes de
contaminacion con aluminio, como el aluminio del agua utilizada para preparar

fluidos de dialisis y enlazantes de fosfatos. Se ha asociado la contaminacion
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con aluminio con ciertos tipos de anemia de didlisis; debido a eso la
“Legislacion Internacional sobre Didlisis” ha elaborado una serie de regulaciones
sobre la calidad del agua, ya que un paciente de hemodialisis esta expuesto a
volumenes de fluidos de didlisis de 20000-30000 litros/afio y existe el riesgo de
complicaciones agudas o cronicas. La acumulacion en hemodialisis resulta de la
contaminacion de los fluidos empleados con aluminio y se ha relacionado la
acumulacion 6sea de este metal con la osteodistrofia de dialisis; también se ha
demostrado relacion entre la acumulacion de aluminio y la de peroxidos lipidicos
en células rojas de pacientes de hemodialisis [1]. Se han propuesto diversos
tratamientos para la purificaciéon quimica y microbioldgica del agua utilizada en
los fluidos de dialisis [2].

Se ha dado importancia a la contaminacién microbioldgica de las aguas
empleadas, pero no se han evaluado completamente todos los pardmetros
fisicoquimicos de las aguas empleadas para preparar las disoluciones utilizadas
durante la hemodidlisis [3].

Se ha reportado una concentracion de aluminio en suero de pacientes de
hemodialisis més alta que la concentracion del metal en agua, siendo este efecto
mas pronunciado cuando han sufrido hepatitis [4]. EI valor maximo permitido
para este metal por la AAMI (American Association for the Advancement of
Medical Instrumentation) es de 10 ug/L, por lo que el desarrollo de un método de
adecuada sensibilidad para su cuantificacion es importante [5]. El método
propuesto para realizar la cuantificacion consta de la reaccion de Al con
cupferrén, adsorcion sobre el electrodo de Hg, desorcion y medida de la corriente
producida por la reduccion del complejo [6]. Para aplicarlo a muestras reales se
debe realizar una previa mineralizacion de la muestra y regular el pH a 7.0.
También se ha reportado el andlisis de disoluciones empleadas en hemodialisis
por medio de preconcentracion con resinas de intercambio catidnico y
espectrofotometria [7].

Se han estudiado y comparado procedimientos alternos de mineralizacion en
fluidos de hemodidlisis por medio de la determinacion polarografica con

diferencial de pulso (DPP) y la absorcion atomica con horno de grafito [8].

166



M.B. Quirds and B.Z. Wu / Portugaliae Electrochimica Acta 23 (2005) 165-178

Parte experimental

Se utilizé un polarégrafo PARC modelo 384 B acoplado a un sistema de tres
electrodos 303 A, constituido por un electrodo de gota suspendido, un electrodo
de plata/cloruro de plata como referencia y un electrodo de platino como
indicador. El software empleado fue desarrollado especificamente para controlar
el equipo utilizado [9].

La cristaleria empleada se colocd por una semana en HNO; 20% v/v, luego se
refluj6 con HNO3/HCI 1:3, se enjuagd con abundante agua de un sistema Milli Q,
conectado a un destilador y un desionizador. Se utilizé un buffer constituido por
con HOAC 2 mol/L ajustado a pH 7.0 con NaOH, ambos reactivos de calidad
Suprapur, del que se adiciondé 1.00 mL en la celda polarografica. El cupferron
0.060 mol/L de calidad para analisis se prepard diariamente, empleando agua
Milli Q desoxigenada por 10 minutos con nitrogeno y se adicioné NHj de calidad
Suprapur al 2%; con este procedimiento se logré estabilizar la forma y el
potencial del pico. Se adicionaron 40 pL de la disolucion de cupferron en la

celda, se desoxigend y se midié por SWV.

Resultados y discusion

El proyecto comprendié tres etapas: optimizaciéon de las condiciones
experimentales de medicion, validacion del método desarrollado y determinacion
del proceso de digestion adecuado para los fluidos de hemodialisis. La
validacion de los parametros para voltamperometria de onda cuadrada (SWV) se
realiz para tiempo de equilibrio, concentracion de cupferron, frecuencia, tiempo
de acumulacion, potencial de acumulacion, amplitud de pulso. En la Fig. 1 se
muestra la variacion de la corriente con la concentracion de cupferron. Se
selecciond la concentracion de 2 x 10™ mol/L para disminuir el valor de los
blancos; en la Fig. 2 se muestra la variacion de la corriente con la frecuencia, se
seleccionod 25 Hz para disminuir la corriente residual. El tiempo de acumulacion
escogido fue 60 segundos, de acuerdo a la Fig. 3. La seleccion del potencial de

adsorcién del complejo al electrodo se realiz6 con la Fig. 4: se observa que
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después de -0,4 Voltios la corriente disminuye su valor. En la Fig. 5 se muestra

la variacion de corriente con la amplitud de pulso, el valor seleccionado fue de 20
mV.
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Figura 1. Variacion de la corriente con la concentracion de cupferron para 20 pg/L de
aluminio adicionados en celda.
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Figura 2. Variacion de la corriente con la frecuencia para 20 pg/L de aluminio
adicionados en celda.

168



M.B. Quirds and B.Z. Wu / Portugaliae Electrochimica Acta 23 (2005) 165-178

Previamente se seleccion6 entre diferencial de pulso y voltamperometria de onda

cuadrada ya que los valores de corriente para una misma concentraciéon en onda

cuadrada eran mayores.

Los valores de los parametros experimentales optimizados se muestran a en la
Tabla 1.
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Figura 3. Variacion de la corriente con el tiempo de acumulacion para 2 ug/L de
aluminio adicionados en celda.
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Figura 4. Variacion de la corriente con el potencial de acumulacion para 2 pg/L de
aluminio adicionados en celda.
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La determinacion del pH adecuado se realizd antes de optimizar los pardmetros
experimentales. Se prepararon una serie de disoluciones reguladoras de diferente
pH y se observo donde la forma de la sefial era un pico adecuado para cuantificar;
algunos voltamperogramas con diferentes pH se muestran a continuacion. Se
observo un desplazamiento del potencial del pico hacia potenciales positivos al

disminuir el valor de pH.

Tabla 1.Valores optimizados para la determinacion de aluminio.

Potencial de acumulacion 04V
Tiempo de acumulacion 60 s
Amplitud de pulso 20 mV
Frecuencia 25Hz
Tiempo de equilibrio 20s
Concentracion de cupferrén 2x 10” mol/L
pH 7.00

Corriente (na)
W
(=]
L

0 T T T T T 1
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
Amplitud de pulso (V)

Figura 5. Variacion de la corriente con la amplitud de pulso para 2 pg/LL de aluminio
adicionados en celda.

En la Tabla 2 se muestran las condiciones optimizadas instrumentales de

medicion.
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Se selecciond el pH de 7.0 porque la sefial era definida al potencial de -1.3
Voltios, como se muestra en la Fig. 6.
Se determiné el incremento de corriente al adicionar aluminio al potencial de

formacion del complejo, como se observa en la Fig. 7.

Tabla 2. Condiciones instrumentales en la determinacion de aluminio con cupferron.
Determinacion del pH adecuado de formacion del complejo aluminio cupferron.

Técnica SWV
Potencial inicial -0.4V (Ag/AgCl)
Potencial final -1.4 'V (Ag/AgCl)
Potencial de acondicionamiento 0V (Ag/AgCl)
Amplitud de pulso 0.020 V
Tiempo de desoxigenacion inicial 200 s
Tiempo de desoxigenacion entre réplicas 20s
Tiempo de preconcentracion 60 s
Tiempo de acondicionamiento 0s
Tiempo de equilibrio 20s
Incremento de barrido 2 mV
Frecuencia 25Hz
Ciclos 1
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Figura 6. Determinacion del pH adecuado para la formacion del complejo aluminio
cupferron.
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Validacion del método desarrollado

El método desarrollado se valido a través de la determinacion de sus limites de
deteccion y cuantificacion, ambito lineal, comprobacion de la veracidad del
método. En la Fig. 9 se determind la linealidad de las curvas de calibracion hasta
60 pg/L de aluminio adicionados en celda; este dmbito de concentracion se
consider6 adecuado para las concentraciones de aluminio en los fluidos
empleados en hemodialisis.

Se determinaron de la Fig. 8 los limites de deteccion y cuantificacion a partir de

la desviacion estandar de las curvas de calibracion [10,11].
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Figura 7. Variacion de la corriente al adicionar aluminio en la celda; a. 2 pg/L, b. 4
pg/L, c. 8 ng/L, d. 10 pg/L, e. 12 pg/L, f. 16 pg/L, g. 18 pg/L, h. 20 pg/L.

Determinacion de la veracidad del método
Se mineralizaron con HNOj3; disoluciones acuosas por cuadruplicado, a las cuales
se le adicionaron 0.4 y 20 pg/L de aluminio, se sometieron a digestiéon y se

analizaron por el método desarrollado, se resté el promedio de los blancos al
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promedio de muestras, la recuperacion obtenida para 4 pg/L fue 150 %, la
recuperacion obtenida para 20 pg/L fue 98,2 %. Debido al valor alto de las
disoluciones de baja concentracion, fue necesario utilizar un procedimiento de
limpieza de cristaleria, refluyjando con HCI/HNO; / destilados sobre cuarzo en la

proporcién 3/1. Los parametros de desempefio del método se muestran en Tabla
3.

y=63.211x + 96.825

Corriente (nA)
[ee)
(=)
(=)
|
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Aluminio adicionado (ng/L)

Figura 8. Determinacion del limite de deteccién y cuantificacion para el complejo
aluminio- cupferron.
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Figura 9. Comprobacion de la linealidad para el complejo aluminio-cupferron.
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Tabla 3. Parametros de desempefio del método voltamperométrico aluminio-cupferron.

Limite de deteccidon 2 pg/L
Limite de cuantificacion 7 ng/L
Ambito lineal 60 pg/L
Veracidad 20 pg/L n=7 98%
Veracidad 4 pg/L. n=7 150%
Coeficiente de variacion en muestras 17%

Estudio de adicionar Fe** como interferencia

Se construyd una curva de calibracion adicionando a un blanco de reactivos
diversas concentraciones de aluminio hasta 36 pg/L, se le adicioné Fe'* y se
observo el efecto sobre la sefial de aluminio; se observo que la gota tendia a

saturarse cerca de 60 pg/L de Fe >, como se muestra en Fig. 10.
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200 -

0 T T T 1
0 20 40 60 80

Concentracion de hierro (III) adicionado a 36 pg/L de
aluminio

Figura 10. Efecto de la interferencia del Fe’* sobre la sefial de 36 pg/L de AI’*
acomplejado con cupferron.

Estudio de adicionar Cr’* como interferencia

Se construyd una curva de calibracion adicionando a un blanco de reactivos
diversas concentraciones de aluminio hasta 36 pg/L, se le adicion6 Cr’” y se
observo el efecto sobre la sefial; se observo que la gota tendia a saturarse cerca de
5 pg/L de Cr’*. Esto parece indicar que el cromo es una interferencia

electroactiva mas importante para el complejo aluminio-cupferréon que el hierro,

como se ve en la Fig. 11.
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Figura 11. Efecto de la interferencia del Cr’* sobre la sefial de 36 pg/L de AI’*
acomplejado con cupferron.

Analisis de muestras reales

El anélisis de muestras de fluidos empleados en la hemodialisis se realizd previo
lavado del material de nalgeno con HNOj; al 20% v/v; se adicionaron 100 pL de
HNO; de calidad S.P. al recipiente antes de tomar la muestra. Esta estaba diluida
a la concentracion apropiada, para el tratamiento de los pacientes en las maquinas
dializadoras. Se empacaron en doble bolsa plastica y se rotularon. Se
transportaron rapidamente hasta el laboratorio, se almacenaron en congelacion a
-30 °C. Se midieron 4.00 mL de muestra y se colocaron en material
descontaminado: los balones de 25.00 mL se trataron con HCl y HNOj; destilados
sobre cuarzo, en la proporcion 3/1, se calentaron a ebullicion y se lavaron con
agua Milli-Q. Se mineralizaron las muestras, se aforaron, se midié6 una masa de
muestra y se colocé en la celda polarografica, se regul6 el pH de la muestra a 7.0
con ayuda de un pHmetro y disoluciones de HOAC, NaOAC, 2 mol/L y NaOH 1
mol/L, segin fuera necesario. El control del pH para las muestras fue muy
estricto para formar el complejo. Se adicioné una alicuota de 40 pL de
cupferron, se ajustd con agua Milli-Q a una masa final de 10.00 gr y se cuantificd

por adicidn estandar. Los resultados se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Resultados de las muestras de fluidos de hemodialisis analizados.

Muestra Concentracion pg/L. | Muestra Concentracion pg/L

13 3

Réplica 1 D Réplica 1 44.6

Réplica 2 D Réplica 2 13.4

5 1

Réplica 1 14.9 Réplica 1 74.6

Réplica 2 10.9 2

4 Réplica 1 72.02

Réplica 1 18.9 9

12 Réplica 1 322

Réplica 1 N.D. Réplica 2 392

Réplica 2 N.D. 8

11 Réplica 1 34.7

Réplica 1 25.6 6

Réplica 2 40.4 Réplica 1 22.0
Réplica 2 24.0

Los limites de deteccion de 2 pg/L y cuantificacion de 7 pg/L resultaron
apropiados para los niveles encontrados en los fluidos usados para hemodialisis,
la mayoria de los fluidos analizados superan los 10 pg/L recomendados por
AAMI, por lo que seria conveniente el empleo de un tratamiento apropiado al
agua utilizada para diluir los concentrados empleados. Las muestras son
concordantes al nivel de concentracién determinado.

El Cr’* se constituye en una interferencia importante porque disminuye en bajas
concentraciones la sefal de aluminio-cupferrén a su potencial electroactivo.

El Fe’* es también una interferencia en el analisis. El 4mbito de pH apropiado
para la medicién es muy estrecho por lo que en las muestras mineralizadas debe
regularse con pHmetro. La cristaleria se constituye en una fuente muy
importante de contaminacion por lo que para tener blancos limpios se deben
limpiar los balones empleados para digerir las muestras poniéndolos ebullicion
con HNO; y HCI destilados sobre cuarzo (1+3). La matriz de los fluidos
empleados en hemodidlisis es muy compleja por lo que seria provechoso analizar

otros cationes presentes a nivel de trazas.
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Desarrollo y Validacion de un Método Adsortivo para la Determinacion de
Aluminio en Fluidos Usados en Dialisis Renal

Resumen

Se desarrolld y validdo una metodologia apta para cuantificar aluminio en fluidos
utilizados en hemodialisis renal, basada en la reaccion de Al con cupferron (sal de
amonio de la N- nitroso fenil hidroxil amina), y en la adsorcion sobre un electrodo de
gota de Hg, la desorcion y la medida de la corriente producida por la reduccion del
complejo. Para lograr este objetivo se realizo la validacion de parametros para
voltamperometria de onda cuadrada (SWV): potencial de acumulacion, tiempo de
acumulacion, frecuencia, amplitud de pulso, tiempo de equilibrio, concentracion de
cupferron, pH 6ptimo. Se determinaron también los parametros de desempeno del
método, veracidad, ambito lineal, limite de deteccion, y limite de cuantificacion. Se
aplico el método a fluidos de hemodialisis mineralizados siendo éste adecuado para
la cuantificacion de aluminio.

Palabras clave: fluidos, dialisis renal, analisis cuantitativo, aluminio,
voltamperometria adsortiva, cupferron.
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