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Grueiro Azcano, E. Ceruloplasmina, técnica modificada. 

El incremento y el prefeccionamiento del arsenal tecnológico que requiere el laboratorio clínico es una 

necesidad imperiosa, como ayuda al diagnóstico, al pronóstico, a los mo- nitoreos de las enfermedades, 

etcétera. La determinación de la ceruloplasmina es de suma importancia en diversas enfermedades y entre 

éstas las neoplasias malignas. El cobre y la ceruloplasmina ofrecen resultados que se correlacionan. Esto 

nos permite sustituir la determinación del cobre por el de la ceruloplasmina, la que está al alcance de cue -

lquier laboratorio. La técnica de Ravin fue modificada por nosotros y este trabajo consiste en demostrar las 

ventajas de esta modificación. Se demostró que cambiando el pH del amortiguador de 5,5 a 5,0 baja el 50% 

del costo y hace posible su ejecución mecanizada. A la técnica modificada se le realizaron estudios de 

control de calidad, entre éstos, confiabilidad por estudios interlaboratorios, con resultados satisfactorios.  

INTRODUCCION 

El incremento y perfeccionamiento del arsenal tecnológico que requiere el 

laboratorio clínico es una necesidad imperiosa, como ayuda al diagnóstico, 

pronóstico, monitoreo de las enfermedades, etcétera.  

La determinación de la ceruloplasmina es de suma importancia en diversas 

enfermedades1-5 y entre éstas las neoplasias malignas. 6-13 

El cobre y la ceruloplasmina ofrecen resultados que se correlacionan.14-15 Esto 

nos permite sustituir la determinación del cobre por el de la ceruloplasmina, la que 

está al alcance de cualquier laboratorio. 

La técnica de Ravin16-17 fue modificada por nosotros y este trabajo consiste en 

demostrar las ventajas de esta modificación. Las modificaciones se efectuaron con 

el objetivo de simplificar la técnica, bajar el costo y hacer posible que se realice con 

procedimientos mecanizados. 
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Se investigaron los siguientes aspectos: 

1. Obtención de un blanco único pues la técnica de Ravin requiere un blanco para

cada muestra.

2. Estudio de las variables que componen la técnica modificada, para reducir

tiempo de ejecución y gastos de reactivos.

3. Comportamiento de la técnica modificada, según estudios estadís ticos.

a) Comparación de medias de ambas técnicas (la de Ravin y la modificada) por la

prueba de la t de Student.18

b) Precisión por repetibiIidad19 de la técnica modificada.

c) Confiabilidad por estudios interlaboratorios19 de la técnica modificada.

d) Envejecimiento de la muestra.

e) Valores normales.

MATERIAL Y METODO 

Muestra: 100 sueros de donantes del Banco Provincial de Sangre de Ciudad de La 

Habana y un pool de estos sueros, hombres y mujeres adultos. 

25 sueros de donantes del Banco Provincial de Sangre de Ciudad de La Habana, 

mujeres adultas. 

30 sueros de pacientes del INOR y un pool de estos sueros, hombres y mujeres 

adultos. 

Método de Ravin del cual se partió 

Fundamento: La ceruloplasmina puede funcionar in vitro como una oxida- sa. La 

extensión de la conversión del sustrato clorhidrato de p-fenilan- diamina en un 

producto de oxidación púrpura, ésta es medida espectro- fotométricamente y la 

absorbancia es convertida en mg de ceruloplasmina por 100 mi de suero, por un 

factor de conversión derivado de una preparación altamente purificada de 

ceruloplasmina. 

Reactivo: Diclorhidrato de p-fenilendiamina al 0,5%. 

Amortiguador de acetato, pH 5,5 y 0,4 M. 

Disolución de azida sódica al 0,5%. 

RESULTADOS Y DISCUSION 

1. Obtención de un blanco único.

Se estudió la variación del pH y se mantienen constantes las demás variables

de la técnica de Ravin. 

Los amortiguadores se prepararon a partir de una disolución de acetato de 

sodio de 25 gramos por 0,9 litros, al cual se le agregó ácido acético hasta obtener 

los pH deseados y el volumen de un litro. 
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Las muestras se tomaron de un pool de 100 sueros humanos sanos. Las 

determinaciones de ceruloplasmina a distintos pH, se efectuaron simultáneamente 

y las lecturas de la absorbancia fueron contra un blanco de agua destilada.  

El cuadro I y el gráfico 1 nos muestran cómo a medida que aumenta el pH, la 

reacción de oxidación del diclorhidrato de p-fenilendiamina aumenta con 

incremento de la intensidad del color. 

Con un pH 4,0 la reacción no se produce y con un pH 4,5 es muy baja, a partir 

de un pH 5,0 la reacción se produce y da un valor de absorbancia más adecuado.  

El valor obtenido con un pH 5,0 es similar a los de pH 5,5 y 6,0 si a éstos 

últimos se les restara el valor de la absorbancia del blanco. A pH mayor de 5,0 el 

blanco toma color y este color es independiente de la muestra. Y si este blanco 

tuviera muestra (suero) este color estaría influido por la reacción de oxidación del 

diclorhidrato de p-fenilendiamina de otras sustancias no inhibidas por la azida 

sódica, por lo que se hace necesario en cada muestra utlizar un blanco control con 

suero para restar el incremento de la absorbancia, que sería diferente en cada 

muestra. 

Con un pH 5,0 sólo la ceruloplasmina oxida el diclorhidrato de p -fenilendiamina 

por lo que es posible usar un blanco único (sin suero).  

2. Estudio de las variables que componen la técnica modificada. Muestra

pool de 100 sueros humanos normales.

a) Variaciones del sustrato de diclorhidrato de p-fenilendiamina.

Se utilizó un pool de suero humano normal de 100 donantes del Banco

Provincial de Sangre de Ciudad de La Habana. Se realizaron 10

determinaciones con 0,2 mi de sustrato; 10 con 0,3 ... 10 con 1,0 mi

CUADRO l 

pH No. de determinaciones Medias cp-

mg % 

4,0 20 muestra 0,0 

blanco (con suero) 0,0 

blanco (sin suero) 0,0 

4,5 20 muestra 9,0 

blanco (con suero) 0,0 

blanco (sin suero) 0,0 

5,0 20 muestra 45,5 

blanco (con suero) 0,15 

blanco (sin suero) 0,10 

5,5 20 muestra 54,0 

blanco (con suero) 9,3 

blanco (sin suero) 8,6 

6,0 20 muestra 59,6 

blanco (con suero) 14,7 

blanco (sin suero) 14,0 
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de sustrato de 0,5%, se obtuvieron las medidas de las concentraciones de 

ceruloplasmina, las cuales fueron 36,0 mg %; a partir de 0,3 mi de sustrato 

los valores oscilaron alrededor de 42 mg % de ceruloplasmina. Con estos 

valores se confeccionó el gráfico 2. Se encontró que el incremento del 

sustrato a partir de 0,3 mi no afecta el resultado de la determinación.  

b) Variaciones del tiempo de incubación.

Se colocaron 40 tubos de ensayos que contenían los reactivos y suero de un

pool de suero humano normal a 37°C y cada 15 minutos se extrajeron 10 tubos

a los cuales se les añadió azida sódica al 0,5% colocándose a 4-8°C y

leyéndose a la media hora. Las medias ofrecieron los siguientes valores de

ceruloplasmina 6,9; 14,5; 26,0 y

38,0 mg %. Con estos valores y el tempo, se confeccionó el gráfico 3. Los

resultados muestran que el tiempo de incubación es una variable que

interviene sensiblemente en el resultado de la concentración de

ceruloplasmina.

Gráfico 1. Muestra las medias de los valores de ceruloplasmina obtenidas en un grupo de 20 

determinaciones de un pool de suero humano normal a distintos pH, se señalan los 

pH con los cuales se efectúa la técnica de Ravin. Ravin modificada por nosotros y 

Ravin modificada según H. J. Henry; así como los valores del blanco con suero y el 

blanco sin suero. 
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Gráfico 2. Muestra que es una reacción de orden cero con respecto al sustrato a partir de 0,3%. 

La concentración del sustrato no afectó el resultado de las muestras a partir de 

0,3%. Esto se debe a que en un momento del procedimiento se le añade a la 

muestra azida sódica, con lo que se inactiva la enzima y no puede oxidar al 

clorhidrato de p-fenilendia- mina, y está el sustrato en exceso. 



c) Variaciones de la cantidad de muestra.

Se realizaron de un pool de suero humano, 10 determinaciones de

ceruloplasmina con cada uno de los siguientes volúmenes de muestra; 25;

50; 75; 100 y 150 lambda. Se obtuvieron las siguientes concentraciones de

ceruloplasmina; 6,5; 16,2; 22,6; 28,0 y 43,0 mg %. Con estos valores  y la

cantidad de muestra se confeccionó el gráfico 4. El gráfico señala que hay

una relación lineal entre la cantidad de muestra y la concentración de

ceruloplasmina.

d) Variaciones de la temperatura.

Se realizaron con un mismo pool de sueros y en el día, 10 determinaciones

de ceruloplasmina a cada una de las siguientes temperaturas 30°C; 37°C;

45°C y 56°C; obteniéndose 34,0; 55,0; 83,0 y

124,0 mg % de ceruloplasmina.

Con estos datos se confeccionó el gráfico 5. Al igual que con el tiempo de

incubación, la temperatura interviene sensiblemente en el valor final de la

concentración de ceruloplasmina.

3. Comportamiento de la técnica modificada según estudios estadísticos.

a) Estudio comparativo de medias por la prueba de la t de Student (muestras

por duplicados). Se estudiaron las mismas muestras por ambas técnicas.

Gráfico 4. Muestra que hay relación lineal, lo cual indica que hay una proporción directa entre la 

cantidad de muestra y el valor de la concentración de la ceruloplasmina. Se puede 

considerar más conveniente hacer las determinaciones con 0,1 mi de muestra 

(suero) ya que con este volumen se logra una precisión adecuada.  
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A B 

Técnica de Ravin Técnica modificada 

a) 0,1 mi de suero. a) 0,05 mi de suero (todos los reac- 
b) pH del amortiguador 5,5. tivos a la mitad). 

c) Cada muestra con su control. ^uffer 5-°- 
c) Blanco único para todas las mues- 

d) Baño de Mana 1 hora. tras s¡n suerQ

e) Enfriamiento 30 minutos. d) Baño de María 35 minutos.

f) Lectura multiplicada por 87,5               e) Enfriamiento 5 minutos en agua (cubeta 1 cm).

fría. 
f) Lectura multiplicada por 175 (cubeta 1

cm). 



I P m 9  1  

Gráfico 5. Muestra una curva exponencial que indica la influencia de la temperatura en el valor de 

la concentración de la ceruloplasmina, ya que ésta es una enzima (un catalizador) y 

la temperatura influye en la velocidad de la reacción. 

De la tabla: t (99,48) = 2,722 

Por tanto, no existe evidencia de que no se cumpla la hipótesis de que x, = x 2, 

con 99 % de probabilidad. Se muestran operaciones matemáticas de la prueba de la 

t de Student, por lo sencillo de su ejecución. El resultado obtenido en este estudio 

muestra las modificaciones que admite la técnica, sin que se afecte la confiabilidad 

y reproductibilidad de sus resultados, lo cual hace posible efectuarla en autolab 

(mecanizada). 

a) Estudios de precisión por repetibil¡dad.

n m D E 

Pool A 25 75,3 3,1 

Pool B 100 39,5 4,3 

b) Estudios de confiabilidad interlaboratorios. Las mismas muestras es-

tudiadas por dos laboratorios con la técnica modificada.

n m D E t s 

Lab. clínico 30 59,5 12,5 0,04 0,01 

” ABC 30 58,1 11,3 

Lab. clínico 25 50,4 10,9 0,07 0,01 

” ABC 25 48,3 9.3 
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Como se observa en las alfas de las pruebas de la t de Student, hay un 99 % de 

probabilidad de que se cumpla la hipótesis de que xi = x2. 

El estudio de precisión por repetibilidad muestra que la desviación estándar 

(la precisión) es aceptable para valores altos 75,3 mg % y valores normales 39,5 

mg %. 

El estudio interlaboratorio muestra la robustez de la determinación de la 

ceruloplasmina por la técnica de Ravin modificada, n = número de 

determinaciones. 

m = media. 

DE = desviación estándar. 

ts = Prueba de la t de Student.  

3. Estudio del envejecimiento de la muestra.

Se estudió un pool de suero humano normal, el cual se mantuvo a la 

temperatura de 4-8 °C. En los días 1, 3, 5, 7, 10, 12, 14 y 16 se efectuaron 10 

determinaciones de ceruloplasmina en cada uno de estos días y se obtuvieron los 

siguientes valores medios: 43,5; 42,0; 43,0; 41,0; 38,0 y 30,0. Con estos valores se 

confeccionó el gráfico 6. 

4. Valores normales.

a) Muestra: 100 sueros de donantes del Banco Provincial de Sangre de

Ciudad de La Habana, hombres y mujeres adultos. Con la técnica

modificada los resultados en miligramos por ciento.

n m DE Rango Coef. de variación 

100 40,7 +6,3 34,4-47,0 15 

b) Muestra: 25 sueros de donantes del Banco Provincial de Ciudad de La

Habana, mujeres adultas. Con la técnica modificada.

n m DE Rango Coef. de variación 

25 38,5 6,4 32,1-44,9 16 

c) Muestra: 25 sueros de donantes del Banco Provincial de Sangre de

Ciudad de La Habana, mujeres adultas con la técnica de Ravin del trabajo de tesis 

de grado de Joseph Kibongui.14 

n m DE Coef. de variación 

Ravin reporta                —          32,2           ± 9,8 30 

Kibongui 25           33,3           ±11,6 27 
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d) Muestra: 31 mujeres sanas.20

n m DE Rango Coef. de variación 

31 34,8 5,6 29,2-40,4 16 

22 35,0 5,0 30-40 

Yunice20 demuestra que la ceruloplasmina es significativamente más alta en las 

mujeres. 

n = número de determinaciones, m = 

media. 

DE = desviación estándar. 

Los resultados obtenidos al modificar el pH a 5,0 nos permiten rebajar al 50 % 

los reactivos y el tiempo de ejecución, ya que se utiliza un blanco único y hace 

posible su ejecución mecanizada. En el libro de H. J. Henry21 se propone la técnica 

de Ravin modificada, que se discute por ser este un libro de consulta de mucho 

uso en Cuba. Esta recomienda las siguientes modificaciones: utilizar un 

amortiguador de pH 6,0 y un control (blanco) para cada muestra. Realizar las 

lecturas en un espectrofotómetro con ter- moespaciadores. En cada determinación 

hacer dos lecturas a los 10 y 40 minutos. Utilizar el colorante violeta de Pontacilo 

GR (Du Pont) como patrón. 

Gráfico 6. Muestra cómo a partir de los 10-12 dias de conservada la muestra a 4-8 °C, la 

disminución de la actividad oxidativa de la ceruloplasmina se hace significativa.  
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Inconvenientes 

No resuelve el problema del blanco único. Se requiere un equipo recomendado 

por H. J. Henry, lo cual eleva el costo. Hay que hacer dos lecturas y estabilizar la 

temperatura en el equipo, lo cual complica el procedimiento. Se propone un patrón 

(colorante) que no toma el color a partir de las condiciones de la técnica.  

La única técnica que consideramos que pudiera ser más efectiva es la de 

inmunodifusión radial simple,22,23 pero no se cuenta con el monoantisuero ds producción 

nacional y el uso del juego o del monoantisuero comercial (importados) pues la hacen muy 

costosa. 

SUMMARY 

Grueiro Azcano, E. et al. Ceruloplasmin, modified technique. 

The increment and improvement of technologic arsenal required by clinic laboratory is an imperative need 

as aid to diagnosis, prognosis and monitoring of diseases, etc. The de- termination of ceruloplasmin is of 

great importance for several diseases, and among such diseases for malignant neoplasias. Copper and 

ceruloplasmin offer correlating results, allowing it to substitute copper determination by ceruloplasmin 

determinaron, which is within reach of any laboratory. Ravin technique was modified by us and the object of 

this paper is to demónstrate the advantages of this modification. It was demonstrated that changing buffer 

pH from 5,'5 to 5,0, cost is reduced in 50% and makes possible its me- chanized performance. To the 

modified technique studies of quality control were perfor- med, among these, reliability by Interlaboratory 

studies, with satlsfactory results. 

RÉSUMÉ 

Grueiro Azcano, E. et al. Céruléoplasmine, technique modifiée. 

L’accroissement et le perfectionnement de l'arsenal technologique du laboratoire clinique est indispensable 

en tant qu’aide au diagnostic, au pronostic, au monitoring des maladies, etc. Le dosage de la 

céruléoplasmine est trés important dans diverses maladies, dont les néoplasies malignes. Le cuivre et la 

céruléoplasmine offrent des résultats qui son en co- rrélation. Ceci nous permet de remplacer le dosage du 

cuivre par le dosage de la céruléoplasmine, qui est á la portée de tous les laboratoires. Ncus avons modifié 

la technique de Ravin, et ce travail consiste en démontrer les avantages de cette modification. II a été 

démontré que le changement du pH du tampon de 5,5 a 5,0 diminue de 50% le coüt fait possible son 

exécution mécanisée. La technique modifiée a été soumise á des études de contróle de la qualité, dont la 

fiabilité par des études interlaboratoires; les résultats obtenus étant satisfaisants. 
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