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RESUMEN

Se describe un procedimiento de andisisrapido, sencilloy econdmico paradeterminar el contenido demercurio en
fluidos biol 6gicos (sangrey orina) mediante lageneracion devapor frio (GVF) y deteccion por espectroscopiade absor-
ciénaémica(EAA). Latécnicadeflujo continuo fue usadaparalaintroduccidn delamuestray losdemasreactivos. Con
este disefio todo €l mercurio presente en lamuestra es reducido paraformar vapor de mercurio elemental usando un
reductor. Mediantelascurvas de calibrado se determind que laalturade picos maximaseincrementalineamenteconla
concentracion de mercurio expresada por laecuacion: A= 0,0011 + 0,0060[Hg] enunintervalo dindmicoolineal de1,98
a24,00g/l;r=0,9972y limitededeteccion = 1,06 ¢/l & cual fue determinado en base aladesviacidn estandar del blanco,
y precisiénentre3y 9%. Con el procedimiento propuesto, sedetermind el contenido de mercurio en muestras de sangre
y orinade 75 personas quienes solicitaron esteservicio, losvaloresestdnen el rangoentre3,21-4,18¢g/l y 2,54 - 3,62
o/l respectivamente, |os cual es son considerados val ores normal es para estos fluidos biol 6gicos.

PaLaBrAs CLAVES: espectroscopia de absorcidn atdmica, mercurio, determinacion, sangre, orina.
ABSTRACT

In thiswork, we describe afast, simple and inexpensive analysis process for determining mercury contentsin
biological fluids (blood and urine) by means of cold vapor generation (CV G) and detection by atomic absorption
spectroscopy (AAS). We used the continuous flow techniqueto introduce samples and other reagents. With thisdesign,
and by using areducer, all mercury in the sampleis reduced to form elementary mercury vapor. By means of the
calibration curves, we determined that maximum peak height increaseslinearly with the mercury concentration expressed
by the equation: A = 0.0011 + 0.0066[Hg] in a dynamic or linear interval of 1.98 to 24.00 g/l; r = 0.9972, with a
detectionlimit = 1.06 g/l, which was determined on the basis of blank standard deviation, and a precision comprised
between 3 and 9 %. With this process, we determined the mercury contentsin blood and urine samplestaken from 75
persons who requested this test, and the values ranged between 3.21 — 4.18 g/l, and 2.54 — 3.62 g/l respectively,

which are considered normal valuesfor these biological fluids.

KEey worps: Atomic absorption spectroscopy, Mercury, Determination, Blood, Urine.

INTRODUCCION

El mercurio es el elemento no radiactivo mas toxico
sobre la tierra, famoso por su estado fisico ya que es €l
unico elemento metdlico liquido atemperaturaambiente.
Este elemento y sus compuestos se han empleado en buena
parte de la historia humana, sus propiedades fisicas y
guimicas lo convierten en un metal atractivo para
aplicaciones cientificas e industriales.

Entre los metal es pesados el mercurio es considerado
€l contaminante ambiental mas peligroso, no sdlo por la
gravedad de |las enfermedades que causa en |0s seres hu-
manos sino también por el efecto acumulativo alo largo
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delas cadenas tréficas naturales. Se ha comprobado que
este metal se absorbe y acumula a través de la cadena
alimenticia afectando a hombre, a que ingresa por via
oral y respiratoria.

Elemento que existe ampliamente en la biosfera, co-
nocido por su toxicidad, cuyos efectos han ido en ascenso
en los Ultimos afios debido a su extenso uso en indus-
trias, agricultura, reparaciones dentales y sobre todo por
la utilizacion irracional en la mineria aurifera en Asia,
Africay en paises |latinoamericanos como Bolivia, Perq,
Colombia, Venezuelay Brazil (Malmet et al, 1997). Sdlo
en el Amazonas de Brasil se estima que se han liberado
alrededor de 2000 toneladas de mercurio durante las Ul-
timas dos décadas, de las cua es 45% son descargadas en
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riosy 55% en laatmosferalo que hagenerado un profun-
do impacto ambiental causando dafios ecolégicosy con-
secuentemente humanos por exposi cidn ocupaciona prin-
cipamente por inhalacion (Akagi et al, 1995; Mamet et
al, 1997; Moretén 'y Trevor, 1998) lo que lo hace un ele-
mento toxico de amplio significado ambiental y clinico
(Friberg et al, 1986; Tsalev y Zaprianot, 1983). Esteele-
mento existe en formainorganicay orgénica (cloruros de
metil-, etil-, dietil- y fenilmercurio) las cuales difieren
significativamente en sus toxicidades siendo esta Ultima
la més perjudicia para el hombre. De ali que, paralos
ultimos afios ha sido reconocido que el contenido de mer-
curio total (Hgln + HgOr) proporciona informacién in-
suficiente para evaluar su toxicidad potencia ya que ésta
no depende solo de su concentracion sino también de su
formaquimica(Burgueraet al, 1999; Bagheri y Gholami,
2001). En la actualidad, el mercurio es usado en una
variedad de productos debido principalmente a que es
liquido a temperatura y presion ambiental, es un buen
conductor eléctrico y es facilmente volétilizado. Estas
caracteristicas permiten su aplicacion en medicina, en
equipos el ectroni cos, en la agricultura, en equipos cienti-
ficosy en otros productos utilizados por € hombre; no
obstante, se sabe que las amalgamas dentales y la dieta
constituyen la principal exposicion de lapoblacion aeste
elemento siendo los peces y sus productos la principal
fuente de metilmercurio (Angerer y Schaller, 1988).

En laliteratura existe una variedad de métodos anali-
ticos que han sido utilizados para determinar mercurio
que incluyen: espectrometria de absorcion atdbmica con
generacion de vapor frio (EAA-GVF) (Gallignani et al,
1998; Burguera et al, 1999; Bermejo-Barrera et al, 2001
y Hafez et al, 2001), espectrometria de absorcion atomi-
cacon atomizacion el ectrotérmica(EAA-AE) (Clevenger
et al, 1997 y Flores et al, 2001), espectrometria de fluo-
rescenciaatémica (EFA) (Clevenger et al, 1997; Shafawi
et al, 1999; Amyot et al, 2001; Bagheri y Gholami, 2001
y Ramalhosa et al, 2001) y espectrometria de masa con
plasma acoplado inductivamente (EM-PAI) (Allibone et
al, 1999; Nixon et al, 1999; Chiou et a, 2001; Seibert et
al, 2001y Ugo et al, 2001) como lasmas aplicadas en los
ultimos afios. A pesar de que mas recientemente han
surgido otras metodol ogias para este propésito (Bin et al,
2001; Bravo-Sanchez et al, 2001; Mondal et al, 2001;
Murillo et al, 2001; San Vicente de laRivaet al, 2002 y
Wauilloud et al, 2002) la EAA-GVF continua siendo la
técnica més popular para la determinacion de mercurio
(Clevenger et al, 1997; Hill et al, 1998 y Flores et al,
2001) por su sencillez y bajo costo pero con la variante
de que estos procedimientos requieren la destruccion de
lamateria orgénica por digestion himeda (Adeloju et al,
1994; Landi y Fagioli, 1994) o por altas temperaturas las
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cual es pueden repercutir en inadecuados val ores de recu-
peracion debido a pérdidas del elemento por volétiliza
cion a elevadas temperaturas. No obstante, una manera
de solventar estos inconvenientes es mediante la incor-
poracion de la etapa de pretratamiento de la muestra en
linea (usualmente usando energia de microondas) me-
diante inyeccién en flujo (IF) y flujo continuo (FC) aco-
plado a diferentes técnicas de deteccion para el andlisis
en varios tipos de muestras (Welz et al, 1992; Cossa et
al, 1995; Bloxham et al, 1996; Murphy et al, 1996; Woller
et al, 1997; Gallignani et al, 1998; Bagheri y Gholami,
2001)

Lainformacion acerca de la concentracion de mer-
curio en muestras ambientales y bioldgicas es de gran
interésy actualidad ya que desde siempre ha sido co-
nocido como un elemento toxico que presenta dafios
asociados con su ingestion e inhalacion, ademés de
que es un elemento pesado al cual no se le ha detecta-
do ninguna funcion vital en organismos vivientes y
sus propiedades toxicas han ido en ascenso en los Ul-
timos arios debido a sus usos. Una manera de estimar
el grado de contaminacion mercurial en el sitio de tra-
bajo, en el ambiente, por la utilizacion de amalgamas
dentales y principalmente por la dieta es mediante la
determinacion del nivel de mercurio en varias matri-
ces bioldgicas, en particular en sangrey orina (Angerer
y Schaller, 1988). Tomando en cuenta la capacidad
de la espectroscopia atdbmica de actuar como detector
selectivo y especifico parala deteccion de mercurio y
la posibilidad de acoplamiento con flujo continuo y la
generacion de vapor frio es posible desarrollar un sis-
tema (FC-GVF-EAA) de monitoreo rdpido en sangre
y orina

PARTE EXPERIMENTAL

Equipos

Se utilizé un Espectrémetro de Absorcién Atdmica
Perkin EImer 3100 conectado con un computador perso-
nal dtk-TECH-1632 paralaoperacién del software. Para
la evaluacion de la sefial se usd una l&mpara de cétodo
hueco de mercurio Perkin EImer junto con una celda de
vidrio en formade T y parala propulsion de los liquidos
se empled una bomba peristéltica Gilson Minipuls-3 de
cuatro canales. Ademés se utiliz6 una plancha de calen-
tamiento para las digestiones de las muestras.

Procedimiento

El material de vidrio utilizado se dgj6 durante todala
noche en &cido nitrico al 20% (para evitar posible
contaminacion) y antes de ser usado se lavo varias veces
con agua bidestilada.
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Unasolucion patron de HgCl2 1000 mg/l fue empleada
para preparar diariamente las soluciones estandar de tra-
bajo por apropiada dilucidn con aguaen un rango de con-
centracion de 1 a6 pg/l.

Lasolucién de NaBH4 al 0,4% se estabiliz6 con NaOH
0,05% preparandola diariamente.

La solucion de trabajo de SnCl2 a 20% de prepard
disolviendo 20 g en 20 ml de HCI en caliente y llevando
la solucién a un volumen final de 100 ml.

Para |los ensayos preliminares y optimizacion de los
parametros se utilizd un pool de sangre aportado por un
hospital local y para las pruebas “definitivas’ muestras
de sangre y orina de 75 personas, en su mayoria
odontodlogos quienes solicitaron los examenes respecti-
vos. Las muestras de sangre fueron tomadas mediante un
vacutainer de la vena del antebrazo de varios individuos
por puncion, colocadas en tubos de ensayo y en cada caso
se le afiadié 15 unidades de heparina sodica por ml de
sangre paraluego ser amacenadas en refrigeracion a4°C
hasta su andlisis. En cuanto a las muestras de orina,
éstas fueron col ectadas por cadaindividuo en recipientes
de polipropileno estériles durante 24 horas e igualmente
fueron refrigeradas.

Durante |os ensayos preliminares a las muestras, tan-
to digestadas como no digestadas, selesdetermind el con-
tenido de mercurio orgénico, inorganico y exdgeno utili-
zando dos procedimientos de reduccién: uno con NaBH4
y €l otro con SnCl2. Asimismo, serealizaron estudios de
recuperacion utilizando muestras salpicadas con mercu-
rio organico e inorganico hasta finamente llegar a es-
guema mostrado en la figura 1, de la configuracion del
sistema FC-GVF-EAA utilizado para el andlisis de san-
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Figural. Esquemadel sistemaFC-GVF-EAA utilizado.
L1:15¢cm; L2: 100 cm.

Funcionamiento del Sistema FC-GVF-EAA.

Como ya se menciond, €l diagrama del sistema utili-
zado para la determinacion de mercurio estd mostrado
enlafigural. El mismo constade unabomba peristéltica
gue mantiene un flujo constante para la solucion del re-
ductor (SnCl2 o NaBH4), del antiespumante y de agua
bidestilada a manera de establecer lalinea base del siste-
ma. Ademas contiene dos zonas de reaccion (L1 y L2),
un separador liquido-gas y una celda de absorcion ali-
neada en €l paso Optico del espectrofotémetro de absor-
cién atémica

Unavez que lalinea base es establecida el canal por-
tador es sacado del recipiente de agua e introducido en
las diferentes soluciones estandares (parala construccién
de las curvas de calibrado) o en las diferentes muestras.
Esta muestra se une con el reductor en el primer reactor
L1 donde tiene lugar la reduccion del mercurio conteni-
do en la muestra a mercurio elemental (HgO) el cual es
un vapor atémico. Seguidamente este vapor entraen con-
tacto con un flujo de N2, utilizado como gas de arrastre,
el cual conduce al HgO através de L2 hacia el separador
de fases donde €l liquido es separado al desechoy € gas
finalmente es conducido a la celda para ser medido y fi-
nalmente cada lectura es registrada en el computador.

RESULTADOSY DISCUSION

En primer lugar fueron establecidas las condiciones
detrabgjo. El espectrometro de absorcidn atémica fue fi-
jado a una longitud de onda de 253,7 nm; e ancho de
rendija fue establecido a 0,7 nm; la corriente de lalam-
parafue de5 mA sin corrector de fondo a objeto de obte-
ner el maximo de tramitancia, la celda fue alineada ver-
tical y horizontalmente. Ademas, también fue estableci-
do el flujo de nitrogeno en 0,20 I/min y la bomba
peristaltica finalmente fue fijada en un flujo de muestra/
agua de 14 ml/min, el reductor en 6,7 ml/min vy el
antiespumante en 4,5 ml/min.

Los ensayos preliminares fueron iniciados sin trata-
miento previo de las muestras tanto de orina como de
sangre completa no obteniéndose resultados satisfacto-
rios debido a la formacion de espuma en el separador
liquido/gas, lo cua fue una de las principales dificulta-
des presentadas durante este estudio por las caracteristi-
cas naturales de las muestras en particular para la san-
gre, 1o que origind serios problemas durante la lectura
debido a que la celda de absorcion se humedecia inme-
diatamente y ademés dificulta la liberacion de los vapo-
res de Hg en el separador. Por estas razones fue necesa-
rio afiadir una sustancia antiespumante para tratar de
minimizar este inconveniente. Se selecciond para este
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estudio un antiespumante comercia (Quideco) prepara-
do aun 5% en agua. Paralos siguientes ensayos se deci-
dio prescindir de este tensoactivo realizando una diges-
tién previa de las muestras a base de acidos fuertes
(H2S04, HNO3 y HCI) y mezclas de ellos. Para este
caso se logro recuperar € mercurio inorganico practica
mente en su totalidad, no siendo asi para el mercurio or-
ganico utilizando tanto € NaBH, como € SnCl, como
reductores logrando recuperar sdlo hasta un méaximo de
40%.

En vista de que los mejores resultados, en particular
para €l mercurio inorganico, se obtuvieron en los casos
en que se empled ladigestion abase delamezclaH2SO4/
HNO3 (1:1 v/v), sefij6 este método pararedizar las di-
gestiones sucesivastanto paralas muestras de sangre como
deorina. Lo similar delos resultados obtenidos utilizan-
do NaBH4 o SnCl2 como reductor condujo aredlizar los
andlisis de servicio utilizando este Ultimo a una concen-
tracion de 20%, reportando asi 1os resultados como can-
tidad de mercurio inorganico.

Caracterizacion analitica del sistema

Establecido todo lo anterior, sellevd a cabo la carac-
terizacion analitica del sistema. Sobre la base de los re-
sultados preliminares se realizaron curvas de calibracion
entre 0 y 30 pg/l de Hg en las cuaes se encontrd una
zona comprendida entre 0 y 25 pg/l donde existe una
relacion lineal entre la respuesta instrumental y la con-
centracion de Hg, observandose posteriormente una zona
donde la linealidad de la curva disminuye ligeramente
con un descenso de su pendiente. Mediante la aplicacion
del método de los minimos cuadrados de |os datos se de-
termind que la altura de picos maximas se incrementa
linealmente con la concentracion de mercurio expresa-
das por laecuacion: A =0,0011 + 0,006[Hg] en un inter-
valodinamicoolinea de 1,98 a24,00 ug/l; r=0,9972y
[imite de deteccion = 1,06 pg/l e cual fue determinado
en base a tres veces la desviacion estandar del blanco, y
precision entre 3y 9%.

Para la evaluacion de la exactitud del método, se uti-
lizaron muestras de sangre y orina salpicadas con mer-
curio organico e inorgénico, lograndose pobres recupe-
raciones paralas primeras (< 40%), resultado que pue-
de ser debido en gran parte a la mayor volatilidad del
mercurio organico a bajas temperaturas por lo que resul-
ta en pérdidas durante el proceso de digestion, y paralas
ultimas se obtuvieron recuperaciones casi en su totalidad
(94 — 98%) validandose la efectividad del método solo
para mercurio inorganico.

Con el procedimiento descrito, se determiné el conte-

63

nido de mercurio en muestras reales de sangre y orinade
75 personas, en su mayoria odontélogos, quienes solici-
taron este servicio y cuyo andlisis estadistico se realizd
mediante el paquete estadistico de computadoras
“Satistical Analysis System for Unix”

L os datos evidencian que existe un 95% de confianza
de que la media poblaciona del contenido de mercurio
en sangre esta entre 3,2100 y 4,1820 con una media
muestral de 3,6960 + 2,1120 y en orina esta entre 2,5411
y 3,6242 ug/l con unamediamuestral de 3,0827 + 2,3538
po/l. Los vaores obtenidos estan dentro de los valores
normales del contenido de mercurio inorganico para es-
tos fluidos biol 6gicos (Gaceta Oficial delaRepublicade
Venezuela N° 5.382, 1999)

CONCLUSIONES

El procedimiento descrito en el presente trabajo es
rapido, sencillo y econémico para determinar el conteni-
do de mercurio en fluidos biol égicos (sangrey orina) me-
diante generacion de vapor frio, utilizando la técnica de
flujo continuo para la introduccion de la muestra 'y de-
mas reactivos, y deteccidn por espectroscopia de absor-
cion atbmica. Mediante los ensayos preliminares y €l
andlisis de muestras de sangre y orina se encontr6 que €
sistema descrito es bien efectivo y exacto para la deter-
minacion de mercurio inorgénico lo que esta de acuerdo
para poblaciones con poco consumo de pescados y otras
comidas marinas que en general son las que aportan €l
mercurio organico a ladieta. Por estarazén € método
es totalmente aplicable alocalidades poco consumidoras
de especies marinas tal como la ciudad de Méridaen la
cual la muestra poblacional estd compuesta en su mayo-
ria por odontdlogos quienes necesitan monitorear 10s ni-
veles de este elemento por 10 que se espera que el mercu-
rio presente en estas muestras sea principa mente inor-
ganico (Burguera y Burguera, 1993 y Gallignani et al,
1998).
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