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INTRODUCCION. -

El problema de la contaminacidén por mercurio en alimentos
data de muchos afios atris, pero el estudio de sus efectos tdxi-
cos se ha venido desarrollando en éstas dos Ultimas décadas, en
las cuales se ha estimado entre 1800 a 2000 individuos que han-
sido envenenados por algin compuesto del mercurio con una esti-
macién de 120 a 150 muertes, de las cuales la mayoria han sido-

atribuidas a compuestos organomercuriales (6).

También ha cobrado importancia el desastre ocurrido en la
bahfa de Minamata, Japén (1953-1959), en el cual hubo una serie
de intoxicaciones, debido al consumo del pescado altamente con-
taminado por éste metal, alcanzando 121 intoxicados de los cua-
les 46 murieron, por lo que se le ha venido llamando la enferme
dad de Minamata (13), casos similares se han venido presentando
en Niigata, Japén (1964-1965), y en diversos paises como en - =
Iraq (1956-1960), Paquistdn (1961), Guatemala (1964-1965), y Es
tados Unidos (1969-1970), lo mismo en Canadid, Suecia y en la U-
nién Soviética en donde también se han encontrado indices de --

contaminacién (6,10,13).

Investigadores suecos y japoneses fueron de los primeros-

en reportar la existencia de mercurio en la cadena alimenticia-

(19).

Datos obtenidos de estadisticas en 1968 donde cerca del -
90% de los proveedores de mercurio en el mundo con una produc--
cidén aproximada de 19 millones de 1b., vienen de las siguientes
siete fuentes: Espafia, 22.4%; Italia, 20.4%; URSS, 17.6%; EUA,-

11.3%; China, 7.8%; Yugoeslavia, 6.1%; México, 5.2%; y todos --



-

los otros paises 9.1% (6).

Se hicieron anilisis del contenido total de mercurio en pe-
ces de cierta 4drea de Estados Unidos antes y después de que empe-
zara la produccién de cierta fibrica, localizada en esa regién, -
que empleaba éste metal pesado y se encontrd que la concentracidn
de mercurio total en los peces de ésta Area aumentaba paralelamen

te con el funcionamiento de la industria (30).

No cabe duda que ha medida que aumentan los desechos indus-
triales el problema de la contaminacién se va haciéndose mayor.

Es necesario por lo tanto una técnica analitica adecuada pa
ra la determinacién del mercurio y en éstos dltimos afios la espec
troscopia por absorcién atémica ha tomado una gran importancia en

éste tipo de andlisis.



OBJETIVOS. -

La contaminacién de metales pesados en los alimentos ha ve-
nido creando un serio problema ya que presentd graves peligros pa

ra la salud del hombre.

De todos los metales pesados el de interés en la elabora- -

cidén de ésta tesis es la determinacidén del mercurio.

La contaminacién de los mares aumenta dia con dia afectando
. e . .’

por consecuencia su flora y fauna acuatica. Se escogid a las sar
dinas en especial con la ventaja de que éste producto enlatado —--
tiene un precio bastante econdmico y por consecuencia es un pro--
ducto de alto consumo por la gran mayoria del pueblo mexicano, en
tonces es bastante interesante saber que grado de contaminacién -
llegan a alcanzar estas muestras de acuerdo a los limites de toxi

cidad establecidos para éste tipo de productos.

Los productos analizados para ésta tesis fueron sardinas --
marca Peninsular y fueron suministrados por la compafifa paraesta-
tal Productos Pesqueros Mexicanos, S.A. de C.V., las muestras ana
lizadas de acuerdo a las claves de los lotes sefialan que provie--
nen de sus filiales ubicadas en Escuinapa, Sin., La Reforma, Sin,
Matancitas, Baja California Sur y Ensenada, Baja California Norte,

indicando que dicho producto fué capturado en ambos lados de la -

Penfnsula de Baja California y ademds en las costas del Estado de

Sonora y del Estado de Sinaloa.

Existen varios métodos para la determinacién de mercurio en

muestras bioldgicas, pero otro de los objetivos de ésta tesis es-



probar el método de Espectroscopia de Absorcidén Atémica y probar
también diferentes técnicas en cuanto a la preparacién de la - -

muestra y observar que resultados se obtienen.



GENERALIDADES. -

El mercurio es el {inico metal que es liquido a temperatura
ambiente, de color blanco plateado, con un peso atémico de 200.61
un punto de fusidén de -39°C y un punto de ebullicidn de 356.9°C.
Otra propiedad fisica del mercurio que fué conocida en la anti-
gliedad es su habilidad de aliarse con todos los metales comunes
excepto el fierro y el platino, para formar unas mezclas llama-

das amalgamas que pueden ser sélidas o liquidas (6,8,22).

El mercurio forma dos tipos de sales, merciricas y mercu-

riosas (3,8).

Con respecto al problema de la contaminacién ambiental —--
del mercurio, probablemente la propiedad fisica mids importante-
es su volatilidad. Debido a su presién de vapor relativamente -

alta es facilmente evaporado en la atmésfera.

El mineral mds importante del mercurio es el cinabrio o -
sulfuro de mercurio (HgS), que es como se encuentra en las mi--

nas en su estado natural inorganico (6,28).

El mercurio es encontrado en cantidades de huellas o tra-
zas a través de la litdsfera, hidrdsfera y bidsfera. En la bids

fera las plantas y animales tienden a concentrar el mercurio --

(10).

La forma en que este metal ingresa en la cadena alimenta-

ria del hombre es principalmente a través del alimento provenien

te del medio acudtico, debido a contaminacién directa por las -
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actividades industriales y agricolas. Se han hecho algunos estu-
dios de investigacidén y se ha encontrado que en los sedimentos y-
en los mismos peces, algunos microorganismos tienen la propiedad-
de transformar en condiciones anaerdébicas, el ‘mercurio inorgénico
en monometil o dimetilmercurio (6,10,30), ésto constituye un pro-
blema ain mayor ya que las formas metiladas son altamente tdxicas
y son ademds biologicamente mis movibles que los otros compuestos
en que se puede encontrar el mercurio, de tal manera que el mercu
rio afecta y aumenta en cada nivel tréfico de la cadena alimenti-
cia, acumulindose por consiguiente en cada especie, hasta llegar-
al final de ésta cadena que es el hombre (10). A continuacidn se
puede observar el siguiente esquema en donde se dd una idea de 1la

relacibén que existe en dicha cadena.

HIDROSFERA - BIOSFERA

[ R T
MERCURIO EN AGUA‘“’PLANCTON-——*PECES———*PECES———’PAJAROS———*HdghRE
OMNIVOROS CAR?%VOROS

3

El proceso de conversién bioquimico, viene siendo la llave-

de la concentracidn bioldgica del mercurio en la ecologfa acudti-

ca.

Es muy importante también hacer notar que la cantidad de --
mercurio que se va arrojando al medio ambiente, va aumentando a-
medida que se incrementan las industrias que emplean éste metal, -
por lo que es interesante ver cuales son las principales indus=—--

. o -
trias consumidoras de mercurio (7,11,28), ésto se puede observar

en la siguiente lista:



- Flbricas de pulpa y papel.

- Fibricas de pinturas especialmente las que fabrican antico
rrosivos.

- Plantas productoras de fungicidas y pesticidas usados en =
la agricultura.

- Plantas electroliticas productoras de sosa cdustica y clo-
ro.

-~ Plantas manufactureras de plasticos.

- Industria farmacéutica.

~ Fdbricas de accesorios eléctricos, ldmparas, etc.

- Plantas productoras de amalgamas.

- Plantas donde se usan procesos electroliticos para purifi-

car el agua.

— ’  La determinacién de elementos traza o huella, mediante un mé
todo ripido, especifico y sensible, ha venido siendo un reto para-
los analistas, sin embargo la espectroscopia por absorcidén atdmica

cumple con todos estos requisitos.

La espectroscopfa por absorcién atdémica puede ser simplemen-

te definida como la absorcidn de energia radiante por los &tomos (4),

en terminos generales viene siendo un método instrumental espectro

analfitico (23).

La absorcidn de un fotdn por un 4dtomo en estado basal repre-

senta la absorcién atémica como se puede ver en la siguiente figu-

-
ey
. hv absorcién /f
(fotén) —
emisidn
E

E' + hv



N= Nicleo
e= Electrdn
E= Nivel inicial de energia

E'+ hv= Nivel final de energia

Los métodos de absorcién atémica dependen de la absorcidn de
' .
energia radiante por los atomos, ya que todos los atomos pueden ab
sorber energia radiante pero solo a cierta longitud de onda corres

pondiente a los requerimientos de energia del Atomo en particular-

(1).

Los dtomos excitados por la absorcién de energia radiante re
gresan eventualmente a sus niveles bajos de energia, de nuevo emi-

tiendo radiacidén en ciertos casos.

El principio bdsico de absorcidén atémica puede describirse -
como el inverso de los métodos de emisién para la determinacién de
elementos metilicos. En todas las técnicas de emisién, la muestra
se excita de algin modo para hacer que ésta emita radiacién de in-
terés, al mismo tiempo no puede evitarse que la muestra emita ra--—
diacién que no sea de interés. En absorcidn atémica se lleva a ca
bo el proceso inverso, el elemento de interés en la muestra no se-
excita sino simplemente se disocia de sus enlaces quimicos y se co
loca en un estado no excitado, no ionizado y en su estado basal de
en estas condiciones el elemento es capaz de absorber ra-

ancho de banda angosta, - =

energia,
diacidn emitida en lineas discretas de

(las mismas lineas que serian emitidas por el elemento al excitar-—

se) (15,25).

. 3y
Las lineas de emisidén que deberdn ser absorbidas por la mues

tra se logran generalmente de ladmparas de citodo hueco, (una fuen-



, : . :
te llena de argdén o neén a muy baja presién y que “iene el cdtodo

fabricado o revestido por el elemento que se va a analizar) (15).

Para utilizar la absorcidén atémica la muestra debe conver—-—

tirse en un vapor atémico (25).

En la determinacién de mercurio por este método de absor---
cién atdémica llegan a existir ciertas interferencias, consideran-

do interferencia aquellos efectos que causan error en un andlisis

(25).

Pueden existir ciertos compuestos que presentes en la mues-
tra podrian volatilizarse y absorber radiacién en la linea de re-
sonancia del mercurio dando valores incorrectos, dentro de estas-
substancias estidn los compuestos organicos ciclicos y el vapor de
agua (12,17), ademds yoduros, bromuros y tiosulfatos pueden inter

ferir si estdn en grandes cantidades (24).

Los iones metdlicos que son reducidos a su estado elemental
con el cloruro estannoso pueden llegar a interferir en esta técni
ca de espectroscopia por absorcién atémica sin flama, si son capa

ces de amalgamar al mercurio o de formar compuestos estables con-

el mismo (24).

Si se sospecha alguna interferencia es conveniente emplear-

el método de las Adiciones de Estdndares, agregando cantidades -

. 4
conocidas de mercurio a la muestra y efectuando su determinacion

(24,29).

; P s T
Existen técnicas experimentales auxiliares o subdivisiones-
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dentro de la espectroscopia de absorcién atémica que varfan segiin
el elemento que se desea analizar, asi por lo tanto existe la uti
lizacidén de la flama que es muy comin en la mayoria de las deter—
minaciones (23), pero en el caso del mercurio-es diferente ya que
la atomizacibén se hace sin flama puesto que ha probado mejores re

sultados analfticos.

La flama es utilizada como productora de la poblacidn atdmi
ca aunque actla también como acarreador del medio absorbente for-

mado de Atomos.

La espectroscopfa de absorcién atdémica estd basada en la u-
tilizacién de un completo sistema instrumental que comprende prin

cipalmente lo siguiente (4,23,25):

- Un sistema emisor (ejem: ldmparas de citodo hueco que son
las mas usadas)

- Un sistema productor de vapor atémico (ejem: el uso de --
flama o bién de una bomba aereadora).

- Un sistema de seleccidn espectral (filtros, monocromado--

res)

Un sistema de fotodeteccidn (105 usados principalmente --—

son fototubos y fotodiodos).

- Un sistema medidor (directo o gréafico).

En la actualidad las casas productoras de éstos intrumentos

. : Y
han perfeccionado cada vez mis su tecnologfia, simplificando y aba

ratando el costo de los mismos.
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TOXICOLOGIA DEL MERCURIO.-

El mercurio y sus componentes pueden ser absorbidos por el -
organismo a través de las siguientes rutas: inhalacidn, ingestidn-
o absorcién por la piel (8,9,11,13,22), pero la accidn téxica real
mente es asumida a la habilidad del mercurio de formar ligaduras -
fuertemente unidas a los grupos sulfhidrilos, presentes en todas -
las proteinas. Sin embargo se puede encontrar al mercurio ligado-
con grupos amino, fosforilo o carboxilo que estdn presentes en to-
das las células vivas, con los cuales el mercurio puede formar u—-

niones muy fuertes (9,13).

Las manifestaciones téxicas del mercurio pueden ser agudas o
crbénicas y en general el envenenamiento industrial tiende a ser --

crénico, mientras que el envenenamiento no industrial es agudo (6)

Los compuestos del mercurio son generalmente agrupados toxi-

cologicamente en dos grandes clasificaciones:

1.- Inorginicos, en los cuales el mercurio estd presente ya-

i <P . » .
sea como metal o en su forma idnica como sales mercuricas o mercu-

riosas.

El mercurio elemental es liposoluble y neutral con una pre--
sién de vapor muy significante, la eliminacibén en nuestro organis-

mo es principalmente a través de las rutas fecal y urinaria, sin -

embargo también ocurre la excrecidn a travéds del sudor y saliva

(6).

d .
Los sintomas de envenenamiento pueden ser como: gingivitis, -
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estomatitis, y salivacién excesiva, también un temblor involunta-
rio de las extremidades y disturbios psicoldgicos como timidez, -

irritabilidad o nerviosismo (6).

En autopsias realizadas en envenenados con mercurio inorgi

nico se encontrd acumulacidén en el cerebro (13).

Ademds se han visto sintomas adicionales tales como debili-—
dad, fatiga, palidéz, pérdida de peso y problemas en la funcién -

gastrointestinal como diarreas o cdlicos (13).

2.- Orgdnicos, en los cuales el mercurio estd unido covalen
temente al menos a un Atomo de carbono (13). Los compuestos orgi
. . . . 1 d .
nicos de mercurio se distribuyen mas uniformemente en el cuerpo -
que los inorgdnicos, concentrdndose en diferentes partes del orga
nismo principalmente en el higado, sangre, cerebro, pelo y en la

epidermis.

En contraste con los compuestos inorgdnicos, los compuestos
de metil mercurio, pasan rapidamente a través de la placenta y -
se llegan a acumular en el feto, lo mismo puede sufrir intoxica--
ciones un nifio lactante a través de la leche materna, por lo que-
estos nifios producto de acumulaciones por compuestos mercuriales,
presentaban sintomas de retraso mental y en algunos casos llega--

ban hasta la muerte (9,13).

La eliminacidén de estos compuestos en nuestro organismo es-
lenta y es hecha principalmente a través de las heées fecales, --
aunque también se eliminan por la via urinaria (9,13)-

Los sintomas de envenenamiento en general se manifiestan cg
mo alteraciones en el sistema nervioso central y algunos de estos

sintomas pueden ser (9,13):
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1.- Neurastenia; fatiga excesiva, dolor de cabeza, inestabi

lidad emocional o disturbios mentales.

2.- Parestesias; sensaciones de pardlisis o estremecimientos

en la boca, labios, dedos.

3.- Ataxia generalizada; dificultad en deglutir y en articu-

lar palabras.
4.- Dificultades en el sistema auditivo.
5.- Coma y en casos extremos la muerte.
LIMITES DE TOLERANCIA PARA EL MERCURIO.-

Existen 1fmites midximos para la concentracién de mercurio en
peces y estos varian de acuerdo a las diferentes condiciones que -
cada pafs establece, a continuacién vienen algunos limites propues

tos por los siguientes paises (5,7,16,28):

Alemania:
0.4 p.p.m. en atin
0.7 p.p.m. para peces de alta mar

1.0 p.p.m. para peces de rios y lagos

Canadd y Estados Unidos:

0.5 p.p.m.

Finlandia y Suecia:

1.0 p.p.m.
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Noruega:

1.5 p.p.m,

Sin embargo en México no se han hecho estudios de investiga
cién al respecto, no obstante los limites miximos permisibles pa-
ra mercurio en peces son basados en lo que ha establecido la Food

and Drug Administration (U.S.A.), en el cual el limite es de 0. 5-

p.p.m., (13).

Toxicologicamente hablando es de primordial importancia co-
nocer cual es la cantidad admitida diariamente de metales trazas-

en personas.

La junta de la FAO/WHO del Comité Experto en Aditivos de A-
limentos, ha establecido una cantidad mixima admitida diariamente

de 43 pg de Hg para una persona de 60 Kg (26).

De observaciones hechas en aquellas personas que fueron a=--
fectadas en Minamata y Niigata, Japdén, como también datos clini--
cos colectados en habitantes normales de Suecia y Finlandia, los-
cuales se muestran en la siguiente tabla, asociando efectos con -

niveles de mercurio en sangre y pelo.
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NIVELES DE MERCURIO EN SANGRE Y PELO HUMANO

Sangre Pelo
Sangre Glébulos
total rojos
pel/e
Caso fatal (Niigata, Japén) T 2.4% 500
Nivel mas bajo observado al co-
mienzo de los sintomas (Japédn). 0.2 0.4% 50
Nivel de "seguridad" propuesto,
(La concentracién mixima permi-
tida para personal laboral ex--
puesto. 0.1 0.2
Niveles mas altos observados en
consumidores de pescado sin si2
tomas.
Suecia y Finlandia 0.1 a 0.7 0.2 a 1.3%
Japén 0.2 a 0.7% 50 a 200
Nivel "aceptable" para la pobla
cién en general. + 0.02 0.04 6
"Normal" 0.003% 0.005 2

% Calculado.

+ Basado en la cantidad aceptable admitida diariamente de 0.03 mg

de Hg para un hombre de 70 Kg.

Este valor critico en sangre de 0.2 pg Hg/g fué calculado pa
ra corresponder al equilibrio de una cantidad admitida de 0.3 mg -
de metil mercurio/dia para un adulto de 70 Kg. Un factor de seguri
dad de 10 dd los siguientes niveles de "seguridad" para metil mer-

curio: en sangre total, 0.02 Pg/g ; para una cantidad aceptable o

permitida diariamente de 0.03 mg/dfa para una persona de 70 Kg (13).
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SELECCION DE METODOS.-

Existen varias técnicas para la determinacién de mercurio en
donde el tipo de andlisis y la forma del método que se utiliza de-
penderi en gran parte de la clase de muestra que se desea analizar

ya sea en aguas, tierra, aire o en alguna muestra bioldgica.

Se puede determinar en una muestra segin lo que se quiera a-
nalizar ya sea el mercurio total inorginico y orginico o bién cada
uno por separado, hay también técnicas para determinar los compues
tos organomercuriales que separan e identifican solo el compuesto-
que se desea, como en algunos casos que se requiere saber de la --

. . ’ ’ .
existencia de algun compuesto muy toxico, como puede ser el caso -
de la determinacién del metilmercurio. Pero la mayoria de los méto

dos analizan el mercurio total de la muestra.

Es importante tomar en cuenta para efectuar un andlisis mu--
chos factores, como pueden ser, el tiempo requerido, el costo, la-
exactitud y sensibilidad del método que se desea utilizar o bién -

la disponibilidad de los materiales y reactivos que se empleen en-

. »” . .
dicho analisis.

’ e
La mayorfa de los métodos requieren de una preparacion de la

muestra, con el objeto de dejar libre al mercurio de sus uniones -

, .
con azufre y carbén en las moléculas organicas (6).

’ » s
Esta materia orgdnica puede ser destruida a traves de dos

formas: una que es por via himeda que se realiza en un medio fuer-

temente 4cido, para lo cual se puede utilizar el 4cido sulfidrico, -
20T Ce . e " . /
el Acido nitrico, el 4cido perclérico o bién mezclas de estos én -

diferentes proporciones (16,19), ademds se utilizan agentes oxidan
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tes tales como el peréxido de hidrdégeno o bien el permanganato de
potasio. La otra forma de destruccibén de la materia orgdnica es -
por via seca que consiste en quemar la muestra en una atmbésfera -
de oxigeno, ésto se puede llevar a cabo en un sistema cerrado pa-
ra lo cual existe un matraz especial llamado de Sch&niger o bien-

puede quemarse la materia orgdnica en una corriente de oxigeno --

(16,24).

Se debe tener mucha precaucién en ambos casos para no tener

pérdidas de mercurio debido a su alta volatilidad.

Los métodos mds comunes para la determinaciém total de mer-
curio en muestras bioldgicas son: determinacién colorimétrica con
ditizona, activacidén neutrénica, y espectroscopia por absorcidn a

témica.

Existen otros métodos pero no son muy usados frecuentemente
como es la espectrometrfia de masas, en la cual la instrumentacidn
empleada es muy cara y para efectuar los andlisis se requiere de-
personal con mucha experiencia y habilidad, también la prepara-—-
cidn de la muestra puede ser diffcil y la interpretacién del es--
pectro puede algunas veces ser tardada y tediosa. Pero la mejor -
ventaja de éste método es el hecho de que otros elementos pueden

ser determinados simultaneamente (6).

También existen las técnicas usando radioisbtopos como la -
1lamada intercambio de isbétopos, practicada en orina y en homoge-
nados bioldgicos; para ésta técnica no se requiere de digestién -
de la muestra, sin embargo los compuestos organomercuriales no son
detectados mediante ésta técnica y ésto constituye la gran desven

taja para el método (6,7).

Las técnicas polarogrificas han sido usadas para la deter—-—
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minacién de mercurio en soluciones acuosas. Para analizar tejidos
. . . i o 5 s

por éste método se requiere de una separacion preliminar de mercu-

rio, que no es tan simple y rdpida como la de los andlisis colori-

métricos con ditizona o los de espectroscopia por absorcidn atdémi-

ca (6).

La fluorescencia atdmica, es otra técnica en la cual es me--
dida la intensidad de fluorescencia de los vapores de mercurio, ex
citados por una luz de una limpara de mercurio, éste método se ha-

rechazado por su escasa sensibilidad (6,19).

Hay otro método un poco antiguo que se denomina de medicidn-
microscépica, en el cual el mercurio estando en una solucién Acida
es depositado en un alambre de cobre el cual es sellado en un capi
lar de vidrio; después se calienta el alambre y se destila el mer-
curio, condensindose y colectindose en una o dos microgotas, cuyos

. : ; .
diimetros son medidos en un microscopio contruido, con una escala

micrométrica especial (11,16,20).

Existen ademis electrodos de idn-especifico para determinar-
mercurio, combinado con un potencidmetro y un electrodo de referen
cia. Estos electrodos de ién-especifico miden la cantidad de iones
de mercurio libres en la solucién y éstos representan sélo la frac
cidn de iones mercurio que no han sido acomplejados por agentes hi
droxilos, yoduros, cianuros, sulfuros u otros iones de tal manera
que solo detecta una fraccidén del mercurio total en la solucién pe

ro ésta fraccidén puede bién ser fisiologicamente la mas importante

(16).

Por otra parte tenemos las técnicas cromatogrificas usadas -

52 ; : i . ,
en la separacién e identificacidén de compuestos organome rcuriales
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Las mas adecuadas son las de capa fina, papel y la de gas 1i
quido, cada una requiere de una preparacién a la muestra, efectuin

dose una extraccién con solventes adecuados (6).

Estas técnicas son de suma importancia ya que los compuestos
organomercuriales son altamente téxicos, en especial los compuestos
del metil mercurio, ain mds que los correspondientes a compuestos-—
del fenilmercurio (13). En estudios realizados en Suecia por anéli
sis cromatogrificos, en peces de aguas dulces, se encontré que el
92% del contenido total de mercurio era en la forma de compuestos-
derivados del metil mercurio y en peces marinos el porcentaje de -
éste mismo tipo de compuestos era de 82% del contenido total de -

mercurio (6).

Volviendo a los tres métodos citados en un principio, que --
vienen siendo los mis usados para la determinacién total de mercu-
rio en muestras bioldgicas, se puede decir que el andlisis colori-
métrico se le ha llamado el método tradicional, aunque sea menos -
sensible que el de absorcién atdémica, y el de activacién neutrdni-

ca (6,18).

. . 7.9 . ’
Es necesario para efectuar un andlisis por método colorime-

trico de una digestién completa de la muestra, porque la materia-
orginica que quedara en la solucién podria combinarse con el mer-

curio y dificultar la extraccién con la ditizona.

La oxidacidén de la muestra es por via himeda que es la que-
. ’
se ha venido usando con mayor frecuencia y la mas adecuada para -

éste propdsito, para lo cual se usan agentes oxiJanées & UA ﬂ@dlg

4dcido caliente y controlado.
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Hay que tener mucho cuidado para no tener pérdidas de mercu-
rio por volatilizacién. Este método de oxidacién por via himeda ha
sido usado conjuntamente con el método colorimétrico con ditizona-

y en las determinaciones de absorcién atdémica por muchos afios.

Este procedimiento tiene como desventaja el ser lento y la o

peracidn es tediosa.

Una vez estando la digestidén completa, se agrega urea para =
liminar cualquier 4xido de mitrdégeno que haya quedado, después se-
reduce cualquier sustancia oxidante remanente en la solucidén ya que
podrian descomponer a la ditizona, para ésto se puede emplear hi--
drazina o bien clorhidrato de hidroxilamina (2,16), y después de a
justar la acidez de la solucidén a un pH entre 2-4 (6,16), el mercu
rio es extraido con una solucién de ditizona en un solvente orgini
co como puede ser el cloroformo; esta reaccidén es relativamente es
pecifica para mercurio a este pH. En este paso llega a existir --
problemas ya que se puede presentar interferencia con el cobre, --

puesto que reacciona también con la ditizona (6).

Existe un procedimiento llamado de reversibén, para eliminar-
la interferencia con el cobre, para lo cual se puede usar nitrito-
de sodio o bién tiosulfato de sodio. Se formard un complejo mercu-
rio-tiosulfato, en la capa acuosa y el ditizonato de cobre no reac
ciona con el tiosulfato, entonces es eliminado, desechando la fase
orgénica y después de descomponer el complejo mercurio-tiosulfato,

el mercurio es de nuevo extraido con ditizona en cloroformo (6).

. . ) . .
Después de este procedimiento de reversion para eliminar la

interferencia con este metal se agrega el 4cido etilendiamino te-
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tracético (EDTA), para eliminar la reaccidén de cualquier remanen-

te de cobre con la ditizomna.

En otra técnica se agrega ac. acético que sirve como estabi

lizador del ditizonato de mercurio (6).

El mercurio puede ser extraido con ditizona en cloroformo y
ser inmediatamente determinado colorimétricamente a 490 nm o bién
extraiendo el mercurio con ditizona usando tetracloruro de carbo
no en la cual su absortividad es leida a 485 nm, puede también ex

traerse con benceno (6).

Para hacer el calculo de la cantidad de mercurio en la mues-
tra se compara el valor obtenido con una curva de calibracidn, en
la cual se emplean soluciones estidndares de mercurio y un testigo
de referencia, efectuandose los mismos pasos de extraccidén que en

la muestra (6).

Existe un problema con las grasas y ceras ya que en la diges
tién no pueden ser totalmente digeridas por los 4cidos, la via de
solucionar ésto es eliminarla, enfriando la solucidén y filtréindo-

la posteriormente (6,16,24).

Ademds se ha encontrado en estudios realizados a este res--

pecto que la proporcidén es tan insignificante en estas grasas no-
. . . 4 .

digeridas, por lo que se sugiere su eliminacion para evitar prob-

lemas posteriores (6).

Aparte de todo esto se han realizado varios cambios en todo

el procedimiento tanto en la digestidén como en la extraccién del
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mercurio, utilizando para ésto diferentes reactivos, tratando de -
mejorar asi el andlisis colorimétrico e investigar ademis nuevas -
técnicas con mejores resultados.

La otra técnica mencionada anteriormente también muy usada -
en la determinacién del mercurio total en muestras bioldgicas, co-

mo el pescado, es la de activacidn neutrdnica.

Esta técnica se basa en la activacién con neutrones de los -
isétopos naturales de mercurio existentes en la muestra. La concen
tracidén de mercurio en la muestra es determinada detectando las ra
diaciones de las especies radioactivas resultantes; se ha usado es
ta técnica ademids en muchas diferentes tipos de muestra como en pa

pel y semillas.

Con este método las muestras son irradiadas en tubos sella--
; P 12
dos de cuarzo en un flujo de neutrones térmicos de 10 neutrones/

cm2 seg durante dos o tres dias.

Después de un tiempo la radiacidn gama de 77 Kev del isétopo-

197

197 de mercurio (

(6).

Hg), es medida con un analizador multicanal -

. . . . »
Algunas variaciones técnicas se han realizado al metodo como
también la separacién quimica de mercurio del resto de la muestra-

y de especies radioactivas que puedan interferir.

Se ha llegado a alcanzar sensibilidades altfsimas utilizando
este método y esto es la gran ventaja que presenta sobre los demis

ya que detecta hasta ppb (partes por billén) en cada anilisis, pe-

ro viene siendo un poco lento, compardndolo con técnicas de absor-
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cién atémica, sin embargo no requieren que las muestras sean dige-
ridas lo cual constituye otro punto mis a su favor (6). El incon--

veniente mis grave es la necesidad de un reactor nuclear.

Aunque existe una de las variaciones al método que se llega-

a digerir la muestra ya irradiada, con el fin de obtener una presi
. ” 3 s & - . 0 5 . .

cién mayor en la determinacion y cuantificacion del mercurio, sien

do ésto en material especial.

Otro factor que hay que tomar en cuenta es tener mucho cuida
do con la temperatura normal de irradiacién que es de 50°C, ya que
se pueden tener pérdidas apreciables de mercurio, pero se han hecho
estudios y modificaciones al respecto abatiendo la temperatura --—

hasta -40°C, naturalmente acompafiado de otra series de cambios (6).

El anadlisis de activacidn neutrdnica es probablemente el mis

sensible y mids confiable para determinar cantidades huella de mer-
: : oz 255

curio en muestras bioldgicas, aunque como ya se dijo los analisis

: .2 s
son tardados, ademds caros y requieren de personal muy bién adies-

trado.

Probablemente el método mis popular y mds ampliamente usado
. . i .
en la determinacidn total de mercurio en muestras biologicas, es -

la espectroscopia por absorcidn atdémica (6).

El método esti basado en la medicién de vapor de mercurio
por absorcién atémica, mediante el método sin flama o llamado tam-

bién de vapor frio ya que la técnica usual con flama carece de sen

sibilidad para el anilisis de residuos en fefidos, comld 51 8440 dg
las sardinas, por ésto el método sin flama probd ser superior (6,-
24, 27), para determinar cantidades trazas o huellas de mercurio.

. : : .
Ademis de ser mis exacto, sensible y simple es répido.
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Sin embargo la muestra requiere de una digestién previa pa-

ra destruir toda la materia orgdnica presente.

Esta digestidn se puede llevar a cabo por via hdmeda al i--
gual que el método colorimétrico, ésto necesita de cierto tiempo-
para obtener un buen resultado. Para lo cual se utilizan 4cidos -
calientes, puede hacerse esta digestién en un matraz especial a -
reflujo constante o bién en bafio Marfia en matraces tapados adecua
damente, en este paso hay un punto muy importante que hay que to-
mar en cuenta que es el control de la temperatura, al igual que en
cualquier digestién de materia orgdnica en la que se deba determi
nar mercurio. Pues es bién sabido que serias pérdidas de mercurio
pueden ocurrir debido a su volatilizacidn, por lo que se debe to-
mar precauciones en no calentar la solucidn que contenga huellas-
de este elemento a muy alta temperatura, no obstante se ha descu-
bierto que todo el mercurio puede ser perdido ain a temperatura -

ambiente, en soluciones que contengan tan solo cantidades pequefii

simas de agentes reductores (16).

La manera mis practica y segura de evitar estas pérdidas es
agregando una sustancia oxidante, como puede ser el permanganato-
. - ,
de potasio o bién el peréxido de hidrégeno, aunque es mas usado -
. . . . . 2 ,
el primero, los cuales tienen un potencial de oxidacion mas alto-

que la relacidén existente entre Hg (IT)/Hg (1) , (16,24).

Existe una posible dificultad que puede ser experimentada y

es que el permanganato usado pueda contener ciertas huellas de .-

mercurio, repercutiendo ésto en un alto valor del testigo (16).

’ . . . .
Ademas de ayudar el permanganato a evitar la volatilizacidn
del mercurio, es necesario para facilitar la oxidacidén completa -

de toda la muestra.
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Por otra parte puede haber pérdidas debido a la adsorcidn -
de huellas de mercurio en las paredes de vidrio de los matraces -
empleados, adsorcidn también del mercurio en particulas coloida--
les sbélidas y adsorcién en emulsiones o grasas presentes, lo cual
constituye otro problema pues afectarid la exactitud de los resul-

tados (7,12,19).

En ciertas ocasiones es necesario de ciertos requerimientos
para completar mejor la destruccién de la materia orgdnica, pues-—
debido a ésto en ciertas ocasiones habrd formacién de espuma en -
el espectrofotémetro, por lo cual se pueden seguir diferentes pro
cedimientos como pueden ser: a) dejar la solucién con los A4cidos
y el permanganato toda una noche a temperatura ambiente, b) poner
la solucidn en bafio Maria a una temperatura constante de 50 a 60°C
de una a tres horas, o bién c) colocar la solucidn en autoclave a
120°C y 15 1bs. de presién por 30 minutos aproximadamente (12,27),
cabe mencionar que en cualquiera de estas opciones la muestra ade
mds del 4cido que lleve deberd contener el oxidante para evitar -

pérdidas de mercurio y completar asi la destruccién de la muestra

organica.

Ha habido muchas variaciones en cuanto al uso mas adecuado -
de los acidos durante la digestidén y los que probaron mejores re—-
sultados y los mis usados son el ac. nitrico, el ac. sulfirico y -

el ac. percldérico aunque mezclados en diferentes combinaciones y -

concentraciones (12,24).

Existe otra manera de destruir la materia orgdnica para libe

rar el mercurio, que es mediante la via seca, la cual también se -

puede aplicar al método de absorcién atémica, consistente en que--
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mar la muestra en una atmésfera de oxigeno, lo cual tiene varias
ventajas ya que es rdpido y simple, ademis el oxigeno puede ser-
purificado del mercurio de una manera mds fdcil y barata que la-

purificacién de los A4cidos (16). -

La volatilidad del mercurio es una ventaja en este caso ya
que puede ser recuperado con bastante exactitud y presicidén, aiin
de muestras que no se quemaron completamente y determinarse cuan

titativamente el mercurio después de esta digestidn.

La manera mis adecuada de llevar a cabo ésto, es hacerlo -
en un sistema cerrado para lo cual se utiliza un frasco especial

1llamado de Schoniger o bien hacerse en una corriente de oxigeno-

(16).

Después de efectuar la digestidn, se hacen diluciones de -
la solucién a un volumen constante, agregando agua bidestilada -
éste paso de la dilucién, junto con el de agregar el 4cido o 4ci
dos para la digestién y el de afiadir el permanganato, deben ha--
cerse con mucho cuidado evitando aumentos bruscos de temperatura
para evitar ésto se usan bafios de agua fria con cubos de hielo,-

manteniendo de esta manera la temperatura baja y evitando pérdi-

das de mercurio (27).

Una vez terminada la digestidn, oxidacidn y dilucién de la
muestra el paso siguiente consiste en una reduccidén de toda la -

solucidén, para ésto es agregado una solucién de clorhidrato de -
o 7 ”

hidroxilamina (12,19,27), hasta que la solucion se aclare, pués
’

de esta manera sabremos que todo el permanganato en exceso esta-

. . I
reducido, se agrega también una solucién de cloruro estannoso, -

para reducir completamente a todo el mercurio presente en la so-
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lucién, e inmediatamente después de agregar el cloruro estannoso -
se conecta el frasco con toda esta solucién a una corriente de ai-
re producida por una bomba aereadora y se hace burbujear en la so-
lucibén, con el fin de volatilizar el mercurio, con este método el-
elemento es convertido en un vapor atdmico que es lo que se desea

obtener para introducirse y leerse en el espectrofotémetro.

Convertido el elemento en el vapor atdémico, es colocado en -
un haz de luz emitido por una limpara de cdtodo-hueco, hecha del -
metal que estd siendo determinado. Esta lampara emite un espectro-
caracteristico de este elemento. El espectro es particularmente -
intenso a una o varias lineas de resonancia. Los Atomos que se en-
cuentran en la nube de vapor, absorben energia en la linea de reso
nancia y la cantidad de radiacién en la linea de resonancia seri -
reducida por una cantidad proporcional al nimero de Atomos del ele
mento ( en este caso de mercurio), que se encuentran al paso del -
haz de luz. Un monocromador o selector, escoge la longitud de onda
de la linea de resonancia y al final un fotodetector mide solamen-

te la disminucidén de esa linea de resonancia, producida por la ab-

sorcién de la muestra (6).

. . . .’ I
En la determinacidén del mercurio, la absorcion en la linea -
o
de resonancia estd en 2537 A, la cual es leida en la regién del ul

travioleta (6).

En si el procedimiento analitico de absorcidén atdémica dura -

muy poco tiempo, a veces de un minuto, lo que si toma tiempo es en
« P

la preparacién de la muestra y aun asi, esta preparacidén es un po-

Id ’ . . rd
co mas rapida que la requerida para el método de extraccidn con di

tizona.
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También en el método de absorcidn atdémica se han realizado un
siniimero de modificaciones, tratando de mejorar su sensibilidad y -

obtener una mayor exactitud y confiabilidad en el método.
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DESCRIPCION SUMARIA DEL METODO.-

Este procedimiento describe la determinacidén de mercurio en te
jidos de pescados o sardinas, por el método de espectroscopia por ab

sorcidén atémica sin flama.
Basicamente el sistema opera como sigue:

100 ml de la muestra son tratados con dcidos sulfidrico y nitri
co en la presencia de permanganato de potasio, para oxidar todo el -

+2 ).

mercurio presente en la forma de ( Hg El exceso de permanganato

es reducido a mercurio metdlico con el cloruro estannoso. Un aerea—-—

dor es colocado en la solucibén con la muestra.

Una bomba aereadora mueve el aire a través de la solucidn, en-
tonces el mercurio es evaporado y llevado en la forma de vapor a tra
vés de la celda de absorcién. Absorbiendo el vapor de mercurio en —-
forma atémica a 2537.7 A de 1a radiacién emitida por la fuente lumi

rd
nosa con la ldmpara de catodo-hueco.

Este cambio de energfa en entonces detectado y leido en la ma-

nera usual del espectrofotémetro de absorcidén atdmica (14,21).

SECCION I

A.- EQUIPO, MATERIAL Y REACTIVOS NECESARIOS.

. . P
El siguiente material y reactivos son usados para la operacion

estandar en el anilisis de mercurio. Debe procurarge dé pﬁé[éﬁ@ﬂﬂiﬂ-

que todos los reactivos estén libres de mercurio o lo mis puro posi-
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lo mismo el material limpiarlo adecuadamente para evitar posi-

contaminaciones que fueran fuentes de error en 1®s resultados.

Homogenizador para la muestra.
Balanza analftica.

Bafio Marfa o de agua con regulador de temperatura.
Espectrofotbémetro de absorcidn atémica, con su equipo de bom
ba aereadora y graficador.

Micropipetas para un vol. de 0.1, 1.0 ml.

Espitula acanalada.

Matraces Erlenmeyer de 125 ml.

Tapones de hule del No. 5.

Botellas de DBO de 300 ml. con tapones de vidrio.

Acido sulfiirico concentrado, d= 1.84

Agua bidestilada o deionizada. ‘

Cristales de permanganato de potasio.

Cristales de clorhidrato de hidroxilamina.

Acido nftrico 5.6 N o al 35%.

Acido sulfiiricoe 18 N o al 50%.

Solucidn de clorhidrato de hidroxilamina al 1.5%.

Solucidn de cloruro estannoso al 10%.

Solucién de permanganato de potasio al 5%.

B.- OPERACION Y PREPARACION DE LA MUESTRA.

Si es posible todas las muestras deben ser corridas por dupli-

cado, lo mismo para el testigo y los esténdares, para verificar la-

rd .
pureza de los reactivos y llevarlos a través de los mismos pasos de

todo el procedimiento.

1.- Pesar entre 0.5 - 1.0 g de una muestra representativa del-
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tejido de la sardina bien homogenizado, dentro de un matraz erlenme
yer de 125 ml. El peso de la muestra ( T 1% ), es determinado pesan
do el matraz antes y después de la adicibén de la muestra. La mues——
tra de la sardina ya homogenizada es transferida al fondo del ma—--
traz, mediante el uso de una espitula acanalada y teniendo cuidado-

de no tocar la paredes de dicho matraz.

2.~ Agregar despacio y con cuidado 30 ml. de 4cido sulfdrico -
concentrado al matraz erlenmeyer. Procurar tener frio el 4cido y la
muestra. Tapar la entrada del matraz con un tapén de hule del No. §

y dejar el matraz por 15 min. aproximadamente a temperatura ambien-

te.

3.- Agite un poco el matraz para ayudar a dispersar la muestra
y colocar después el matraz en un bafio Marfa a 50° - 60°C, por un -

minimo de dos horas.

4.- Quite la muestra del bafio de agua y observe la solucién.
La muestra digerida estari altamente colorida, pero no deberi conte
ner materia no disuelta. Si quedan algunas particulas visibles, sig
nifica que la digestidn no esti completa y por lo tanto deberi de -
continuarse, agregando 5 ml mis de 4cido sulfdrico concentrado y se

- . rd
guir calentando aproximadamente por una hora mas.

5.- Enfrie la muestra a temperatura ambiente y muy lentamente

transfiera el contenido a una botella de DBO de 300 ml, conteniendo
50 ml de agua bidestilada libre de mercurio. Hay que tener precau--
cidn con la botella de DBO, puesto que no estd hecha de material Py
rex o refractario, por lo que no debe someterse a cambios bruscos —

de temperatura, para lo cual se emplea un bafio de agua fria con cu-
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bos de hielo, evitando problemas.

6 .- Enjuague el matraz con 20 ml de agua bidestilada libre de
mercurio (enjuagando dos veces con 10 ml cada-una) y agregar el a-

gua de enjuague a la botella de DBC.

7 .~ Agregar lentamente cristales de permanganato de potasio a
la botella. Hay que tener mucho cuidado de que no suba muy alto la
temperatura empleando el bafio de agua fria. Después de ésto la mues
tra se volverd café obscura y espumosa, cuando la espuma baje, se-
agrega mis permanganato de potasio hasta que el color pirpura per-
sista, lo cual indica que existe un exceso de permanganato, que de
be tener la solucién. Después calentar en baifio Marfa a 50° - 60°C
o bién meter las muestras en autoclave a 120°C y 15 lbs de presién

por 30 minutos como minimo.

8.- Los reactivos en este paso y el permanganato de potasio -
son agentes oxidantes:

a).~ Afiadir 5 ml de ac. nitrico 5.6 N y agite, esperar cerca
de 45 seg.

b).- Afadir 5 ml de ac. sulfdrico 18 N y agitar, esperar cer-

ca de 45 seg.

9.- Los reactivos en este paso son agentes reductores.
a).- Afadir 5 ml de la solucidn al 1.5% de clorhidrato de hi-

doxilamina y agitar. Después de esta adicidn la muestra deberd tor

narse clara, para lo cual hay que esperarse cierto tiempo, (aprox.-
20 Seg)a S5i ésto no ocurre, hay que agregar cristales de clorhidra
to de hidroxilamina hasta obtener una solucién clara, no colorida,
debe permanecer la botella tapada como precaucién.

b).- Afladir § ml de la solucidn al 10% de cloruro estannoso e

inmediatamente insertar el aereador en la botella de DBO, con la -
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muestra.

Nota: Si después de este paso, esta aln presente cierta mate-
ria no disuelta, significa que el proceso de la digestidén no fué -

’ ’
completo, para ésto debera prepararse una nueva muestra.

10.- Lea o bién grafique el valor de la muestra. La grifica -
puede obtenerse de un graficador especial acoplado al espectrofoté

metro. La lectura también la puede dar directamente el aparato.

Nota: Es muy importante y conveniente usar después de obtener
la lectura, la trampa para mercurio que es una celda con carbén ac
tivado, la cual esti adaptada directamente al circuito de la bomba
aereadora con el fin de evitar posibles contaminaciones con los va

pores de mercurio.

11.- Quitar el aereador después de haber eliminado el mercu--

rio y colocarlo en un frasco de DBO con agua destilada limpia.

SECCION II
A.- PREPARACION DE TESTIGOS Y ESTANDARES.

Las soluciones estdndares son preparadas a partir de una dilu

cidn con una solucidén estandar de mercurio conteniendo 1 pg/ml, que
a su vez es hecha a partir de la solucidn patrén de mercurio de --
1000 pg/ml. Para obtener la solucién patrén se disuelve 1.080 g de
éxido de mercurio (II), Hg0, en un volumen ninimo de éCidO GlQFhi'
drico (1 + 1) y se afora a un litro con agua deionizada o bidesti-

lada, que esté libre de mercurio.
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Nota: en la actualidad existen ciertas casas comerciales que -
venden preparada con bastante exactitud esta solucidén patrén de mer

curio.

Las soluciones estdndares y los testigos deberin prepararse --

por duplicado como sigﬁe:

1.- Afadir 2 gotas de una solucidn al 5% de permanganato de po

tasio a cada botella de DBO.

2.- Hacer varias soluciones agregando la cantidad de la sol.,

estandar de mercurio como se indica en la siguiente tabla.

Para los testigos o blancos no se agrega absolutamente nada -
que contenga mercurio, solo los reactivos y aforar después a 100 -
mililitros con agua bidestilada, al igual que la usada con las -~

muestras.

TABLA PARA TESTIGO Y ESTANDARES.-

Solucién estandar de mercurio Contenido de mercurio
0.0 ml 0.0 (Testigo)
0.1 ml 0.1 pg (Estandar)
0.2 ml 0.2 pg "
0.5 ml 0.5 pg N
1.0 ml 1.0 pg n

3.- Seguir los procedimientos bdsicos al igual que para las-

muestras en la seccién I,B, 2.
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Hay que tener cuidado en marcar cada botella, etiquetindolas -

de acuerdo al contenido de mercurio, para obtener un mejor control.
B.- LAVADO DE TODO EL MATERIAL DE VIDRIO.-

Este paso es muy importante para prevenir cualquier contamina-

cibén posible con mercurio, que pudiera falsar los resultados.
El procedimiento deberd ser como sigue:

1.- Lavar muy bién y cuidadosamente las botellas y matraces, u

sando jabdn o detergente y agua bién caliente.
2.~ Enjuagar una o dos veces con agua caliente de la llave.

3.- Lavar con aproximadamente 50 ml de 3cido nitrico concentra

do.
4 .- Enjuagar dos o tres veces con agua caliente de la llave.

5.- Enjuagar dos veces con agua bidestilada e invertir la bote

lla para que escurra y se seque.

6.- Tapar las botellas y matraces con sus tapones correspon--

dientes y previamente lavados de la misma manera.

Nota: se puede ademis emplear una mezcla crémica y dcido clor-
hidrico concentrado para obtener una mejor seguridad en el lavado -

(21).
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PARTE EXPERIMENTAL.-

El primer lote de sardinas que se analizb, consistib en diez
latas. Pesidndose aproximadamente un gramo de muestra por cada la
ta. Esta muestra tomada es producto de una homogenizacidn de todo
el contenido de la lata, en la cual venfan un promedio de seis -
sardinas medianas, acompafiadas de una salsa de tomate con aceite.
La homogenizacidén se efectud en una licuadora lavada de acuerdo a
las instrucciones citadas anteriormente para material de vidrio,-
de tal manera que la muestra pesada contenfa una parte de el con-

tenido homogeneo total de la lata de sardina.

Durante el procedimiento de preparacién de la muestra, que -
fué siguiendo los pasos normales de la técnica citada con anterio
ridad, solo se efectuaron pequeiias modificaciones. No se utilizé-
el autoclave para completar la digestidn, ni se empled bafios de a
gua fria al efectuar las diluciones, ni al agregar los 4cidos y -

el permanganato.

Los testigos y estdndares se corrieron de igual manera que -
las muestras. El material se lavé adecuadamente, ademis todas las

muestras, estdndares y testigos se hicieron por duplicado.

La temperatura del bafio Maria fué mantenida constantemente a

55°C durante 3 horas.

Una vez digerida la muestra se afiadieron los agentes oxidan-

tes y reductores, para leerse posteriormente en el aparato.

La lectura de los resultados fueron obtenidos en un espectro

fotémetro de absorcidén atémica, (Perkin-Elmer 403), con su adita-
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mento especial de la bomba aereadora que viene con su desecante y
trampa para el vapor de mercurio, ademds de ésto viene un grafica
dor acoplado también al aparato , de donde se obtiene directamen-—

te la gridfica de todos los resultados.

La calibracidén del espectrofotémetro se hace de acuerdo a -
los requerimientos del aparato que vienen en un instructivo que a
compafia a dicho aparato, ademis se deben tomar en cuenta ciertos-—

I < . . . .
parametros de operacién para mercurio, que vienen a continuacién,

(20):
INSTRUMENTO PERKIN-ELMER  MODELO 403
LONGITUD DE ONDA 2536 A
ANCHO DE BANDA 7 A
FUENTE DE LUZ LAMPARA DE CATODO-HUECO 6mA
SISTEMA DE ASPERCION BOMBA AEREADORA

Al final se guardb parte de la muestra en frascos de vidrio-
tapados y perfectamente lavados segin las instrucciones citadas -
con anterioridad para material de vidrio, teniendo de esta manera
oportunidad de realizar mis anilisis con la misma muestra, en ca-
so de que hubiera necesidad de hacerlo. Estos frascos debidamente

. 4
etiquetados fueron guardados en refrigeracion.

Para la modificacién B o segunda grifica obtenida se repitie
ron los anAlisis del primer lote, con las mismas diez muestras de

sardinas, nada mds que con ciertas variaciones en cuanto a la par
te experimental. Para esta ocacidn se pesaron por cada lata 5y -

10 gramos, aproximadamente de la muestra ya homogenizada anterior
mente, en sus matraces respectivos. Se digirieron utilizando en -

esta ocacidn, autoclave a 120°C y 15 lbs. de presién durante 3 ho
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ras, se agregd permanganato suficiente para destruir la materia or
gdnica presente, todo lo demds fué en igual forma que para los and
lisis anteriores lo mismo sucedid para la lectura de los resulta--
dos. Se hicieron también testigos y estindares por duplicado de i-

gual forma que la muestra.

La modificacién C, o grifica #3 corresponde a otro lote de --
diez latas de sardinas, completamente diferentes del primer lote a
nalizado. Para esta determinacidén se volvid a pesar 5 y 10 gramos-
de muestra por cada lata, pero en este caso la homogenizacién de -
la muestra fué hecha en la licuadora, unicamente de las sardinas,
sin la salsa entomatada con aceite, que viene acompafiando al pro--
ducto. Se agregb agua bidestilada para ayudar a moler las sardinas

siendo una cantidad constante para todas las latas analizadas.

Para los primeros tres resultados obtenidos, no se utilizd el
autoclave para la digestidén, lo mismo que para los primeros cuatro
estdndares y un testigo lefdos. Para el resto de los andlisis - -
contando los estindares y testigos, se efectué digestidén en auto--
clave durante seis horas. Los pasos restantes fueron hechos en i--
gual forma que todas las muestras realizadas con anterioridad, ade

mis no se usd el bafio de agua fria durante las diluciones.

Este siguiente andlisis cuyos resultados corresponden a la mo
dificacidén D en la grifica #4, fué realizado en un nuevo lote de -
10 latas de sardinas, diferente a las de los anteriores anilisis.
Pero en este caso se pesd la cantidad de 0.5 g de muestra, hacién=-

dose unicamente 10 andlisis sin duplicado pero, corriéndose estéin-—

dares y testigos por duplicado.

Aqui la muestra homogénea correspondia a trozos de la sardina
tomados de la parte carnosa cercana a la cabeza, eliminando la sal

sa que acompafia a la sardinas y no se agregb agua bidestilada como



-39~

como en el caso anterior.

El procedimiento de preparacién y lectura fué hecho en igual
forma que el citado anteriormente en la "Descripcidn Sumaria del-
Método", pero no se usbé autoclave en la digestidn, sin embargo se
empled bafios de agua fria con cubos de hielo en todos los pasos,-
cuando se efectuaban diluciones lo mismo que al agregar el perman

ganato de potasio.

En el momento de la aereacién de la muestra, se empleb de -
dos a tres gotas de alcohol octilico para las muestras con sardi-
nas (7), como un agente antiespumante debido a que en el momento-
de efectuar la lectura, de no tener el antiespumante, la espuma -
sube tanto que podria llegar a dafiar seriamente el aparato, ade--
mis se agregd alcohol octilico a los estidndares pero no a sus du-

plicados.

Se repitieron los 10 andlisis anteriores para ésto se pesd -
una cantidad aproximada de 0.5 g de muestra tomando de la sardina
en la misma forma como se hizo en los 10 andlisis anteriores y si
guiendo el procedimiento normal para digestidén, pero en este caso
metiendo las muestras en autocalve por 2:30 horas, para completar
dicha digestidn, ademis la utilizacidn de bafio de agua fria en to
dos los pasos de diluciones en los cuales sube muy alto la tempe-
ratura. No se usb alcohol octflico como antiespumante pués no fué

necesario, ademds se metieron estandares de Hg y cuatro testigos.

De todo ésto se obtuvo los resultados de la modificacién E, en la

grafica #5.

Para la siguiente determinacidn se efectud un nuevo anilisis

por duplicado con las mismas diez muestras, que ya han sido anali
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zadas con anterioridad y de cuyos resultados se han obtenido las
grificas 4 y 5. Para estos andlisis se siguié la misma operacidn
con las mismas variantes, que las empleadas para la obtencidén de
los resultados anteriores que se escuentran en la gridfica #5. -
Siendo el peso de la muestra de 0.5 g, igualmente se corrieron -
testigos y estindares, obteniéndose de estos resultados la grafi

ca #6, que corresponde a la modificacidn F.

La modificacién G, es producto de una investigacidn para ob
servar la influencia del permanganato de potasio en los testigos
y estandares. Para ésto se prepararon cuatro grupos de testigos-

y estdndares con cantidades de 0.5 y 1.0 pg de Hg.

Al primer grupo se le afiadié permanganato de potasio antes-
de la digestidn en autoclave, solo se agregaron gotas de la sol.

al 5% de KMnO 4 después de la misma.

Al segundo grupo se afiadié de unas 2 a §5 gotas de la sol. -

al 5% de KMnO, antes de meter las muestras en el autoclave.

Al tercer grupo se agregd 10 ml de una solucidn al 5% de —-—

KMnO, y después se metieron en el autoclave.

Al cuarto grupo se agregd una cucharadita con la espdtula a
canalada, de cristales de permanganato de potasio, colocdndose -

después en el autoclave.

La duracidén del autoclave para todos los grupos fué de una-

hora a 120°C y 15 libras de presién.
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Los testigos contenfan los mismos reactivos que los estinda-
res excepto mercurio y fueron corridos en igual forma que los mis

mos.

El método seguido para estos andlisis, fué de acuerdo a la o
peracidén normal, solo efectuando algunos cambios citados poste——-

riormente.

La solucién de permanganato era libre de mercurio. Ademis -
las soluciones de 4cido nitrico y sulfdrico fueron afiadidas antes

de colocar las muestras en el autoclave.

Para obtener la modificacién H, correspondiente a la grifica
#8, se probd un nuevo método, el de las Adiciones de Estindares -
de mercurio (24,25,29). Este método consiste basicamente en agre-
gar cantidades conocidas de mercurio a las muestras de sardinas -
previamente homogenizadas, ésto al principio de la preparacidén de
dichas muestras y correr las muestras de igual manera como se ha
estado haciendo, en anteriores anilisis, lo mismo se prepararon -
testigos, los cuales siguieron las mismas condiciones que las -

muestras.

Solo algunos cambios se efectuaron durante la técnica. Para-
ésto se pesaron aproximadamente 0.5g de muestra, haciéndose por -
duplicado las latas No. 27 y 28 del mismo lote de diez latas que

se ha venido empleando para la obtencién de las grificas 4, 5, y 6.

~ ’
Después de sacar las muestras del bafio Maria, durante dos ho

. ’
ras y media, se agregaron los estandares.

A la muestra No. 27 no se le agregd nada de mercurio, pero a
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la 27 se agregé 0.1 pg de Hg, después a la muestra No. 28 se agre-
gb un estandar de 0.2 pg de Hg; y a la 28', 0.5 pg de Hg, también -

se corrieron dos testigos.

Después se agregd el permanganato en cristales y los 4cidos ni
trico y sulfirico, colocdndose posteriormente todas las botellas en
el autoclave a 120°C por 2:30 horas. Una vez frias a temperatura am
biente se agregaron los agentes reductores y se procedid a su lectu

ra.

En seguida se efectud el andlisis de cinco latas de sardinas -
de un lote completamente nuevo, llevidndose a cabo por el método de-

las adiciones de estdndares, correspondiendo a la modificacién I.

Se hicieron por duplicado todas las muestras lo mismo que para
los estdndares y testigos, pesando aproximadamente 0.5 g de la mues
tra homogenizada en un mortero perfectamente limpio. Para ésto se e
1liminé el jugo o salsa de tomate que acompafia a las sardinas y uni-
camente se tomé la parte mis carnosa cercana a la cabeza de la sar-
dina, donde se ha estudiado que se encuentra la acumulacidén mixima-

de mercurio (7), ésto sin tomar en cuenta a las viceras ya que este

producto viene limpio.

Después de pesar las muestras se afiadié dos gotas de sol. al -

5% de permanganato de potasio a todos los frascos, tanto muestras -

como testigos y estdndares, enseguida se agregaron los estindares a

las muestras de sardina, siendo las cantidades de 0.1 y 0.2 pg de
Hg, ademis se hicieron aparte estindares con cantidades de 0.1, 0.2,
y 0.5 pg de Hg, despuéds se agregd el dcido sulfirico concentrado y

se colocaron 2:30 horas en bafio Marfa a 55°C, pasado ésto se efec—--
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tudé la dilucidén a 100 ml con agua bidestilada empleando bafios de a-
gua fria durante la dilucidén. Una vez frias la muestras se afiadié u
na cucharadita con la estpdtula acanalada, de KMnO4 en cristales a
todas las botellas de DBO y se colocaron dos horas en autoclave a -
120°C y 15 1bs de presibn, se sacaron y se procedié normalmente a—-—
gregando los 4dcidos nitrico y sulfiirico, después los agentes reduc-
tores para colocar la bomba aereadora y leer la cantidad de mercu--

rio en el espectrofotémetro.

Estos resultados se obtuvieron tomando directamente la lectura
del espectrofotémetro ya que el graficador se encontraba descompues

to en esta ocacién.

Después de ésto se analizaron otro lote de cinco latas de sar-
dinas siendo todas diferente de las muestras analizadas anteriormen
te. Para estas se siguibé el mismo método de las adiciones estinda--
res. Efectudndose por duplicado tanto muestras como estdndares y -
testigos. La técnica seguida para estas muestras fué semejante a la
usada para las anteriores, solo hubo ciertas variaciones en cuanto-
al tiempo empleado durante la digestidén. En esta ocacidn fué de 2 -
horas en baiio Marfa y de 1:30 horas en el autoclave, todo lo demis

se efectud de igual manera que las cinco muestras anteriores.

. » .
Para estos anilisis se obtuvieron los resultados en la grafica

No. 10, los cuales corresponden a la modificacién J.

Por Gltimo se efectuaron algunos andlisis empleando solamente-

estindares y testigos. Para ésto sc corrieron varios estindares con

concentraciones de 0.1, 0.2, 0.5 y 1.0 pg de Hg, unos tratados en-

iguales condiciones que las empleadas para la modificacidbn J, es de
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cir con digestidén empleando bafio Maria y autoclave y los otros es-
tdndares fueron tratados sin digestién eliminando el bafio Marfa y-
el autoclave; también para los testigos un grupo fué metido a di-—

gestidn y el otro no., Todo ésto corresponde a la modificacidn K.
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RESULTADOS Y DISCUSION.-

Los resultados de la modificaién A se toman como aceptables,
aunque no se utilizd autoclave en la digestibén, solo se empled el-
bafio Maria por tres horas, pero se alcanzé a digerir la muestra --
que pesaba aproximadamente un gramo, hay que tomar en cuenta que-
este peso es en base himeda ya que la muestra era un homogenizado-
de toda la lata de sardina, las tres dltimas muestras se echaron a
perder, sin embargo los resultados de la modificacidén B, no son -
tan aceptables siendo las mismas muestras que las anteriores solo-
que en este caso se pesdé 5 y 10 gramos por cada lata teniendo como
resultado una formacién de una capa de grasa que no se alcanzd a -
digerir, habiéndose usado el autoclave y en la mayoria de las mues
tras se dificultaba la lectura; solo la muestra No. 7 alcanzé a -

dar un valor mis legible.

En los tres primeros resultados de la modificacién C, que co
rresponde a un nuevo lote de sardinas diferente de las anteriores,
hubo formacién de espuma por lo que se interrumpidé su lectura, a--
demds estas tres primeras muestras no se habian metido al autocla-
ve para que se completara la destruccién de la materia orgdnica y-
si se obtuvieron resultados sin el problema de la espuma en las --
muestras restantes con digestidén. Cabe mencionar que estas mues——-
tras correspondian a las sardinas molidas con un poco de agua pero
sin el jugo o salsa de tomate en el que venian acompafiadas, que -

contenfa una capa aceitosa considerable.

Las modificaciones D, E, F y H, corresponden a un mismo lote

de sardinas solo que en cada modificacién se realizaron ciertos -

cambios en la técnica.
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Para las muestras de la modificacién D, se pretendidé no uti-
lizar el autoclave, sin embargo la muestra No. 21 no se alcanzé a
leer por la formacién de espuma, a pesar de que la cantidad de -
muestra correspondia a una mds pequeiia (0.5 g); que las pesadas -
anteriormente, pero de aqui en adelante las muestras corresponden
unicamente al peso de la sardina, procediendo a usar un antiespu-
mante en este caso el alcohol octilico (7). De esta manera si se-
obtuvieron resultados en las muestras restantes. Se observdé 1los
resultados de los estindares comparando los que contenian anties-
pumante de los que no y todas las sefiales eran mds bajas en aque-
llos que contenian el alcohol octilico, tomdndose en cuenta para-
efecto de los resultados todos los estdndares conteniendo el anti

espumante.

La muestra No. 27 didé un valor muy alto en la modificacién D
posiblemente debido a contaminacién posterior, sin embargo se re-
pitieron los anilisis en las modificaciones E y H, nada mis que -
en este caso si se empled autoclave para completar la digestidn -
de toda la materia orgdnica, observindose que el valor di mis ba-
jo en estas modificaciones. El resultado de los cuatro testigos -
de la modificacién E, estin aceptables, ademids el resultado de -

las muestras es bastante aceptable.

Los resultados de la modificacién F, son rechazados en su to
talidad, 1la razén es debida a contaminacién de testigos ya que su

valor did demasiado alto.

En la modificacidén G se puede ver la posible influencia que-

tiene el permanganato sobre testigos y estdndares.



El primer grupo analizado que fué metido al autoclave sin per
manganato solo se afiadieron gotas de la solucién del mismo después
de sacarlas del autoclave, dié como resultados sefiales muy bajas -
tanto en los testigos como en los estindares, compardndolos con -

las lecturas de los grupos restantes.

Los grupos 2, 3 y 4 dan lecturas mids semejantes entre si, aun
que los resultados del grupo 3 y 4 tienen mis similitud tanto en -
sus testigos como en los estindares teniendo en consideracidn que-
ambos grupos tienen un exceso de KMnO4 uno en solucidn y el otro -
en cristales, contrario al grupo 2 que solo contenia gotas de la -

solucibén al 5% de permanganato de potasio.

En cuanto al resultado de los testigos de los cuatro grupos,-
si aumenta el valor con el exceso de permanganato pero no una can-

tidad considerable de tomarse en cuenta.

En la modificacidén H, se probd el método de las Adiciones de
Estindares con el uso del autoclave y exceso de permanganato de -

potasio.

Para ésto se escogieron la muestra No. 27 debido a su valor-
tan alto que resultd en la grifica 4 de la modificacién D, tratan
do de verificar de nuevo ese valor y ademids se tomé la muestra No.

28 debido a que el resto se encontraba contaminado con hongos.

Los resultados fueron bastante buenos segin este nuevo método
ya que la lectura de los estindares dieron de acuerdo a la canti--

dad contenida de mercurio.
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Enseguida se obtuvieron buenos resultados utilizando este mé-
todo de las Adiciones de Estdndares con las cinco nuevas muestras-—
cuyos resultados vienen de la modificacidén I, ademds usando el ba-
fio Marfia y el autoclave con exceso de permanganato en cristales, -
se alcanzé a digerir bastante bién sin presentarse problemas poste

riores.

Los resultados de la modificacién J, son bastante aceptables
donde se repite el método anterior con nuevas muestras solo acor-
tando los tiempos de digestién tanto en autoclave como en bafio Ma

ria, obteniendo una digestidén completa de la muestra.

Para efecto de los resultados se dan todos en p.p.m. (partes

por millén),donde:

pe Hg
= p.p.m. de Hg

g de muestra

. Il
o bién puede hacerse la relacidn a volumen:

peg Hg

= p.p.m. de Hg

ml de muestra

y de esta manera estandarizar los resultados en una misma u-

nidad (6,19,20,21,27).

Los resultados finales se pueden apreciar en la tabla No. 1.



MODIFICACIONES

LATA
LATA
LATA
LATA
LATA
LATA
LATA
LATA
LATA
LATA

CLAVE.

MODIFICACIONES

LATA
LATA
LATA
LATA
LATA
LATA
LATA
LATA
LATA
LATA

CLAVE

No.
No.
No.
No.
No.
No.
No.
No.
No.
No.

S

No.
No.
No.
No.
No.

No.
No.
No.
No.

R=He S = R R N N N

—
o

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

TABLA No. 1

LATA No.
LATA No.
LATA No.
LATA No.
LATA No.
LATA No.
LATA No.
LATA No.
LATA No.
LATA No.

LATA No.
LATA No.
LATA No.
LATA No.
LATA No.

CLAVES

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

31
32
33
34
35

RESULTADOS DE LAS SARDINAS EN ppm DE Hg.
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D E F H
(0] 0.i81 0
0.190 0.195 0
0.132 0.273 0
0.360 1.807 0]
0.452 0.337 0
0.130 0.246 o]
4.162 0.145 0 0.15
0.093 0.194 0] 0.15
0.056 0.142 o}
0.076 0.193 0
A\ S J
071t
I J
0.001 LATA No. 36 0.096
0.001 LATA No. 37 0.168
0.001 LATA No. 38 0.109
0.001 LATA No. 39 0.258
0.001 LATA No. 40 0.285
\__\,,_/ \__\/__/
04| 04”

*Los resultados son promedio de menos de cinco
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CONCLUSIONES. -

Todas las muestras resultaron con valores abajo del 1limite de
toxicidad, establecido por el Codex Alimentarius, por lo que se con
cluye que aunque existe una ligera contaminacién por mercurio en --
las sardinas analizadas, no es de consideracién, ( 0.151 - 0.313 5=

p.p.m. encontradas y el limite es 0.5 p.p.m. ).

El método de Espectroscopfa por Absorcién Atdémica sin flama,-
probd ser adecuado para este tipo de anilisis siempre y cuando se -

emplee, la ldmpara de mercurio de cdtodo-hueco y la bomba aereadora

Cuando se trata de productos biolégicos no se puede determi--
nar el mercurio, si no se destruye completamente la materia orgini-
ca presente, usidndose el autoclave para mejorar la digestién, a ==
120°C y 15 lbs de presién, por un minimo de 1:30 horas para una can

tidad de muestra entre 0.5 - 1.0 gramos.

. . . e
Ademds para obtener una buena digestidn y oxidacidén de la ma-
. . . . 4
teria orgdnica y no tener pérdidas de mercurio por volatilizacion -

es conveniente poner exceso de permanganato de potasio en cada mues

tra.

Es recomendable la Adicién de Estdndares cuando se encuentran
cantidades pequenisimas de mercurio ya que se ayuda a aumentar la -

sefial para poder ser detectada por el espectrofotdémetro.

Ademis los iones metdlicos que son reducidos al estado elemen

tal por el cloruro estannoso, pueden llegar a interferir en esta -
Y . . .
teécnica sin flama, si son capaces de amalgamarse con el mercurio y-

formar compuestos estables.
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Por ésto si alguna interferencia es sospechada puede ser com-
probada, agregando cantidades conocidas de mercurio a la muestra y-
redeterminar (Método de Adicidén de Estindares). En este caso debe -

ser medida la absorcidn no atémica. =

Con el empleo de bafios de agua fria durante las diluciones se
evité en cierta manera las posibles pérdidas de mercurio por volati

lizacién.

El lavado de todo el material utilizado en estas determinacio
. . . . I d .
nes deber3 ser como se indica en la pdgina 35, para evitar al maxi-

mo posibles contaminaciones que puedan alterar los resultados.
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