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I INTRODUCCION

En la actuslidad ha llamado la atencidn el efecto de trazas de

algunos metales mobre el metabolismo de los seres vivos.

Los progresos industriales han sido cada vez mayores, provocan
do una ecumulacién de sustancias téxicas en el medio ambiente. Tam
bién puede haber envenenamiento quimico por la ingestién de alimen-
tos enlatsdos, o por las frutas y vorduras a las que se les ha ad-

ministrado insecticidas.

Por estas razones, los métodos para detectar la presencia de -
elementor que causan dafio al organismo deben hacerse mis minuciosos
por la necesidad de determinar concentraciones cade vez mds bajams -
de metales en una gran variedsd de materiales bioldgicos. Para la -
valoracidén de los metales en los dos fluidos, exiasten varios méto--
dos, como por ejemplo, el andlisis colorimétrico, el de espsctrofo-
tometris de absorcién atdmica, que son los que merecen mds confian-
28, En las determinaciones se necesitan efectuar varias pruebas, ya
sea para confirmar la presencia o ausencia de metales y despuds -

cuantificar los metales en sengre y en orina.

E1l laboratorio clinico juega un papel importante en el diagnés
tico inieisl, shi e= donde se detecta la presencia de metales pesa-
dosg: ohaervando en el frotis de la sangre una elevacidén de cédlulas

con punteado berdéfilo y en ls orina ae obaerva color anormsl y pue-~



de haber también la presencia de protainas.

El objetivo de eate trabajo es hacer una recopilacién de métodos
mds utilizados pars la determinacién de metales comos; el plomo, mercu-

Fio, arsénico, cobre y cadmio en sangre y orina.



11 GENERALIDADES
I1.1 PLOMO

£1 sfmbolo de este metal es Pb, derivada de la palabra latina -

plumbum que gignifica pesado,

La ubicuidad es caracter{stica del plomo. Ocupa el 160. lugar -

en orden de abundancia en la corteza terrestre, y el 9o. en el mar.

(9)

El plomo es un metal blando y muy pesado, se funde a una tempersa
tura de 325% y su densidad es de 11.4 g/ml. Reacciona lentamente con
el dcide clorhidrico, tiene poca aceidn sobre el deido sulfdrico y el

deido nitrico lo ataca fdcilmente.

El plome y sus vapores sen venenosos, ademds, de sus siguientes
compuestos; 6xido de plomo, altayalde caleinado o litargirio (Ph0), -
8xido salino o minio (Pb30h)’ tetrametilo de plomo y tetraetilo de -

plomo,
Los usos del plomo en la industria son muchos y muy variados. E-
xiste peligro de exposicién al plomo en lasg siguientes industrias y -

ocupaciones:

a) Imprentas {fundicién de linotipias, etc.)



b

~

Fdbrica de pinturas

Fébrica de acumuladores (baterias)

Q
~—

d) Fabricacidn de lana blanca para calzado
e) Manufacturas de anilinas

) Plantas de galvanizacidn

g) Minag ds plomo

Fabricacidn de ingecticidas

=2
~—

i) Fabricacidn de compuestos fosforados
j) Depésito de chatarra de acero (cortado al soplete)

k) Soldadura con plomo o estafio

La causa mds frecuente de envensnamiento por plomo en el hogar -
es 1la ingestién de blanco de plomo, pintura que contiene sales (carbo-
natos) de plomo, Esta sustancia ataca sl sistems nervioso central, -
caugando dafio cerebral y figico de secuelas permsnentes, manifestadas

en problemas de conducta, retraso mental e hiperactividad (25, 47).

El plomo se encuentra en algunas hortalizas en poca cantidad., -~

Los alimentos enlatados contienen plomo en mayor proporcién,

El plomo se encuentra distribufdo en los tejidos de los seres -
vivos en cantidades pequefias, como por e jemplo, en el rifién, pulmén y
en el tejido ésea (46),

Las vias de entrada de plomo al organismo son:

1} Por inhalacién de vapores.



2) Por ingestién de compuestos de plomo.

3) A trevés de 1la piel, algunos compuestos organicos de plomo.

Cuando ge ingiere plomo, la mayor parte de €1 pasa a través del
organismo sin absorberge y es eliminado en las heces. Por otra par -
te, la mayor porcién de plomo que llega a abgorberse es recolectads -
por el higado y excretada en parte por la bilis. Por esta razén, pa-
ra poder producir intoxicacidn por via digestiva, se necegita la in--
gestidn de cantidades congiderables de plomo. Una dosis téxiea seria
de 1 a 2 mg. por dia durante varios meses. Por el contrario, cuando
el plomo se inhala, es absorbide fdcilmente a través de los tejidos -
del sistema respiraterio, los sintomas tienden a desarrollarse rdpida
mente. Desde el punto de vista de intoxicaciones industriales la - -

inhalacién de plomo es, por lo tanto, mas importante que la ingestién

(L6).

Una exposicién al plomo provoca la acumulacidén en el cuerpo, -
almacendndoge en tejidos, especialmente en los huesos (1), Los sinto
mas de envenenamiento aparecen cuando el plomo almacenado es liberado
a la sangre. Por esta razén se conoce come veneno acumulative y se
agrupa como elemento téxico junto con el cadmio, arsénico y mercurio

(25).

La iphalacidn de plomo puede variar de 0.01 a 1 mg. y aproxima-
damente 0.04 mg, de plomo se aspira diariamente. De esta cantidad es
retenida por los pulmones y es absorbida de un 30 a 508, E1 plomo ab

sorbido es gecretado por via biliar en el curso alimenticio y elimina



do en la materia fecal; de aste modo, la excrecién fecal de plomo dia-

ria o3 igual a la ingesta diaria bajo condiciones normales.

ABSORCION EN Mg. PRODUCCION TOTAL EN Mg.
Alimento 0.31 Heces 0.32
Agua 0.02 Orina 0.03
Aire 0.02

0.35 0.35

Cuando se incrementa la inhalacién de plomo, también se incremen
ta la excrecidén urinaria y fecal, ademis, se elevan los niveles en la

sangre y se lleva a cabo un almacenamiento.

Los niveles de plomo en la sangre y orina, han sido determinados
en individuos en todas partes del munde. Los valores de referencia de
plomo en sangre son de 30 a 40 meg/100 ml y en la orina es de 5 a 50 -

meg/1 (1),
El envenenamiento por plemo se divide en agudo y crédnico,
ENVENENAMIENTO AGUDO:

El envenenamiento agudo por plomo, esg rare pero pude resultar de
la inhalacién en grandes cantidades de plomo, Los sintomas que causan
gon: sabor metdlico en la boca, salivacién, célico, vémito, anuria y -

shock.



ENVENENAMIENTO CRONICO

Los signos y sintomss de enverenamiento crénico por plomc se pue

den dividir en cuatro:

1) hematolégico, 2) neurolégico, 3) digestivo, 4) otros.

HEMATOLOGICO

El plomo produce fragilidad de los eritrocitos, de manera que -
ellos se hemolizan con el mds liger: trawmatismo. A causa de este -
aumento de fragilidad, los eritrocitcs se destruyen mis rdpidamente de
lo normal y se produce anemia, Ls sintesis del grupo hemo es afecta-
ds primariamente por la inhibicién Ze la deshidratasa del dcido delta-
aminolevulinico y la ferroguelatasz, siendo esta enzims la que contro-

la la incorporacién del hierro a ls czolécula de hemo {9,25),

Ura importante guia quimica de los efectos del plomo en el siste
ma hematopoyético, es la aparicién de coproporfirina III en la orina,-
aunque este resultado puede ser inespecifico, ya que la coproporfiriny
ria ocurre en una gran variedad de desdrdenes y contaminaciones como -
en la pressncia de varios metales (4s, Hg, Cd, Bi), en alcoholismo agu
do y cirrosis en alcoh6licos. Perc existe una evidente correlacién en

tre la cantidad de plomo y la presencia de coproporfirinas en la orina

(9).

Se ha demostrado que un mayor nivel del dcido delta-aminolevuli-



nico en la orina da un signo mds temprano de la exposicién de plomo -

que el elevado de coproporfirina (19).

El plomo también interfiers con la incorporacién de hierroc en la

protoporfirim' para formar el hemo:

H-C-H H-C-H
v ! 0
H-C-H NH, —————> 0 Il
! 2 _co N oK ,~CH__-C~CH, -NH
Cof=3-0-0 2 HO/ 22 a2

SUCCINIL CoA GLICINA ACIDO DELTA-AMINOLEVULINICO

B

\ )
2 \C-CH -CH -C!-CH ~NH AnLevDESHIDRATASA HOOC~CH, —C -C = /
/ 2 2 2 2 'Y 2
HO ~» ,
(Paso donde se inhibe HOOC-H C-C= C/
por plomo) N\

CHNH2

ACIDO DELTA-AMINOLEVULINICO PORFOBILINOGENQ

A 1) GOPROFORFIRINA
. [ ‘ ————— & 2) COPROPORFIRINA III
3) PROTOPORFIRINA + Fe'2
NH ,~CH g H inhibicidén por plemo
4) HEMO
PORFOBILINOGENO

A = Carboximetil

=]
H]

Carboxdetil



Otro importante signo de intoxicaci6n es 1la aparicién de célu—
las punteadas en le sangre periférica {1), Estas formas juveniles de
eritrocitos son 1llamados punteado bagéfilo, Los puntos o grénulos =-
gon anormalidades de la misma ribonucleoproteina baséfila. Uno de -
cada 10,000 eritrocitos de individuos normales musstra basofilia pun
teada (19,43). Se encuentran nimeros mayores en las anemiap de casi
cualquier variedad, pero abundan en la intoxicacién por metales pesa
dos, sbbre todo el plomo (pero también en plata, mercurio y bismuto).
De hecho la basofilia punteada de los eritrocitos es una gran ayuda
para el dimgnéstico cuando los sintomas o la historia clinica hacen
auponer intoxicaciﬁn saturnina, En estos casos, si ss encusntran 30
o més de estas eélulas en 10,000 eritrocitos se cree que hay satur-
nismo; y el punteado puede ser mds fino que en las variedades inespe

eificas (anemias, ete.) (9).

2) NEUROLOGICO

Los migculos extensores de las extremidades superiores estdn -
paralizados con mayor f?ecuencia que log flexores de las extremida—-
‘des inferiores. La pardlisig flexora de la muflsca es un ejemplo co-
win y caracteristico. Los primeros sintomss incluyen irritabilidad;
dolor de caheza, insomnio, cansancio, ataxia y después confusién, de

lirio, convulgiones y puede desarrollarse un estado de coma (47).

La augencia de disturbios sensoriales es importante para dife-

renciar esta forma de otras neuropatias periféricae (1). Despuds de

10



Una pardlisis prolongada se puede producir atrofia, con recuperacién

incompleta de la funcién muscular después de terminada la exposicidn,

* El diagnstico no se sospscha hasta que ya se haya ingerido -
gran cantidad de plomo, debido a las medidas de seguridad de las in-

dustrisa, y es raro que se presente en adultos.

La encefalopatfa en la actualidad se observe principalmente en

los nifios.
3) GASTROINTESTINAL

El célico de plomo o de “‘pintores™, que resulta del espasmo -
del intestino, trae como consecuencia natural el egtreflimiento y son
comunes las ndugeas y vémitos. Primero, hay pérdida de peso y apeti
to, despuds, viene la fatiga. El célico es intermitente, muchas ve-
ces hasta que el paciente se doble ds dolor. Entre los ataques sdlo
hay sensacién de opresién. Haciendo presién sobre el abdomen, ge -
puede producir un alivio evidente. En casos de célico producido por
accidentes industriales, basta retirar al paciente del medio al que

egtd expuesto (9).
4) OrROS

Otros de loa signos que hacen suponer la intoxicacién, aunque

11



no es espec{fico de eate medio, es la aparicién de una 1fnea de color
negro azulado en el msrgen de la encia, esta linea se lloga a formar

por la precipitacién del sulfeto de plomo en los bordes gingivales y
en los dientes y se le conoce como “la 1inea de plomo™, pero esto no

es frecuente, debido a la mayor higiene bucal (9).

Otros metales como el bismuto, mercurio, estafio y el arsénico, -
aumentan la precipitacién en los bordes gingivales, pero no hay wuna
especificidad de la linea en el diagndstico de intoxicacién por el -

plome.

Invariablemente la contaminacidn por plomo produce cambios en -
la coloracidén de la piel conocido como "c?lor plomo”, El paciente to
ma una apariencia pdlida o gris ceniza y el mecanismo de esta respuecs
ta no ha sido aclarada, pero normalmente se cita a la constricecién ca
pilar y aparentemente la anemia juega un papel menor, ys que algunocs
individuos presentan el coclor plomo y el contenido de eritrocitos ¥y

hemoglobina es normal (9),

TETRAMETILO DE PLOMO Y TETRAETILO DE PLOMO

El tetrametilo de plomo y el tetraetilo de plomo gon compuestos
solubles en lipidog y son usados como aditivos antidetonantes. Aunque
se abgorbe por la piel, se requiere mucho tiempo para que los niveles
a través de la piel lleguen a ser téxicos, Los compuestos orgdnicos

de plomo que entran en el cuerpo, principalmente lo hacen por la via

12



reapiratoria, normalmente por inhalacién de vapores durante la lim-~
pieza de cisternas. A causa de la gupervisién higiénica industrial,
la intoxicacidn por estos compuestos es rara. El tetraetilo de plo-
mo produce gintomas que estdn principalmente referidos al sistema -
nervioso central, El paciente so muestra irritable, padece insomnio,
emocionalmente es inestable, y en etapas avanzadas el paciente pre--
senta alucinaciones, El tetrametilo de plomo y el tetrastilo de plo
mo ge experimentaron en ratas involuerando dosis letales para provo-
car efectos neuroldégicos, estos animales mostraron hiperactividad, -
irritabilidad y convglsiones. El tetrametilo de plomo produce letar
go, somnolencia y estado de coma, También se vid que en los humanos
produce anorexia, vémito, diarrea moderada, sin efecto en el metabo-
ligmo de porfirina, ademds no aparecen células punteadas, ni reduc--
¢ién en el nimsro de eritrocitos en la sangre, y log niveles de plo-
mo et la sangre permanecen cerca de lo normsl con la intoxicacidn de
tetraetilo de plomo, mientras que los niveles de plomo en la orina -

aumentan marcadamente (9,21,22).

Datos clinicos que ayudan en el diagndstico de saturnismo;

HEMOGRAMA: Anemia moderada, intensa en los cagos avanzados, de ca--
récter discretamente hipocromo, con anigocitosis y poiquilocitosis,
"punteado bagéfilo™ tipico, en una parte de los hematfes, dato casi

conatante y de valor bisico en el diagndstico (2),.

Leucocitosis neutréfila en las fages de agudizacién, A veces -

13



trombopenia.

MIELOGRAMA: Médula hipopldstica en unos casos, hiperactiva en otros.
En las células reticulares pueden encontrarse hematies fagocitados, -
hemosiderina y grénulos baséfiles. Microfluorescencia de los normo--
blastos ~"fluorescitos'- ¢ incluso otras de ""células medulares™, y
adn de las trabdculas éseas, a la observacién microscépica mediante -

luz ultravioleta (2).

QUIMICA HEMATICA: Ligera hiperbilirrubinemia responsable de la sub--

ictericia. A& veces, hiperuricemia y hematinemia (2).

ORINA: Eliminacién aumentada de porfirina, hallazgo regular precoz,-
por lo tanto, de notable valor diagnéstico, aunque no exclugivo del -
saturnismo, como se explied anteriormente. En la orina aparece, so--

bre todo, coproporfirins IIT y dcido delta-aminolevulinico (2),

La determinacidn de plomo pogee, naturalmente un valor definiti-
vo. Pueden considerarse patolégicas cifras de eliminacién urinaria -
guperiores de 80 mcg en 24 horas, aunque desde 50 meg debe sospechar-

ge intoxicacién,

La prueba terapbutica con calcio-EDTA al movilizar el plomo de

log tejidos, motiva un aumento en la eliminecién del tdxico.

Glucoguria intermitente de origen remal, con glucemia normal.

1%



Aminoaciduria, ocasionalmente. La orina puede presentar también

albimina y cilindros.

CRITERIO CLINICO: La anemia con punteado basséfilo en los eritroci- -
tos, as{ como la porfinuria, conatituyen signos por lo general sufi--
cientes para conformar una sospecha clinica, Si todavia caben dudas,
debe procederse a la determinacidn de plomo en la orina y a la prue-

ba de calecio-EDTA.

En conclusidn, para dar un diagndatico de plumbismo crénico ge
presenta anemia, punteado baséfilo, incremento del dcido delta-amino-
levulfnico y la presencia de la concentracién elavada de plomo en san

gre y orina.

Los procedimientos analiticos deben ser extraordinariamente sen
gibles y efectuarse con gran cuidado a fin de que los resultados sean

vdlidos,

IL.2 MERCURIO

El simbolo de este metal es Hg. Se le llama también azogue, aun
que el mercurio metdlico en forma de liquido aparece en ciertas dreas
volednicas. El mercurio comercial dispanible hoy en dia se extrae -

del cinabrio (Hgs).

15



El mercurio se obtiene del cinabrio, que es un mineral de color

rojo obscuro:

+ 80

BS() * Oy ——o s ey o(g)

Al escaparse el 802, el cual es un gas, se condensa el mercurio,

que después es purificado por destilacidn triple.

A temperatura ordinaria el mercurio es un lfgquido muy pesado -
(un litro pesa 13.6 kg.), de color semejante a la plata, su punto de
ebullicidén es de 35700, y es altamente voldtil a temperatura ambien-

te.

El mercurio presenta dos estados de oxidacién, como monovalente

+1 2

. + .
(Hg'' mercuroso) y como divalente (Hg ° mercirico).
El mercurio divalente puede formar uniones covalentes eon 4to--
mos de carbono y por esta propiedad se le conoce como mercurio orgd-
nico (9).

Los usos del mercurio en la industria son mitiples y existe pe-

ligro de exposicién al mercurio en las siguientes industrias y ocupg

ciones

a) Se emplea en los laboratorios de investigacién y médica y en
patologia clinica.

b) Manufacturas de instrumentos cient{ficoa.

16



¢) Medidores eléctricos

d) Ldmparas de vapor de mercurio

8) Amalgamas de cobre, zinoc, plata y aro

f) Para goldaduras

g) En la produceién de compuostos orgdnicos

h) En la fabricacién de sombreros de fieltro.

i) Como catalizadores en la produccidn de pldsticos de vinil, u

tilizando sales de mercurio.

Los compuestos inorgdnicos mds téxicos son las sales de mercu--

: - . . .4 .
rio (eloruro morcuroso y merclrico, nitrato mercdrico) y también los
llamados organomercuriales (fenilmercurio, etilmercurio, sales de al

quilmercurio).

El mercurio metdlico es el mds voldtil de las formas inorgdni--
cas del mercurio (43). Una atmdsfera saturada a 25°C y a 760 mm de -
Hg de presidn contisne 19.6 mg Hg/m3. Niveles 100 veces mds bajos -

que estos producen sintomas de mercurialismo (9).

Al cloruro mercuroso (Hgll) se le conoce con el nombre de calo-
mel, y es un compussto color blanco, siendo el menos téxico de los -
compuestos mercurogos que se conocen, Eg usado en algunas cremas co-
mo antigéptico, también fue usado como catdrtico, tiene propiedades

diuréticas, es inscluble en agua y no es venenoso.

Las salea del mercurio son las mis irritantes y las formas mas

téxican del mercurio como a8l nitrato mercirico (Hg(NO3)2) gané notq

17



riedad hace 400 aflog en la industris de sombreros en donde el mercu-

rialismo 1legé a ser una industria peligrosa.

El clorurc mercirico es un compuesto tdxico, se le conoce tam-

bién como sublimado corrosive, y es un veneno violentisimo.

Todos los organcmercurialeg usados hoy en dfs, sdlo contienen
mercurio de unién covalente a un dtomo de carbono, como losg diuréti-
cos mercuriales que tienen la toxicidad mds baja que los compuestos
organicos y tienen uso clinico, son solubles en sgua, y rapidamente
excretados en la orina (4). El acetato de fenilmercurio de toxicidad
baja, es usado en gelatinas anticonceptivas, en fungicidas &n - -
las semillas. El nitrato de fenilmercurio es usado en pagtillas pa-
ra la garganta. El cloruro de metoxietilmercurio pertenece a un nue
vo grupo de fungicidas de mercuric, cuya toxicidad es similar a los

compuestos de fenilmercurie.

Las sales de alquilmercurio son las mds peligrosas de todos -
loa compuestos del mercurio. Las sales simples tales como el cloruro
de etilmercurio gon suficientemente voldtiles como para producir se-

rios efectos téxicos por inhalacién,

También se ha cbservado que ciertas especies de rfo, pueden -
gintetizar metilmercurio a partir de mercurio inorgdnico que se des-
carga de las industrias, como por ejemplo este compuesto aparece en

el atin y pez espada.

18



La abgoreidn del mercurio en el organismo puede ser por las vias
respiratorias, gastrointestinal, piel y en el caso de preparacicnes -
anticonceptivas a travéa de la vagina, En general, la mayoria de los

compusstos del mercurio son bien absorbidas.

El calomel o cloruro mercurogo se abgorbe pobremente por la re-
gién gastrointestinal a causa de su baja solubilidad, por ejemplo, 1
g de calomel se ha usado como catdrtico sin producir toxicidad, en -

cambio, una dosis similar de cloruro mercirico serfa letal (9).

Desafortunadamente no.hny informacidn precisa en el porciento de
la absorcién en la regién gastrointestinal en el hombre y animales, -
La abssrcién debe ser muy rdpida ya que en el curso de envenenamiento
estin determinados por los eventos en los primeros 15 minutos zds o -

menos,particularmente,por el vémito y el lavado terapdutico.

Los aerosoles y polvos (dxido mercirico, sales merciricas) son -
almacenadas y absorbidas en la regién regpiratoria, Los procesos de--
penden de ciertos factores como el tamafic de la particula y solubili-
dad, como las sales merciliricas se absorben muy bien en la regién gas-
trointestinal.

Lag sales de arilmercurio se absorben mds completamente a través
de la regidn gastrointestinal, El acetato de fenilmercuric se absorbe
en la vagina, por el uso de anticonceptivos, Los estudios clinicos -

realizados a 100 mujeres, indicaron que los niveles de mercurio urins
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rio aumentaron de 20 mcg/24 hr. después, por el uso constante de an-

ticonceptivos vaginales en un aflo.

La absorcidn a través de la regidn reapiratoria y por la piel

pueden ocurrir y dar sfntomas tdxicos (4).

El almscenamiento del mercurio es una consideracién importante
en la toxicologia de este metal (1). Los compuestos:del mercurio -
inorgdnico y organico, si se presentan con ciertas concentraciones -

anormales pueden envenenar cualquier célula (9),

El mercurio divalente, se acumula en la placenta de los anima-
les segln experimentos hechos, sin embargo, s6lo peanetra un poco en
el tejido fetal, en cambio, los compuestos como el metilmercurio pa-
san el tejido fetal sin difiecultad. Estag diferenciag en las rela--
ciones de transferencia placentaria pueden tomarse en cuenta para el

hecho de los efectos teratolégicos.

El almacenamiento en el rifién es probablemente el proceso mds
importante para determinar el total de la distribucién de mercurio ~
en el organismo (9). Si hay una eficiencia renal, se mantiene la con
centracién de mercurio baja en el plasma, y en los demis tejidos.Deg
pués de una inyeccién de sales de mercurioc inorginico y diuréticos -
mercuriales, el mercurio se remueve del plasma rapidamente y se acu-
mula en altas concentraciones en la cortezs renal, en cambio, los ni
veles de mercurio en otros tejidos son bajos. En cambio los aquil-

mercurios no se acumulan tanto en el rifién y las concentraciones
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en otros érganog son relativamente altos.

Cualquier interferencia con el proceso renal por agentes comple
jog tales como el dimercaptopropanol (BAL) o por inhibidores metabd-
licos (2,4-dinitrofenol y maleato de sodio) invariablemente dan nive

les de mercurio mds altos en otrog tejidos.

A pesar del papel central que juegs la deposicidn renal, se sa-
be muy poco del mecanismo involucrado, se han identificado lugares -
de ligamentos de mercurio, no son diferentes en otros tejidos. Tam--
bién se ha demostrado que la filtracidn glomerular probablemente jue

ga un papel importante.(9)

Ei mercurio inorgdnico es excretado por los rificnes, gldndulas
salivales, sistema biliar y la piel. Los compuestos orginicos del -
mercurio son excretados principalmente por el rifién. lLa orina y las
heces son las mds importantes para la eliminacién de este mstal, ya
que también ha sido encontrado en pelo humano despuds de la ingeg- -

tién de alimento que contiene mercurio.

Otra anomalia ha sido la excrecidn galival, que contiene mercu-
rio, que estd relacionads con el grado de exposicién industrial en -
periodos prolongados al mercuric inorgdnico y compuestos de fenilmer
curio, Pero recientes aescubrimientos en las técnicas analiticas -
ban pernitido la determinacidén de mercurio en pequefias cantidadss de

saliva.
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1s biotranaformacién de mercurio y sus compuestos, juegan un pa
pel importante en la abgorcidn, distribucién y almacenamiento en di-
ferentes drganos y excrecidn, Hay dos tipos de reacciones que han si
do estudiadas: 1) las interconverpiones de mercurio inorgdnico en -
los estados elemental a los mono y divalentes, y 2) la ruptura de -

1a unién del mercurio con el carb6n en compuestos organcmercuriales.

El mercurio en fomma de vapor, es oxidado en el organismo a mer
curio divalente, esta oxidacién ha gido demostrada y ha procedide in
vitro, en contacto con el vapor y sangre {(humana) heparinizada., El -
mercurio oxidado une a la albimina del suero y la hemoglobina. Se -
cree que el vapor es rapidamente oxidado in vivo a la forma divalen-

te.

Sin embargo, los niveles en el cerebro son mds altos despuds de
la exposicidn al vapor del mercurio, debido a que el vapor es disuel
to en la corriente sanguinea, durante el perfodo de exposicidn. Por
eso se dice que el vapor es rdpidamente oxidado en el cerebro, ya -
que el mercuric una vez depositado en este dérgano, es lentamente 1li-

berado (9).

Hay otros compuestos que dafilan & otros érgenos, como en el caso
de la exposicién al acetato de fenilmercurio, causando dafio en el ri
sz . ; :
non en animales experimentales, debido a que este compuesto es degra

dado rdpidaments a mercurio inorgdnico,

La sangre normal puede oxidar rdpidamente mercurio {mercurosc a
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mercurio) in vitro., La baja solubilidad del cloruro mercuroso en -—
los flufdos gaatrointestinales, probablemente ge debe a la répida -
conversidn de iones merciricos. Sus propiedades catdrticas y diuréti
cas se deben tal vez a la formacién de pequefias cantidades de mercu-

rio (merciirico),

El rifin y el higado tienen la mds alta proporeidn de mercurio
inorginico, En cambio, se han encontrado pocas cantidades en el bazo,
cerebro y sangre. Segin las pocas observaciones hechas en heces, pa

_rece que la fraceién de mercurio {inorgdnico) es alta. La proporeidn
en la orina varia segin el tiempo transcurrido desde la administra--

¢idn de la dosis.

Cuando el organismo recibe una cantidad de diuréticos mercuria-
les en una inyeccidn, la proporcidn de mercurio es del 90% o mds,por
que el diurético es excretado rdpidamente, y el mercurio inorgdnico
llega a ser abundante, Sin embargo, al administrar acetato de fenil-
mercurio, el mercurio inorgdnico y orgdnico estdn presentes en pro--
porciones igunles, pero después de una o variass exposiciones a com--
puestos de alquilmercurio, el mercurio inorgdnico cuenta con menos -

del 10% del total de mercurio en la orina,

En cambio, se encusntra en poca cantidad de mercurio inorgdnico
en el cerebro, érganc principal para los compuestos de alquilmercu--
rio. El tiempo de ataqus al sistema nervioso central, es mis o menos

una semana, después de la exposicidn al metilmercurio,
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El mercurio que se adquiere en una dieta diaria es de 5 a 20 -

meg por dfa. Los niveles de mercurio ncrmalmente son los siguientes:

Orina 20 & 25 meg/1
Sangre 0 a 4 mcg/100 ml.
Heces 0 a 10 meg/dia

Hay dos tipos de envenenamiento por mercurio; el agudo y el erd

nico,

ENVENENAMIENTO AGUDO

Los sfntomas asociados con la ingestién oral de sales inorgini--
" cas son; gastroenteritis con dolor abdominal, vémito y diarrea con -~
sangre. ls anuria y la uremia se asocian con el dafio severo al rifién,

y pueden aparecer un dia o mds después de la exposicién,

La exposicién egudan a altas concentraciones de mercurio en vapor
pueden provocar caracteristicas como el sabor metdlico, naliseas, do--
lor abdominal, vémito, diarrea, y dolor de cabeza, En unos cuantos -
dfas se inflaman las glandulas salivales, ¥ hay desarrollo de gingivi
tis, formdndose una lineas obscura en la encia inflamada, que se debe
al sulfuro mercdrico presente, y se pueden perder los dientes y for--

mar Ulceras en los labios,

ENVENENAMIENTO CRONICO

Los sintomas son los mismos que los de la exposicién aguda, pue
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de aparecer despuda de una exposicidn aguda y desata problemas como
atexia, confusién en el hablar, entorpscimientos, temblor en losg la
bios, manos y pies, dificultad auditiva y disturbios emocionales. ~

Los sintomas son irreversibles en cagos severos,

Si en el embarazo la mujer ingiere cantidades de metilmercu=--
rio pusde dar a luz nifios que sufran convulsiones, pardlisis o re—-

traso mental.

Los trabajog experimentales indican que los compuestos de me—-
tilmercurio son potentes inhibidores de la divisién celular y d= la

segregacién de cromosomza (9).

Las evidencias basadas en cagos de envenenamiento irdustrial y
la ingestidn de metilmercurio en los alimentos, indican que los sin-
tomgs son observados primero en concentraciones de 100 mcg/100 ml de
sangre normal. Los niveles en sangre de 10 mcg/100 ml o menos no es-

tdn agociados a sintomas tdxicos (9).

El fenilpropianato de mercurio (usado para evitar el enmoheci-
piento de las casas) puede causar a log nifios acrodina, o enfermedad
rosa. Se caracteriza por irritabilidad, insomnio, estomatitis, pér-

dida de dientes, fiebre, leucocitosis y albuminuria,

La expogicidn industrial, los sintomas caracteristicos hacen -

relativamente fdcil el reconocimiento, del envenenamiento mercurial
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crénico, pero si falta un dato conoeido referente a la exposicién, -

el diagndstico puede ser diffeil.

Los pacientes con envenenamiento crénico excretan por la orina -

de 0.3 mg de Hg por litro,

Voegtlin fue el primero en sefalar la importancia de la interac-
¢ién de los metales pesados con grupos sulfhidrilos (HS™) de las pro-
teinas (9). En una inyeccién de cloruro mercirico y organomercuriales
en animales, conduce a la reduccidn en la concentracién de grupos sul
fhidrilos en el rifién, E1l mercurio inhibe la enzima S-S reductasa,res
ponsable de la reduecién de uniones disulfuro a grupos tiol, y por es
te medio causa disminucidn de estas ligaduras en el rifién, El descu--
brimiento de la reduccidn de grupos sulfhidrilos en dicho érgano, en
envenenamientos de mercurio no es una demostracién experimental, pero
ge observa que el mercurio estd unido a estas ligaduras. Sin embargo,
el mercurio estd precente on la orina en el grupo sulfhidrilo de la -

cistefna y une al grupo tiol de la albimina del suero.

Un nuevo adelanto general al mecanismo de accién de los metales
pesados, ha sido explorado por Rothstein. Se ha basado en la premiss
de que la membrana celular es el primer punto atacado por metales pe-
sados (9), En estudios realizadog con uranio, cobre, moliddeno y mer
curio, Rothstein fue capaz de demostrar que los metales pesados se u-
nen a la membrana celular y el primer cambio detectable en la funciédn
celular, se debe a los cambios que hay en la membrana por la inhibi--

¢ién del proceso del transporte activo o un aumento en la permeabili-
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dad pasiva.

Trabajos hechos con mercurio, han sido reportados e indican que
este metal tiene un efecto dramitico en lmg membranas de una variedad
de células de mamiferog. Por eso se incrementa la permeabilidad del -
potasio bloqueando el transporte de los azicares. Fstos efectos se de
ben a una combinacidn de mercurio con el grupo sulfhidvilc o do la -~

membrana celular,

Usando suspensiones de gldbulos rojos, se demostrd la diferen--
cia entre las variedades de organomercuriales, estos pedrian estar re
lacionadas con lag diferenciag de compusatog para la capacidad de pe-
netrar a lag membranaig., Como por ejemplo, el sulfonato p-mercurioben
ceno, no pasa a través de la membrana celular, pero reacciona con el
grupo sulfhidrilo en la superficie exterior., Estos compuestos sdlo -
bloquean el transporte de la glucosa. En cambio, el diurdtico mercu--
rial(cloromerodrina) penetra la membrana celular, inhibisndo el trans
porte a la glucosa e incrementa la permeabilidad del potasio. Una vesz
dentro de la célula el mercurio puede ger separado en una combinacidén
inactive o puede reaccionar con enzimas u otros receptores sensitivos

para la eliminacidn de efectos téxicos,

Se sabs que el mercurio reacciona con un gran ninero de enzimas

in vitro.

Recientes estudios en la diatribucidén celular de mercurio, des-

pués de administrarlo a ratas, han indicado que este metal se encuen-
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tra en todas partes de la célula. Se cree que el resultado es el de-

flo & las enzimas.

Aunque no son especificas las pruebas bioquimieas, son importan

tes porque ayudan a diagnosticar el envenenamiento mercurisl.

DATOS CLINICOS QUE SE PRESENTAN EN LA INTOXICACION MERCURIAL

EN ORINA: Oliguria y hasta anuria en los casos con necrosis tubular
e insuficiencia renal aguda (fase olighrica), caracteristicamente u-
nida a hipostenuria e inecluso isostenuria, es decir, con densidad u-
rinaria en torno a 1010. La escasa orina puede aparecer oscura o he
morrdgica, con albuminuria, cilindros granulosocs y detritus celula--
res. Si en el exdmen de orina aparecen mds de 50 meg por litro, de-
be considerarse patolégico, e indicativo de intoxicacién mercurial -

(2).

EN SANGRE: Uremia progresiva en la fase oligirica con retencién de -
creatinina y sulfatos, Aumenta la potasemia y decrece la concentra-
cién hemdtica de sodic y cloro, a pesar de que existen en exceso en
el organismo., Acidosis con disminucidn del pH de la sangre y de re--

serva alealina (2),

En la fase diurética se comprueba anhidremia con hipopotasemia

y descenso de la cloremia y sodemia,
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HEMOGRAMA; Anemia y leucocitosis, Durante la poliuria puede apare--

cer una falsa poliglobulia por hemoconcentracién (2).
II.3 ARSENICO

Su sfmbolo es As. Elemento sdlido, quebradizo, de aspecto metd
lico, ge encuentra en forma libre, ge funde a la temperatura de ~ -~

817°C. y su densidad es de 5.72 g/ml.

El arsénico puro no es tdéxico, pero se oxida rdpidamente y se
forma el tridxido de arsénico (ASQO3) conoecido también como arsénico
blanco, Es un polvo que se utiliza en las intoxicaciones con fines

crininales. Eate veneno tiene una larga historia como veneno cldai-

co (9,43).

El arsénico presenta un estado de oxidacién + 3 en 6xidos esta
bleg y en compueatos, como por ejemplo, en el argenito de potasio -
(KASOQ). Tanbidn presenta el estado de oxidacidn + 5 como en el dei

do argénico (H ASOA). Los arsenicales orgdnicos contienen arsénico -

T

trivalents, el arsenilato de sodio contiene el elemento en forma pen

tavalente., Las estructuras son las siguientes:

021
. | .
H Ag = A H H2 As-0 Na
¢
NHQ
ARSEFENAMINA ARSENILATO DE SODIO
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El arsénico est{ ampliamente distribufde en la corteza terres--
tre y estd clasificado en el 200. orden de abundancia (9). Estd pre-
sente en el mar en una concentracién de 2 a 5 ppb y los organismos -
marinos lo acunulan. El arsénico estd presente en muchos minerales -
de metales pesados, La produccidn de arsénico se ha incrementado du-
rante los dltimos 50 aflos, hasta producirse actualmente alrededor de

55,000 toneladas por aflo en ¢l mundo occidental (12).

Este elemento tiene pcco uso en la forma metdlica, siendo cons-
tituyente activo para cualquier fungicida, herbicida y pesticida.Log
mdg usados con este fin gon los argenitos de calcio y plomo Ca3 -
(AsO3)2 , Pb(A502)2 (4,9,43). Es utilizado también en pinturas, en -
la industria de colorantes, y en un tiempo fue usado en cosméticos.
Las propiedades medicinales del arsénico han sido conocidas desde la
antigus Grecia, fueron descritas por Hipderates y Aristbteles. Los -
Arsenicales orgdnicos fueron introducidos en 1905 por P. Ehrlich como
medicinales y todavia son usadog hoy en dia para tratar las infeccio
nes con protozcarios. El deido arsanilico (p—HchéﬂhAso3H2) es utili
zado para alimento de aves de corral y en la ganaderia, para aumen--

tar la relacién de crecimiento.

Los arsenitos tienen una alta afinidad por los grupos tiol y -
son considerablemente mis téxicos que los arseniatos, ya que tienen
propiedades similares a los fosfatos y no tienen actividad para los

grupos tiol (9,43).

La arsina (A5H3) es un compuesto gaseoso industrial. Se produce
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sccidentalmente por exposicién del triéxido de arsénice (A5203) al hi

drégeno naciente.

Las frutas pulverizadas con insecticidas pueden contener arséni-
co suficiente para ser téxicas, El whisky de contrabando a veces estd

contaminado con arsenicales.

El envenenamiento es producido por la absorcidn desde los pulme-
nes, la regidn gastrointestinal y a través de la piel. Aproximadamen-
te el 75% del tridxide de arsénico inhalado se retiene en los pulmo-~
nes. Es absorbido sn la regién gastrointestinal, pero la absorcidn es
mds rdpida si el 6xido estd en una forma finamente dividida, las sa~-
leg de arsenito son mds solubles en egua y son mejor absorbidas que -

el dxido.

En la exposicidn aguda, el arsénico sec almacenz en el siguiente

orden; higado, rififn, intestino, bazo y puluones, Fl arsénico aparece
» ’ I3 * s »

en el pelo, mas o menos dos semanas después de la primera exposicion,

donde se une al sulfuro ligado a la queratins.

En la exposicidn crénica, permite la acumulacién en el pels, hue
sos y en la piel (9). El arsénico ge pusde encontrar en altas concen-
traciones en el pelo afios después de cesar la exposicidn y después de

que la mayoria de los metales se hayan eliminado del tejido blando,

1 arsénico puede pasar al cersbro lentamente. Los niveles en el

corebro estdn entre los mds bajos del cuerpo. Sin embarga, este érga-
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no retiene el arsénico durante periodos mds largos que otros tejidos.

Este metal también atraviesa fdcilmente la barrera placentaria y

se ha reportado dafio fetal en animales y seres humanos 9).

La excrecidn ocurre por todas las rutas fisiolégicas, como son
las heceg, orina, sudor, y en la leche, Inclusive algunos arsénicos
volédtiles pueden ser exalados desde los pulmones. El 'arsénico se pue-
de eliminar por la pérdida normal del pelo y piel, especialmente en -

casos de exposicidén crénica (9,12)

La orina y las heces contienen la mayoria del arsénico excretado
por eso la muestra de eleccién es la orina, adn cuando hayan transcu-
rrido dos o tres semanas (43), desde la ingestidn del veneno. En gene
ral, las sales del arsenito se eliminan principalmente en las heces,y
los arseniatos en la orina (12). La excrecién de arseniatos es mis rd
pida que la excrecidn de arsenitos. Se requieren aproximadamente 10 -
dfas para eliminar una simple dosis de arsénico en el cuerpo, después
de cesar la exposicidén repetida, También se ha reportado que la ex-~

crecidn mds lenta es para compuestos mercuriales (9).

la aspiracién media en el hombre es mds o menos 910 meg diarios,
de los cuales 890 meg estdn en el alimento ingerido y en el agua, La
aspiracidn estd balanceada con la excrecién que en las heces es 675 -
meg y en la orina 225 mcg. El cuerpo humano normalmente contiene apro
ximadamente 21 ng de arsénico, quedando una retencién neta de 2 meg/

dia,



En los individuos normales ‘no expuestos” los niveles son log ~

giguientes:
Sangre 0 a 2 meg/100 ml
Orina menos de 50 meg/100 ml en 24 horas

Hay dos clases de envensnamiento por arsénico: el agudo y el ~

crénico,
- ENVENENAMIENTO AGUDO

Los envenenamientos agudos ocurren a causa del arsénico en la -

forma de dxido (AsoO3) que es prcticamente insipido, tiene la apa- -
2

riencia de azidcar y se absorbe rdpidamente en la regién gastrointesti
nal, En la entrada oral es seguida por un perfodo agintomdtico de =
pds o menos 30 minutos., La vietima experimenta una tensidn en la gar-
ganta y dolores de estdmago, Puede seguir con vémito, el cual podria
ger la salvacidn del individuo, Otros efectos que siguen rdpidamente
son diarrea intensa. Las heces son acuosas con partfculas de moco -

(9,12).

Caracteristico de la intoxicacién aguda es la digminucidn de la
corriente de orina. Normalmente resulta la musrte de unc a tres diag,
con la victima en estado de colapso; Las muertes que ocurren haasta 14
diag despuéa del envenenamiento, son causadas por nefritis. La inges—
tién de 100 meg del tridxido de arsénico puede causar envenensmiento

severo y la dosis minima letal en el hombre es como 1 g.
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La inhalacidn de arsina (A5H3) da una rdpida henblisis de los glébu
1os rojos, y a1 haber destruceidn de dichas células, da por resultudo
una anemia permanente (9). También hay presencia de homoglobina en la
orina. La liberacidn de la hemoglobina causa ictericia y puede blo--
quear los conductos del rifién. De 2 a 9 dfas despuds de la exposicidn

pueden aparecer sintomas tipicos de envenenamiento por arsénico, El -

1imite de arsina en la atmésfera industrial se establece en 0.05 ppm.

(,9).

ENVENENAMIENTO CRONICO

Resulta de la ingestidn repetida de pequefins ecantidades. Este mé
todo es ugual para el homicidio. Los sintomas y signos mds importan--
tes son: pérdida de peso, diarrea, vémito, nduseas, anorexia, fatiga,
descamacidén de la piel, dolor de eabeza, confusién, hiperqueratosis -
de la palma de las manos y de los pies, aparecen estrias transversa--
les en las ufias (1ineas de Mee). Es frecuente la perforacidn del tabi
que nasal. La hiperqueratosis resulta de la exposicidn prolengeda al
arsénico, y llega a ser maligna y da lugar a cdnceres miltiples. (se

cree que ¢l arsénico causa cdncer en otros tejidos).
ASPECTOS BIOQUIMICOS DE ENVENENAMIENTO POR ARSENICO
Los compuestos arsenicales trivalentes, las sales orgdnicas de

. . . - .
arsenico y los arsenicales orgdnicos monosustituidos, poseen una al-

ta afinidad por los grupos tiol. las reacciones gon las siguientes:



HS-CH2
! S-CH

ReAs =0 + HS-CH ——————3 R-hs” 12 410
1 \s-CH
HO-CH, !
HO-CH,

Permite la formacidn de un anillo de S miembros muy estable., Es
parecida a la reaccidn del arsénico trivalente por el grupo tiol de
las protefnas y enzimas en tejidos y es responsable de la toxicidad -

de esta clase de compuestos de arsénico (9).

Ehilich en 1909 sugirié que los arsenicales se combinan con gru--
pos hidréxilos o sulfhidrilos en los tejidos, pero Voegtlin y colabo-
radores fueron los primeros en publicar la evidencia definitiva para
1a reaccidn con los grupos sulhidrilos en moléeulas de glutacidn y -

otros (9).

Peters y colaboradores fueron los primeros en identificar el res
ponsable de la legidn bioquimica de los efectos tdxicos del arsénico
trivalente, Demostraron que la oxidacién de los cetodcidos es inhibi~
da por el arsénico, tanto in vitro como inAvivo, antes de que detecta
ra otalquier otro efecto bioquimico o estructural (9). Tambidn demos
traron la alta afinidad del arsénico trivalente paras grupos tiol veei

nales presentes en.la queratina reducida y obtenids del pslo humano,
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Estas observaciones precedieron al desarrollo de una serie de -
agentes complejos ditioles como antidoto, en ol envenenamiento poer -

arsénico. El mfs dtil fue el 2,3-dimercaptopropanol (BAL),

La afinidad del arsénico para los ditioles es importante, sugi-
ridé Peters, esa probabilidad de algunos tipos de compuestos sulf{hi--
drilos son involucrados, en la oxidacidn de los cetodcidos. Después
de 10 afios, la finalizacién de log estudios de Peters, aislé el dei-
do alfalipoico, como cofactor esencial en el sistems de oxidacién de
los cetodecidos. Eate dcido graso contiene grupos tiol en los dtomog

de carbono 6 y 8 (9).

El dafio capilar es mds claro en el 4drea esplénica, la pérdida -
de proteinas plasmdticas dentro de las dreas intestinales, causa bur
bujas debajo de la capa de mucosa. Simultdneamente produce peristal-
sis intestinal, y se difunde a las células epiteliales. Hay presen--

cia en la orina de proteinas y eritrocitos.

Clinicamente los sintomas de envenenamiento pueden confundirse
fdcilmente con otras enfermedades que tengan los mismos sintomas. -
Por eso, en casos crénicos de largo término, es importante el andli-

sis de cabello y uflas (43),

En el laboratorio también es muy importante determinar si hay -
arsénico en la orina, en lavados estomacales, vémitos, sangre, cabe-
llos y ufias, o alimentos sospechosos de contaminacidn.Puede ser de -~

gran ayuda wa biometria hemdtica,y realizar un general de orina (pa
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ra detectar la presencia de protefnas y hemoglobina),
II.4 COBRE

Su simbolo es Cu, es un metal de color rojo caracteristico, es

ductil y maleable, y buen conductor de la corriente eléctrica.

Su punto de ebullicidn es de 2336o C., se funde a la temperatu-

ra de 1083° C. y su densidad es de 8.96 g/ml.

Si el aire es seco, ataca al cobre ligeramsntej pero si es hime
do el Sxido ya formado se transforma en hidréxide y se puede conver-
tir en carbonato por la pregencia del CO2 del aire,

Eate metal me combina directamente con el cloro, reacciona con
el decido sulfirico concentrado caliente, con.desprendimionto de SOQ.
El cobre presenta dos estados de oxidacidén: + 1 (cuproso) y + 2 (cd-

prico).

A pesar de que el cobre puede encontrarse sin combinar en la na
turaleza, no se uga en esta forma libre porque no abunda. Generalmen

te, estd en forma de carbonatos, sulfuros, éxidos o silicatos.

El cobre se utiliza para hacsr aleacicnes como bronee (Cu y Sn)
y latén (Cu y 2n), que son utilizados en arte decorativo y en la in--

dustria para tuberias de agus y de gas. También tiene usos en ingec-
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ticidas, fungicidas y pinturas, pero el mayor uso. del cobre es para

fabricar alambres conductores de energia eléetrieca (9).

El cobre tanbién es un elemento esencial para los seres vivos,ya
que ec un constituyente de proteinas, y metaloenzimas, es importante
para la sintesis de hemoglobina y para la formacidn normal del hueso
{9). En la hemociamina, que es semejante a la hemoglobina de ciertos
invertebrados, es un complejo de cobre-proteina que tiene el mismo -

funcionamiento de la hemoglobina ,transporte de oxigeno,

El cobre actia cono una parte integral de varias enzimas oxidati
vas, como en el citocromo oxidasa, tirosinasa, ascdrbico oxidasa y u-

ricasa (9,43).

De una manera especifica no se ha podido demostrar con certeza -
la deficiencia de cobre en el hombre, ya que las dietus pobres de co-

bre ofrecen lo necesario para sus requerimientos diarios.

En animales de experimentacién que han sido alimentades con ra--
ciones sin cobre o con poco de 61, presentan signos serios por defi--
ciencia de cobre y son: anemia, erecimiento depresivo, desérdenes G-
seog, despignentacién del pele o lana, reproduccidn anormal, fallas -
del corazén, disturbios gastrointestinales pudiendo llegur hasta la -
nuerte (9), Esto sugiere que el cobre tiene otro papel ademds de su -
funcidn en el metabolismo de loe eritrocitos, y se cree que estd rela

cionado con la actividad de las enzimas oxidoreduceién de los te jidos,
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Cuando hay deficiencia de cobre ss disminuye el movimiento del hierro
de los tejidos al plasma, también se ha comprobado que egta defieien-
cia estd asociada con padecimientos éseos, que muchos animales han su

frido fracturas y deformaciones.

La ingestidn diaria nomal de cobre es de 2.5 a 5 mg., pero con
s8lo 2 mg es suficiente, Las fuentes mds importantes del cobre son;
las nueces, ciertos mariscos, el higado, el rififn, las pasas y legumi

nosgas secas.

El organismo humano contiene entrs 100 y 150 mg. de cobre, apro-
ximadamente 64 mg. se encuentran en el misculo, 23 mg. en los huesos,
y 18 mg en el hipgando. Todas las células de la sangre contienen cobre,
en los eritrocitos es constante; en cambic en el suero hay mucha va--
riacidn, también se puede encontrar en el cerebro, en el corazén y en

el rifidn.

Los niveles de cobre pueden aumentar durante el embarazo.

Los valores de referencia para el cobre son los sigulentes:

SUERO:

ADULTCS 70 - 140 meg/100 ml
R.N. 80 - 280 mcg/100 ml
ORINA 0~ 30 meg/ 24 horas,
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Puede haber envenenamiento agudo debido a la absorcién de las sa
les de cobre, y si no se elimina rdpidamente el metal, puede haber da
fio eapilar, del sistema nervioso central, del higado y del rififn. El
envenenamiento también puede resultar del contacte repetido con el -

sulfato de cobre (CuSOk) en la piel quemada.

Para que pueda haber envenenamiento crénico, el nivel del cobre

debe decaplicarse; esto es, aumentar a 25-50 mg.

Clinicamente el cobre ha tenid_o mucha importancia en la enferme-
dad de Wilson (43), Esta enfermedad hace disminuir la escrecién bi- -
liar de cobre, siendo esto el primer signo de envenensmiento. Se pro-
duce una acumulacién de cobre en el cerebro, higado, rifiones y otros
tejidos. La scumulacién se lleva a cabo primero en el higado, des- -
puds en loa hepatocitos, y luego en los lisosomas. Al progresar la en
fermedad , causa dafio hapatocelular,con liberacidn de cobre que sale de
los hepatocitos. Este metal es liberado del higadoe y distribuido y de
positado en varios tejidos del cuerpo, causando daflo celular y orgdni

co (9).

En individuos normales aproximadamente el 95% del cobre sérico -
estd ligado a la ceruloplasmina, la cual es una protefna plasmdtica -
que es transportadora del cobre (31). Tiene un peso molecular elevado
(151,000), el plasea normal contiens mds o menos 30 mg/100 ml. E1 5%
estd unido débilmente a la albémina sérica. En pacientes con la enfer

nedad de Wilson hay una disminucién en las concentraciones séricas de
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ceruloplasmina y de cobre total, hay aumento del alemento ligado a la

albimina que se digocia con facilidad y crece la eliminacidn de cobre

on la orina (9,43).

ELl cobre del plasma que estd unido a lag proteinas no es fdcil--
mente excretado por la orina, este metal pasa de la bilis al intestino
y o8 expulsado en las heces, pero adlo una pequefia porcién es absorbi-

da por el inteatino delgado superior y llega a l& sangre.

Se pueden observar bajos niveles de cobre en guero ea varias hi-
poproteinemias, esto ae conoce como hipocupremia y se encuentra en pa-
decimientos de hipersideremia, en las lesiones renales con sindrome ne
frético, por la pérdida urinaria de ceruloplasmina; en la degeneracidn
hepatolenticular {enfermedad de Wilgon) como hallazgo tipico y en rela
eién con al descenso o ausencia de la globulina de transporte (cerulo-

plaszina) (2,9,43).

Si me encuentran niveles aumentados de cobre en suero gignifica
qus hay hipercupremis y estd presente en varias enfermedades como: ane
miag hipocromas, y en otras anemias, en linfomas, leucocitosis y en la
enfermedad de Hodgkinjen las poliglobuliag tratadas con fenilhidrazina
al disminuir los hematies, luego al interrumpir el tratamiento y reas-
cender los eritrocitos y el hierro aérico aisminuye la cupremia; en -
procegos infecciosos graves; tuberculosis, en el aasma bronquial; en la
ictericia obstructiva; en la hepatocelular, por el contrario el Fe gé-
rico aumenta igual que el cobre, pero este en menor cantidad; en cola-

genoais, lupus eritematoso diseminado, fiebre reumitica, artritis reu-
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matoide y otras (1,2)

Aumenta la cupruria (cobre en la orina) en la enfermedad de Wil
son y en el sfndrome nefrético (por la pérdida renal de ceruloplasmi

na) (1;21h3)-

II.5 CADMIO

Su simbolo es Cd. Es un metal de color blanco brillante, su pun
to de ebullicién es de 765°C. y su densidad de 9.8 g/1, y tiene un -

estado de oxidacidn + 2.

El cadmio se utiliza industrialmente para fabricar acumuladores
de niquel-cadmio, en galvanoplastia y en la preparacién de eleacio--

neg.

El sulfuro de cadmio (CdS) es uno de los compuestos mds impor--
tantes del cadmio, se usa en tintes y pinturas, y estd clasificado -

entre los mds téxicos.

Los principales riesgos industriales de envenenamiento se deben
a la inhalacién de polvos o vaporss de cadmio resultantes de la fun-
dicidn de minerales y soldaduras. Existe intoxicacién por la inges-—-
tién de alimentos y bebidas contenidas en recipientes plateados con

cadmio (9).
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Mediante experimentos hechos en conejos y ratas con cloruro de
cadmio (GdCle) o sulfato de cadmio (CdSO,‘), ge ha observado que easte
elamento as distribuye en menor cantidad en toda la piel, en concen-
traciones mayores en el higado y rifién, y en cantidades un poco mds
bajas en bazo y pdncreas, pero la mayor parte de cadmio es excretado
en las hecos. Después de la administracidn diaria durante un lapso -
de 6 semamas, el cadmio aparece en cantidades apreciables en la ori-
na, encontrdndose la presencia de una proteina de bajo peso molecu~-
lar (20,000 & 30,000). La proteinuris por el cadmio clfnicamente es

muy importants, se debe alejar al paciente del ambiente téxico.

El cloruro de cadmic (CdClg) inhalado se acumula en el higado,-
en cambio, el polve de sulfuro de cadmic (CdS) es insoluble, permane
ce cagi integro en los pulmones, En cambio, el éxido de cadmio -
(Cd0) es absorbido por el pulndn o el tracto gastrointestinal y son

suficientes para ser considerados muy peligrosos.

Aproximadamente el 10% de 200 a 400 meg de cadmio ingerido nor-
malnente en el alimento y en egua diarismente, es ha sabido que-es ~
excretado en 1a orina. Alrededor de 3 meg/dfa son retenidos en el -~

cuerpo, de 1og cudles 1 meg es confinado al rifién (9,29,36).

El cadmio es importante golamente ¢omo veneno, ya que no es un
elenento esencial para los seres vivos. Su toxicided por via oral es

alta, pero si hay vémito disminuye el peligro (9).

. 2 4
La ingestién continua en ratas, consjos, o perros conducen o -

una sevara anemia hipercrémica, que retarda sl crecimiento.
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Alimenios o liquidos preparados o conservados en recipientes con
cadmio, adn durante lapsos de hors y media, pueden causar envenena- -

niento por via oral.

Los sintomas de gastritis son violentos, Aparecen répidamente -
{15 & 30 minutos) acompafiados por calambres o nduseas, vémitos, dia--

rrea, debilidad y pérdida de conocimiento.

Los utengilios de cadmio plateado nunca deberdn ser usados. En
la industria la intoxicacidn ge produce por inhalaciones de polvos de
bxido de cadmio o vapores en la manufactura de cadmio, acero cadmio -
plateado, cuando el cadmio se volatiliza y funde en forma de vapores

de éxido de cadmio (CdO).

El envenenamiento de ¢admio por inhalacién es peligroso. EL mdxi

no limite tolerable para las exposicionss del cadmio es de 0.1 mg/m3.

En la intoxicacidn aguda por ingestién hay gastroenteritis aguda
grave por inhalacién, irritacién de la mucosa respiratoria, con dis--
nea, tos y expectoracién a veces sanguinolenta, sensacién de ardor to
rdcico y a veces nduseas y vémito, Despuds, de un perfodo de laten—-

cia de 20 a 36 horas, suele aparecer edema de pulmén.

La intoxicacién crénica es mds frecuente en las mujeres, y los

gintomas pusden manifiestarse después,de entre dos y diez afios, Puede



haber rinofaringitis erénica que susle ocasionar la pérdida del olfa-
to, enfisema, astenia, cefaleas y vértigos. Ademds, hay un ribete gin
gival amarillo dorado, anemia leve y lesiones Sseas que repreducen el

aindrome de Milkman, vale decir, una osteosis dolorosa con seudofrac-

turas (9).

la toxicidad crdnica severa estd agociada con graves dafios al ri

fién, y aparece en la orina proteina del suero (albimina).

Los niveles de proteina en la orina de 40 trabajadores variaron
de 70 a 2,600 mg/dia aumentando con la duracién al empleo (la exposi-

eidn de proteina promedio es de 50 mg/dfa).

La wetalotioneina (una proteina) que contiene 5,9% de cadmio, -
2,2% de zine y 8.5% de azufre ha sido aislada de 1la corteza renal e--
quina, cerca del 25% de los residuos de aminodcidos son de cisteina,-

la cual tiene sitios de wnidn para los metales (9,36).

El envenenamiento por cadmio puede estar combinado con una inhi-

bicién de sulfhidrilos en contenido de enzimas.

También se cree que el cadmio tiene relacidén econ la hipertensidn

ocasionada por la proporcién mds alta de cadmio/zinc en el rifién (36).
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I1I METODOS

INTRODUCCION

En la determinacién de metales pesados, las cantidades de mues--
tra utilizadas son muy pequefias, por este motivo, los métodos deben -
ser sensibles, precisos y exactos, ademés, los reactivos que se em~ -
pleeh tienqn que estar excentos de metsles, asi como el material que

ga vaya & utilizar.

En el laboratorio clinico es necesario tomar en cuenta dos pasos
importantes: primero, la toma de muestra debe recogerse de una manhera
adecuada para que no esté contaminada y no afecte los resultados; se-
gundo, se deben efectuar varios tipos de andlisis para fines elimina-

torios o confirmativos.

De los metales pesados el plomc es el que tiene mayor importan——

cia, debido a la cantidad de industrias que manejan dicho metal.

I11.1 TOMA DE MUESTRA PARA METALES PESADOS

Para la toma de muestra, se deben tenérvcuidados para que no ha-
ya problemas dé contaminacidén, Los frascos de Pyrex o de polietileno
ge deben de lavar con dcido nitrico al 1% y enjusgarse con agua deio-
nizada varias veces, con el fin de quitar el exceso de metal. El lava

do del material se debe tomar en cuenta para la determinacién de meta
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les pesados, ya que el material de vidrio que debe usarse, es el de -
borosilicato con bajo contenido de glcali, el cual estd exento de me-

tales pesados,

El tipo de muestra que se requiere para el andlisis depende del
agente téxico presente, que en este caso es la sangre y la crina, si-
endo importante la orina de 24 horas. Pero en caso de emergencia se -
puede tomar una musstra de orina al azar. Se deben iniciar lo mds - -
pronto posible los procedimientos analfiticos después de la obtencidn
de la musstra. Si egto no se lleva a cabo y la coleccién de la mueg--
tra es lenta en comparacidn con lag necesidades del procedimiento, se
corre 6l giesgo de que el resultado que ge obtenga sea negativo, ya -
que la sugtancia téxica se encuentra entre los niveles limites de de-
teccidn para el método analitico, o bien, puede sufrir cambios metabd
licos. Otro factor que debe ser considerado, es la administracién an
terior de otros antidotos que podrian complicar el andlisis debido a

las interferencias.

El quimico debe ser muy cauto en el manejo de material ya que -
son sustancias desconocidas. Se deben tensr precauciones porque puede
existir la posibilidad de que el compuesto téxico pueda ser encontra-

do cerca del paciente, en la sangre o en la orina.

Solamente debe usarse una parte de la muestra para un andlisis,

ya que puede ser requerido para otras pruebas confirmatoriss,

Debe usarse un control normal en el procedimiento analitico ya
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que 3 esencial para obtener resultados seguros. Existen a la venta

algunas sustancias estdndares de los campuestos téxicos. Hay contro-
. . . . s

les quimicos de orina que contienen cantidades conocidas de arséni--

co, plomo y mercurio.

La toma de muestra para la determinacién de metales pesados en
orina y sangre tienen que efectuargse directamente en recipientes o -

tubos limpios.

II1I.2 PLCMO

1) DETERMINACION COLORIMETRICA DEL PLOMO

FUNDAMENTO:

El plomo (Pb+2) forma un comple jo de color rojo, con la difenil-
ticcarbazona (ditizona), soluble en varios solventes orgdnicos como -
el cloroformo., Las interferencias con otros metales como el cobrs, -
hierro, plata, mercurio, cadmio, estafio, cobalto, bismuto y talio se
eliminan por el usc de agentes formadores de complejos y efectuando -
axtracciones con pH controlados (pH 11) con la presencia de cianu--

ro.

la ditizona inerte es removida con una solucién de hidréxido de

amonjo (HNuOH) ¥y cianuro, permaneciendo el comple jo rojo en la fase -
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cloroférmica, el cual se determina espectrofotométricamente a una lon
gitud de onda de 510 nm, El procedimiento se realizs en tubo de vi- -
drio con tapén, por lo que se elimina el uso de embudos de separacién
y las transferencias de soluciones de embudo a embudo, evitando asi -
la pérdida de muestra. La reaccién de plomo con la ditizoma se repre-

senta como sigue:

9 00

N=N N= N=N\
/
ot 4 23=c/ (pE_11) , S0 c=s + ou
N NH-NH N NH—?-Pb—? -NH /
DITIZONA COMPLEJO PLCMO - DITIZONA
(Verde en cloroformo) {rojo en cloroformo)
REACTIVOS

1) Reactivos para la digestidn.
Mezclar cuidadosamente 25 volimenes de dcido nitrico concentrado
y 10 volimenes de deido sulfiirico concentrado. Este reactivo debe

prepararse antes de usarse.

2) Acido perclérico:

A1 70% (p/v). Guardar en el refrigerador

3) Bidréxido de amonio concentrado,
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4) Rojo de fenol:

Al 0.10% (p/v). Guardar la solucién en un frasco gotero de pléati~

ca,

5) Solucién de ditizona:
Disolver 30 mg. de difeniltiocarbazona (ditizona) en un litro de -
cloroformo bidestilado, Guardar esta solucién en un frasco émbar y
refrigerar, pero antes de usarla debe dejarse en temperatura am- -

biente.

Pare tener el cloroformo bidestilado, se disuelven 0.5 g. de di-
tizoma en 2 litros de c¢loroformo, destilar y desechar los primeros -

100 uwl del destilado y colectar aproximadamente 1800 ml.

6) Solucién amortigusdora,

Disolver 118 g. de citrato de amonio dibdsico (NHl})gH(Jé}{SO7 en a--
gua. Enfriar a temperatura ambiente y adicionar 75 ml de hidroxido de
amonio concentrado y dilufr a 250 ml con agua. Enfriar a temperatu-
ra embiente y adicionar 5 g de ¢ianurc de potasio (KCN muy ve\nenoéo),
y 2.5 g. de sulfito de sodio anhidro (Na2803). Se extrae la solucién
amortiguadora con la solucidn de ditizona hasta la fase cloroférmica

¥ esta debe permanecer de color verde. Afiadir 500 ml de hidréxido de

smonio concentrado, Esta solucién es estable a temperatura ambiente.

Todo el procedimiento anterior se debe desarrollar en un matraz

de borosilicato. Acompaflar la extraceidén con 2 ml., de una alicuota de
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ditizona, Aspirar 1la fage cloroformo-ditizona y asi separarla de la -
fase acuosa, colocar la primera fase en un embudo y burbujear aire -
con objeto de eliminar amoniaco, (Los extractos pueden permanecer sin

color con ls presencia de amoniaco).

7) Reactivo de lavado

Disolver 5 g. de cianuro de potasio (muy venenosa} en 250 ml de
hidréxido de amonio concentrado y diluir a 500 ml con agua, Esta golu
cién en estable & temperatura ambiente, si se guarda en recipientes -

de borosilicato.

8) Soluecién patréda de plomo.

1.0 mg/ml. Disolver 0.183 g. de acetato de plomo trihidrato, -
Pb(G2H302)23H20, en agua que contenga 1 ml de dcido acético glacial y
diluir exactamente a 100 ml de agua. Esta solucidn es estable s tem-

peratura ambiente, debe guardarse en recipientes de pldstico bien ce-

rrado,

9) Estdndares des trabajo.

4,0 y 8.0 meg Pb/100 ml, Estos estdndares se preparan, sélo -
cuando vayan a usarse, de una dilucidén 1:50 con agun de la solueién -
patrén de plomo. Se utilizan alicuotas de 2,0 y 4.0 ml. (correspor--

den a 4.0 y 8.0 mcg Pb/ml) en el paso nimero 2 de la tdcnica.

TECNICA
1) En un tubo de borosilicato de 25 X 200 mm, pipetear 2 ml. de gan-
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gre heparinizada o 10 ml de muestra de orina.

2) Marcar cada tubo, el de la muestra, estdndares y Blanco. Adicio--

nar a cada uno 10 ml de agus,

3) Agrogar a todos los tubog § ml del reactivo de digestién y 3 per-

las de vidric de aproximadamente 5 mm de didmetro,

i) Calentar los tubos sobre una parrilla dentro de una campana, hasta
la aparicién de vapores blancos. Quitar de la parrilla los tubes y es-
perar a que estén a temperatura ambiente. En esta etapa la sangre se -
torna color café obscuro, la muestra de orina es de color amarilla y -
el blanco y los estdndares son incolorog, Afiadir 0,6 ml, de dcido per
clérico a cada tubo y cubrirlo con un vaso de 50 ml, Se recomienda -

adicionar de 1-2 ml de 1la mezcla de dcido nitrico y dcido perclérico,

5) Volver a calentar cada tubo. En las muestras aparecen los siguien-
tes cambiog: De amarillo ge vuelve incoloro, después otra vez smari--
1lo con espuma, y finalmente, incolore. E1 remanente del digeride de
la sangre permanece amarillo muy claro, En eate punto la digestién es
completa. A veces con la orina la solucidén se torna incolora cusndo -
se adiciona el dcido percldrico, por lo que debe seguirse calentando -
cuando se estd en la fase de amarillo y espumoso, hasta que la solu- -
cibn quede incolora, ya que asi la digestidn es completa., Enfriar los
tubos a temperatura smbiente. Adicionar 5.0 ml de agua al residuo en-

friado y repetir la digestién. Asi se mgegura la eliminacién de 6xi- -
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dog voldtiles.

6) Agregar a cada tubo 5 ml de agua, seguida de la adicién de k4 ml

de hidréxido de amonio concentrado, gota a gota, agitando constante-
mente, Esperar que la mezclas se enfrie y afladir una gota de rojo de
fenol, Si la solucidén fue neutralizada lo suficiente, entonces per-

ranecerd de color rojo,

7) Adicionar 10 ul de la solucién amortiguadora a cads tubo {en - -
"frio) despuds de un minuto se adicionan 3 ml de la golucién de diti-

zona,

.

8) Tapar todos los tubos con un tapén de vidrio, y durente 20 minu-

tog agitar vigorogamente,

9) Eliminar el sobrenadante acuoso con pipeta capilar y una perilla.

10) Adicionar 10 ml del reactivo de lavado, agitar de nuevo hasta -
que la solucién sea translicida y remover el sobrenadante por agpira
cién; nuevamenta se observa la separacidn suficiente de la fase acug

38,
11) Humedecer unos 7 cms, de cloroformo, un papel filtro Whatman -

# 541 y filtrar la gsolucidn final de cloroformo del paso 10, colocar

en celda, Tapar ripidamente.
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12) Determinar la absorbancia del blanco, de los egtdndares y de lag
muestras. Se leen a 510 nm, contra el blanco de cloroforme, El color
permanece estable durante 24 horas, pero es conveniente obtener las
lecturas de absorbancia lo mds pronto posible, con el objeto de evi~

tar errores por evaporacidn del cloroformo.
CALCULOS
SANGRE:

meg Pb/100 ml = Am : Abeo

‘(Ak meg est-Abco) + (AB meg est-Abeo) 12y 1%9
Am = Absorbancia de la muegtra
Abeo = Absorbancis del beo.
A = Abgorbancia
CRINA:
Am - Abco
meg Pb/2k horas =
(Ah mecg est-Abco) + Ag mcg egt-Abco) X 12 X m/eh hr.
10
Am = Absorbancia de la muestra
Abco = Absorbaneia del beo,
A = Absorbancia

Usando una celda de 1 cm. La grdfica de abgorbancia contra con-
centracién, debe dar una curva lineal, por debajo de los 10 mcg de -

plomo,corresponden aproximadamente una concentracidén de sangre u ori-
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na a 500 meg por 100 ml de sangre o a 1000 mcg por litrc de orina. La
cantidad de ditizona usada es suficiente para reaccionar con el plomo
urinario, si auments la concentracidn a 1500 meg por litro. Pero a eg
te nivel las absorbancias no son medibles, Las soluciones pusden ser
diluidas con cloroforme y leer sin error. El total en el blanco equi-

vale aproximadamente a 1 mcg de plomo.

VALORES DE REFERENCIA

Sangre 1 - 60 meg/100 ml.

Orina 0-75 meg/1
2) DETERMINAGION DE PLOMO POR ESPECTROFOTCMETRIA DE ABSORCION ATOMICA
FUNDAMENTO:

Log principios de absorcidn atdmica estdn basados en los siguien
tes puntos: Si la excitacidn es producida por energia luminosa, los &
tomos sélo absorben cantidades definidas de energfa, es decir, luz de
frecuencia definids, y entonces puede observarse un espectro de absor

eién atdmica.

En la espectrofotomstria de absorcién atdémica la muestra por a-
nalizar se transforma en un vapor atémico en la que la mayor parte -
de los dtomos estan en su estado fundamental, no excitado, no ioniza-

do (L0},

b))



En este método, la muestra no se enaliza directamente, sino que
hay procedimiento de separacién y extraceidn cuando es necesario,pro
duciéndose una precipitacién de iones polivalentes, pero especialmen
te plomo, con la presencia de bismuto, pueden ser cuantificados y si
mult£neamente extraidos de los fluidos bioldégicos. Uno de los aspec
tos mds impertantes de este procedimiento es que iones de sodio, po-
tasio y cloro no precipiten y son eliminados antes del andlisis. Es-
to ayuda a minimizar las interferenciass y dando un modelo analitico

adecuado,
APARATO;

Se utiliza un espectrofotdémetro de absoreién atémica Perkin El-
mer modelo 303 con registrador de grifiea en tira y con los siguien-~

tes ajustea;
a) Un monocromador que se coloca a 283.3 mm. (es la 1{nea de absor--
¢idn del plomo,

b) Una flama de aire de acetileno a un porcentaje de flujo 1:1, con

mechero del tipo premix Boling,

¢) flujo de muestra, 4 a 6 ml/nin, tiempo de aspiracién de 15 a 0 -

segundos,

d) Una ldmpara # 154-0 de catode hueco con corriente de 6 miliampg--

rios.

e) Un registrador.
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El aparato requiere calentarse 30 minutos antes del andlisis.

REACTIVOS:
1) Acido percldrico al 70% (HCIOu)
2) Aeido Clorhidrico 64 (HC1)
3) Acido nitrico 69-71% (HNO3)
4) Hidréxido de amonio (NHMOH) Densidad relativa 0.92

5) Reactivo de precipitacién: Solucién de bismuto metdlico -

100 g/1

a)

b)

e)

d)

e)

Lavar el bismuto metdlico con acetona, enjuagar con agua
destilada, y secar. Pesar 10 g en 100 ml en un vaso de te

f1én.

Humedecer el bismuto con 0.5 ml. de agua deionizada, len-
tamente agregar 20 ml de deido nftrico: 1 6 2ml; 162 -
al mismo tiempo. Con precaucidn porque la reaccidn es vio
lenta.

Cuando la reaccién cesa, decantar el liquido sobrenadante
en un vaso de teflén, Lentamente agregar de 10 a 20 ml.de
doido nftrico al bismuto remanente,

Repetir el paso anterior hasta que los 10 g. de bismuto -
gean completamente disueltos (se requieren cerca de 60 ml
de deido nitrico).

Transferir el liquido del paso anterior a un matrdz volu-
métrico de 100 ml (lavado previaments con dcido) y agre--

gar deido elorhidrico 6M hasta el aforo,
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f) Transferir esta solucién a una botella de polietileno con tg

pa. Este reactivo puede ser usado por un afio.

6) Estdndares de plomo:

a} Solucidn patrén al 1%, Disolver con agua exenta de plomo -
1.5986 g. de nitratoe de plomo desecado previamente, Si la solucién -
se encuentra ligeramente turbia o si se precipita, agregar unas cuan
tas gotas de hidréxido de amonio. Diluir a 100 ml, y .transferir inme
diatamente a una botella de polietileno seco, esta solucidn es esta-
ble por seis meses. la concentracién de plomo de este estdndar es de

10 mg/100 ml.

b) Estdnderes intermedios. Diluir la solucién anterior 1: 100 pa
ra preparar una solucién estdndar de 100 meg/ml. Esta solucién alma-
cenada en botella de poliestileno, cerradas y a temperatura ambiente,

es estable por un mes.

¢} Estdndares de trabajo. Preparar los estdndares de plomo a con-
centraciones de 0.1, 0.2, 0.5, ¥ 1.0 mcg de Pb/ml cada vez que se va

ye 8 realizar el andlisis.

Las diluciones de los estdndares de plomo permanecen estables -
por lo menos 3 horas, ya que el plomo es rdpidamente absorbido en -
las superficies de los recipientes de pldstico y de vidrio, La eXpo-

gicidn a la luz, particularmente a la ultravioleta, puede acelerar -

la reaccidn.
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7) Reactivo para la digestidn, Mezclar cuidadosamente volimenes igua
les de deido perclérico y nitrico, tranaferir esta solucidn a una bote

1la de polietileno previamente lavada con dcido.
PLOMO EN SANGRE
TECNICA

La sangre puede ser recibida en tubos especiales libres de plomo
como log tubos de VACUTAINER, o en tubos limpios exentos de metales.,

No agregar heparina ni otro anticoagulante.

1} Pesar en un vaso de 100 ml recubierto de teflén de 2 a 3 g de san-

gre.

2) Colocar el vago en una parrilla, regulando la temperatura a 150°C.
Y por cada gramo de sangre agregar 2 ml de reactivo para la digestidn,
cubrir con un vidrio de reloj (recubrimiento de teflén) para prevenir

la pdrdida de plomo,

3) A un vaso de 100 ml recubierto de teflén, agregar la misma canti--
dad del reactivo para la digestidn usada en paso anterior, y evaporar
a sequedad. Esto servird como parte del blanco, para controlar una po

sible contaminacidén de los reactivos.

k) Observar el proceso de digestidn de la sangre en intervalos de 2 a

3 minutos.

Conforme la digestidn vaya progresando, el liquido se ird oxidan
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do y se tornard de color amarille paja. Los vapores de dcido nitri-
co gon café amarillentos y despuds se volverdn mds claroe. Agregar -
0.5 a 1.0 ml. del reactivo para la digestién para completar la diges
tidn. No sobrecalentar la muestra porque se puede carbenizar. Al fi-
nal de la digestién se forma un vapor blanco denso que se elimina en
un tiempo de 3 a § minutos, En este tiempo la solucién se tornard -
clara y de color amarillo brillante, Evaporar esta solucién lentamen

te hasta dejar aproximadamente 0.5 ml. de la solucidn.

5) Transferir los 0.5 ml del paso anterior a un tubo de centrifuga -
eénico de 50 ml. Con agus exenta de plomo, enjuagar varias veces un
vaso recubierto con tefldn y transferir la solucidn al tubo de cen—

trifuga, adicionar agua hasta llegar a un volimen de 25 ml.

Estos tubes de centr{fuga deben estar graduados en intervalos -

de S ml.

6) Agregar 2 ml de hidrdxido de amonio a cada uno de los tubos ante-
riores, al blanco y a las soluziones estdndares de 0.25, 0,5, y 1 -
mcg de plomo por ml. Ajustar el pH entre 8,5 a 9.0 y adicionar unas

cuantas gotas de hidréxido de amonio.
7) Agregar 0.3 ml. del reactivo de bismuto a cada tubo.

B) Agregar agua exenta de plomo hasta llegar a un volumen de 50 ml.
Agitar.



. 9) Centrifugar durante 5 minutos a 3000 rpm y desechar el sobrenadan-

te.

10) Disolver el precipitado en 2 ml de dcido clorhidrico 6, usar un
agitador tipo Vortex, un alambre de platino, o una varilla de tefldn

para desprender el precipitado.

11} Leer los estdndares de plemo que contisnen 0.25, 0.5 y 1.0 meg. -
de plomo/ml. Leer el blanco y las muestras de sangre. Después de una

tercera determinacidén de sangre, leer una solucién estdndar.

12) Reduccidn de datos. La gréfica de transmitancia contra concentra
¢ibn debe ser lineal hasta 1 meg de Pb/ml. No es necesario convertir

la transmitancia a absorbancia en este rango de concentracién. El va-
lor desconocido puede ser lefdo dirsctamente de la grdfica.

CAICULOS

meg de Pb/g de sangre = (valor del est-bco)(vol.final){ml)

peso de la muestra en g

El total del blanco no debe exceder del 5% de la cantidad de plo
mo presente en la sangre. Grandes correcciones en el blanco denotan -
la presencia excesiva de contaminacién de plomo en los reactivos. Pa-
ra propésitos prdcticos, se asume que 1 ml del estdndar pesa exacta-—

mente 1 g,
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VALORES DE REFERENCIA;

Sangre 40 - 60 meg/100 ml.
PLOMO EN ORINA
TECNICA

La muestra de orina debe cer ¢lara y libre de cémpuestos precipi
tados antes del andlisis. Para lograrlo, la muestra se centrifugs ¥y
se toma una alficuota representativa del sobrenadante, el plome ususl-

mente se encuentra en las dos fracciones.

1) Transferir 50 ml de la orina, tomada a las 24 horas (colectada en
un recipiente de polietileno), a un tubo de centrifuga cénico de 50

nl,
2) Agregar 0.2 ml. del reactivo de precipitacidn de bismuto.

3) Agregar 0,5 ml de hidréxido de amonio (el pH se debe ajustar a -

8.5) agitar bien y centrifugar durante 5 minutos a 3000 rpm.

4) Eliminar el sobrenadante.

5) Agregar 1 nl. de dcido clorhidrico 6M

6) Mezclar con un agitador tipo Vertex, o con un alambre de platino.

7) Diluir a 5ml con agua libre de plomo, para tener una concentra--

cién de 10 tantos comparada con la orina original, 6 & 2 ml, para te
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ner una concentracidn de 25 tantos,

8) Preparar el blanco, sustituyendo la orina por agua en el paso 1y

seguir el paso 7.

9) Leer en el sspectrofotémetro los estdndares de 0.1,.0.2, 0.5 y 1.0
meg de plomo/ml para cubrir todo rango de los valores anommales de 10

tantos de concentracidn.

Ajustar los estdndares a la concentracién final de la orina a -

25 tantos de concentracién, usande 0,2, 0.5, 1.0 y 2,0 meg de Pb/ml,

10) Leer el blanco y las muestras de orina, Después de cada 3 mues~ -
tras de orina, leer una golucién estindar y terminar el andlisis repi

tiendo el paso 9.

11) Reduceién de datos. Seguir el mismo procedimiento antes deserito,

para el andlisis de la sangre.

CALCULOS:

meg Pb/2h h = (Valor del est-correceién del beo)

X vol. de orina inieial (50ml)

vol., final (5 ml)

X Vol. de orina de 2% horas ( ml )

VALORES DE REFERENCIA:

Orina - menor de 100 mcg/2l horas.
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3) DETERMINACIUN DE PLOMO EN SANGRE POR ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSOR-

CION ATOMICA CON EL USO DEL HORNO DE GRAFITO,

FUNDAMENTO:

Se basa en el principio de absorcidn atémica. Con la atomizacién
en horno de grafito esto se logra sin flema, y se realiza introducien
do la muestra en un horno de grafito resistente a altas temperaturas,
¥ protegido de la oxidacidn por una atmésfera de gas inerte. Debido a
que sl carbdn sublima hasta 3800°C. las temperaturas en horno pueden
ger mayores que las de la flama. También se cuenta con un programa de
control de temperaturas, cuyas fases son tres: En la primera etapa Be
pretende eliminar el agua de la muestra por ebullicién. En la segunda,
ge elimina la matriz de la muestra, oomo por ejemplo, la materia orgd
nipa si se trata de material biolégico. la tercera fase es la de pro-

duceibn del vapor atémico.

APARATO

Se utiliza un espectrofotémetro de absoreidn atémica Perkin El-

mer modelo 503 ¢on horno de grafito.

a) un corrector de fondo ds deuterio
b) una ldmpara de arco de deuterio
¢) Una longitud de onda de 283.3 mm.

d) un registrador



o) Flujo interno de gas puro de nitrdgeno. 15 ml/min.

f) las siguientes temperaturas:

" Secado 98%
Carbonizado 505°%
Atomizado 2300%

REACTIVOS

Debe usarse agua deionizada en todo el proceso.

1) Acido nitrico
2) Agente tensoactivo, (Tritén X-100). Se prepara una solueidn asuosa

de 1 ml/1
3) Solucién patrén de plomo. 1000 mg/mi.

4) Estdndares de trabajo: 0, 50, 100, 150 y 200 mecg/1. Se preparan --
con deido nitrico (5m1/1) con la dilucién de la solucién patrén. Con
la dilucidén de la muestra de los 5 tantos loa estdndares de trabajo -
corresponden: 0, 250, 500, 750, y 1000 mecg de plomo por litro en la'-

muestra original, .
TECNICA
1) La sangre total ge diluye, por fuerte agitacidén mecdnica, con una

golueién de Tritdn X - 100 al 0,14, la dilueién que debe hacerse es

de 13 So
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2) De la muestra diluida se toman 20 mcl, con una pipeta de Eppemdery

ge introduce directamente al horno de grafito.

) Para obtener valores de las concentraciones de las muestras, se ¢Q
rren soluciones estdndares de concentraciones conocidas, asi se deter
mina una curve de calidracién de la altura del pico, en milimetros =
contra la concentracidn de los estdndares, donde se pueden calcular -

las concentraciones de las muestras por interpolacién.

'VALORES DE REFERENCIA:

Sangre 10 - 40 meg/100 ml.

4) MICRODETERMINACION DE PLOMO EN SANGRE POR ESPECTROFOTOMETRIA DE AB
SORCION ATOMICA SIN FLAMA, UTILIZANDO UN TUBOQ DE CARBON Y RECIPIEN

TE COMO CELDAS PARA LAS MUESTRAS.
FUNDAMENTO:

En la espectrofotometria de absorcidn atémica sin flama se permi
te llevar & cabo una determinacidn directa de rastros metdlicos en ma
terial biolégico, requiriendo volidmenes de muestra microliticas. En =~
estos métodos de atomizacidn sin flama propuesta pars la determina- -
cién de plomo en 100 ml o menos, estdn la absorcién atdmica por cel--
das de grafito (para muestra), varilla de carbén, tubo de grafito. En

este caso, el andlisis de plomo en la sangre es directo,
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APARATO
Espectrofotémetro de absorcidn atémica modelo Varian Techtron 5,

a) Un atomizador de varilla de carbén modelo 63 (Varian Techtron).

b) Dos celdas diferentes para las musstras construfdas de grafito y -

recubisrtas con grafito pirolfitico.

o) A las celdas se les pasa nitrégeno a una velocided de flujo de -

4.51 1/min para prevenir la entrada de ox{geno atmosférico.

REACTIVOS

1) Acido nitrico al 65%. Se utiliza para la resccidn de oxidacidén y

destruccién de la sangre.

2) Nitrato de plomo. En una solucién de acido nftrico al 1% para ob-
tener una solucidn patrdén de 1 g/l, Los esténdares se preparan en el
momento del andlisis para las adiciones en serie de las diferentes =

cantidades de solucién patrén a las musstras de sangre.

TECNICA

Las nuestras y estdndares se tratan con heparina para prevenir -

la coagulacién de la sangre.

1) 8o colocan 5 mcl de muestra en el tubo.
2) Se agregan 10 mel de dcido nitrico.

3) Mezelar
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. " R
4) Se pusa por tree fases sucesivas: secado, caleinacidn y atomiza- -

¢ién. (El atomizador realiza automdticamente las tres fases),

Se utiliza un tiempo constante de 0.01 segundo para el amplifica

dor de respuesta rdpida pars el andlisis de plomo.

Las condiciones experimentales para el andlisis de plomo en san-

gre.

PARAMETROS DEL HORNO DE GRAFITO:

Secado 150% tiempo 20 segundos
Calcinacién 530°C  tiempo 30 segundos
Atomizacidn 1340°C  tiempo U4 segundos

VALCRES DE REFERENCIA:

Sangre 10 ~ 40 meg/100 ml.

5) DETERMINACION AUTCMATIZADA DE PLOMO EN SANGRE POR ESPECTROFOTCME--

TRIA DE ABSORCION ATOMICA ELECTROTERMICA.

FUNDAMENTO:

Es un método simple y rdpido paras la determinacidén de plomo en -
pangre por medio de espectrofotometria de absorcidén atémica electro--
térmica, Aqui se tretan con alfcuotas (25-200 mel) de muestra, ya sea

por puncién capilar o venosa, con feido nitrico para desproteiniza- -
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~cibn de 1a matriz. Degpués de centrifugar, se toma el andligis automa
tizado para plomo. El programa de temperatura ebreviade hace posible
370 mediciones por dia y la computadora permite acoplar una evalua- -
cidn inmediata de datos durante los programas, haciendo posibles medi

ciones de rutina.

APARATO

i
El aparato de absorcién atdmica, se equipa de los siguientes ina

trumentog:

a) Un horno de grafito HGA T4 y HGA 76

b) Automusstrador (Perkin-Elmer AS-1).

¢) Impregor UP-1

d) Registrador PE 56. Se combina con dispositivo M 400 con un sistema

PDP 11/10 para la evaluacidn de datos,.

REACTIVOS

Argén al 99.999% de pureza, quo se utiliza hagte el final,

TECNICA

La muentra de sangre ge colecta en tubosg de vidrio perfectamente
cerrados con tapones de hule a los que previamente se les afiade unag

gotas de solucibn de heparina,

1) Agregar de 150 ¢ 300 mcl de 4cide nftrico 2N

2) Agregar 100 6 200 mcl de sangre fresca.
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3) Agregar 150 § 300 mel de agua destilada

4) Agitar vigorosamente en un mezclador (Vértex) por 30 segundos.

5) Centrifugar

6) Transferir el sobrenadante (1 ml) a una taza de muestra de poliole
fin 4S-1, (La Solucidn resultante es de 0.75 M en nitrato),

7) Se llevan a cabo tres inyecciones de 10 mel cada una.

CONDICIONES ESTANDAR PARA EL PLCMO:

Aparato espectrofotdmetro Perkin-Elmer 400 con un horno de grafi

to HGA-74 y 76.

Pardmetros para el espectrofotdmetro.

LAMPARA:
Lampara de descarga sin electrodos de plomo (es una esfera de -
cuarzo en cuyo interior se encuentra el elemento a determinar co

locando en una atmésfers de gas inerte; en este caso, argén).

CORRIENTE: 10 mA
CORRECCION DE FONDO: Ldmpara de arco de deuterio.
LONGITUD DE ONDA: 283.3 mm

ABERTURA: 0.7 nm

PARAMETROS PARA EL HORNO DE GRAFITO:

SECADO Temperatura 100% tiempo 30 a 60 segundos
CALCINACION  Temperatura €00 tiempo 30 segundos
ATOMIZACION  Temperatura 2200% tiempo § segundos
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LAVADO Temperatura 2600°%C  tiempo 2 gegundos

Para obtener los valores de concentraciones de las muestras se -
corren soluciones estdndares de concentracidn conocida, se determina

de eata manera una curva de ealibracién,

VALORES DE REFERENCIA:

Sangre 10 - 20 meg/1

6) DETERMINACION DIRECTA DE PLOMO EN SANCRE Y ORINA POR ESPECTROFOTO-

METRIA DE ABSORCION ATOMICA SIN FLAMA.

FUNDAMENTO:

Antes del andlisis las muestras son dilufdas con solventes, no -
es necesaria la previa digestidn con dcido nitrico. Las muestras son
precalcinadas en microvasos de grafito en un horno ordinario de labo-

ratorio, De esta manera el plomo es determinado directamente.

APARATO:
Espectrofotémetro de absoreién atémica equipado.

a) Con una hornilla de grafito IL 55

b) Un graficador Philips PM 8202

¢) Una ldmpara de deuterio (para correccién de la 1inea base).

d) Dos tubos de grafito: uno eilindrico para la inyeceidn directa de

la muestra, otro rectangular qus se utiliza en conjuncién con las
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musstras, colocadas en los microvasos de grafito,

REACTIVOS

El agua que se utilice en la preparacién de log estdndares y las

soluciones matriz debe ser destileda y deionizada.

1) La soluciones matriz
a) Nitrato de amonio (NHhN03)
b) Fluorurc de amonio (NHMF)

c¢) Foafato deido de amonio (Nﬂh)aﬂPou

Cada uno tiene una concentracién de 10 g/1, se trata con ditio-
carbamato pirrolidin amonio, como agente complejante y se extrae con
metil, isobutilestona. E1 plomo no pedrd ser detectado con la solu--

cidn matriz, sino después del procedimiento de extraccidn.
2) Tritén X-1C0 (agente tensocactivo).

PLOMO EN SANGRE

1) Agregar 20 mel de tritén X-100 (10 ml/1 en agua).

2) 10 ml de sangre.

Antes del andlisis completar la hemdlisis de los eritrocitos.

Las nuestras de sangre que se tienen con una cantidad conocida

de plomo se usan como sstdndares.
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Para lag mediciones de absorcidn atdmica se utiliza el tubo de -

grafito rectangular, precaleinando las musstras en los microvaros,

1)} Agregar 25 mcl de la solucién de Tritén X~100 a los microvasos.

2) Agregar ,posteriormente 2 mcl de la muestra de sangre.

Las muestras se colocan en una placa de titanio y este se céloca
en el horno. Las muestras se secan a 100°C y s8s calcinan a 50000. Es-
tos dos procesos requieren aproximadamente 5 minutos. De acuerdo al -
programa de temperatura se analizan las muestras en el espectrofotdme

tro de absorcién atdmica.

VALCRES DE REFERENCIA:

Sangre 200 meg/1.
PLOMO EN ORINA

Tomando en cuenta que el contenido orgdnico de la orina no es tan
alto como el de la sangre, no es necesario consumir mucho tiempo para
la precaleinacidn de la musstra. Pero en cambio, tiens alto contenido
de sales que pueden interferir em el proceso de automatizacién. Para
prevenir dicha interferencia en el proceso, adicionar una solucién de

nitrato de amonio, es el tratamiento de la muesgtra.

1) Colocar 10 mel de la solucidn metriz en los microvasoa.

2) Agregar 10 mcl de la muestra de orina.
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Los microvasos se colocan en el horno, las muestras se secan a -
100% y se caleinzn a 35000. Se analizan en el espectrofotémetro de -

absorcidn atdmica.

VALORES DE REFERENCIA

Orina 8 - 40 meg/1

7) DETERMINACION DE PLCMO EN ORINA POR ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION A-

TOMICA CON ATOMIZACION ELECTROTERMICA.

FUNDAMENTO:

El pretratamiento de la muestra es minimo, involucra la adicidn
de decido ortofosférico y un pretratamiento del tubo de carbdén con mo-
libdato de smonio. Esto se lleva a cabo para minimizar las interfe--

rencias que se encuentran cusndo se analiza la orina.

APARATO
Se usa un espectrofotdmetro de absorcién atémica (Varian 175 B)

a) Un atomizador CRA-90
b) Un gistema de inyeccidn automdtico ASB-53
¢) Un agitador Denley Espiramix 5

d) Plato de calentamiento.

Los elementos para el calentamiento eléetrico deben ser coloca-
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dos en la base del blogue, y la temperatura debe ser controlada. La

superficie dol bloque se debe mantener a 40°C.

Los recipientes que se usen deberdn ser de vidrio de borosilica-

to recubierto de capas de polietileno para preparar la muestra.

REACTIVOS

1) Solucién de molibdato al 5% p/v. Disolver 5 g de molibdato de amo
nio en 60 ml de agua dosionizada, agregar 5 ml de dcido ortofosférico,
mezclar y transferir a un matrdz aforado a 100 ml y llevar al afero -

con agua desionizada.

2) Solucién de deido ascérbico al 1% p/v. Disolver 6.25 g. de dcido
ascérbico con agua desionizada y llevar al aforo de un matrdz volumé-

trico de 25 ml.

3) Diluyents de la orinra, Aproximadamente €0 ml de agua desionizada -
contenida en un matrdz volumétrico de 100 ml, agregar 5 ml de la aolu
cidn al 1% de molibdato de amonio y 2 ml de dcide ortofosférico, agi~-
tar y agregar 1 ml de la golucién de dcido asedrbico, aforar y agitar.

La golucién toma un color azul.

It)-solucién de iodo IN, En un matrdz volumétrico de 100 ml. disolver
16.6 g de yoduro de potasio en aproximadamente 80 ml de agua desioni-
zada, agregar 12.7 g de iodo y agitar hasta lograr la disolucién. Afo

rar con agua degionizada y volver a agitar.

5) Solucién estdndar de plomo. Disolver 0.1599 g de nitrato de plomo
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en aproximadamente 80 nl de agua desionizada,agregar 1 ml de deido ni
trico concentrado y destilado. Transferir cuantitativamente la solu-
cidn a wn matraz volumétrico de 100 ml. aforar con agua deaionizada y

agitar. Esta solucidn contiene 1 mg/ml de plomo.

6) Dilucidn de la solucién estdndar de plomo, Transferir 125 mcl. de
la solucidn estdndar a un matrdz volumétrico de 25 ml. conteniendo a-
proxinadamente 20 ml., de agua desionizada,aforar y agitar. Esta solu-

cién contiene 5 meg/1 de plomo.

TECNICA

a) Acondicionamiento de tubos:
Adaptar un tubo de carbén al CRA 90. Se deben establecer los si
guientes pardmetros del espectrofotémetro (condiciones estdndar de -

plome).

Espectofotdmetro 175 B Varian

Longitud de onda 283 nm

Lémpara de cdtodo husco S mA

Lémpara de hidrdgeno intensidad para balancear
Expansién Bajo 5

forma concentracidn de picos

ATOMIZADOR CRA~S0
Secado 100°C en 60 segundos
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Calcinacidn 900°C en 40 segundos

Atomizacién 2100% en 6 segundos

INYECTOR AUTCMATICO ASD-53

Capacidad 5 mel

Némero de inyecciones 5

Transferir a un vaso de vidrio limpio 1.5 ml de la solucién de

molibdato de amonio al 5%, Colocarla en la posicidn 24 del carrusel

del inysctor para iniciar el programa.

Leer 1a absorbancia. En el curso de la repeticién de las inyec

ciones, la seflal base debe estabilizarse en un valor cercano a cero,

Lesr la abgorbancia correcta.

b) Calibracién
Cambiar los siguientes pardmetros del inatrumento:

Atomizador 2100°% tiempo de retencidn 2 segundos

Inyector automdtico ASD-53

Nmero de inyecciones 3

En cinco vasos de vidrio limpios pipetear 0, 5, 10, 15, y 20 =

mel de la solucidn estdindar de plomo, la cual representa 0, 50, 100,

150 ¥ 200 mcg de plomo por litro de orina respectivamente,
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A cada vaso agregar 20 mcl de la solucién de iodo y 500 mel de -
orina, la cual contiene los limites minimos normales de plomo. En el
plato de calentamiento de 5 a 10 minutos, Quitar las tazas del plato -
de calentamiento y adicionar 100 mcl del diluyente de la orina a cada
vago, Cubrir los vasos con polietileno y colocarlos én el agitador -
Denley durante diez minutos. Quitar la cubierta de polietileno de los
vagos, y colocarlos secuencialmente en el carrusel del inyector automd
tico para iniciar el programa. Los blancos contienen sgus desionizada,
Graficar las lecturas obtenidas contra meg de plomo por litro y extra-
polar en la grdfica para obtener el contenido de plomo en la musstra -~
de orina usando este valor. Construir una curva de calibracidn, de -

tal manera que la linea obtenida pase por el origen.
c) Andlisis de la muestra

1) En vasos perfectamente limpios agregar 20 mel de la solucidén de -~
iodo,

2) Agregar 500 mcl de la muestra de orina.

3) Calentar durante 5 a 10 minutos.

%} Quitar los vasos del calentador.

5) Agregar 1000 mcl del diluyente.

6) Tapar los vasos con polietileno y colocarlos en el agitador durante
10 minutos.

7) Quitar la cubierta de polietileno y colocar los vasos en el carru—-
sel del inyector para iniciar el programa

8) Leer el contenido de plomo de la muestra de orina en la curva de ca

libracién,

78



VALORES DE REFERENCIA

Orina 0 - 40 meg/l1

8) DETERMINACION DE PORFIRINAS

FUNDAMENTO:

En la orina se puede determinar porfirinuria en pacientes con en
venenamiento por plomo. Es importante porque puede determinar la pre
sencia o susencia de coproporfirinas y uroporfirinuria, sin embargo,-
la medicidn cuantitativa del dcido delta—nminolevulfnico‘es un crite-
rio de diagnéstico. Para la determinacidn de porfirinas ss requiere
de andlisis cuantitativos de varias porfirinas eliminadas en 24 ho- -
ras. Para poder hacer un diagndstico adecundo, es importante observar
el color de la orina, ya que si hay presencia de porfirinas en gran--

des cantidades la orina tiene un color anormal vino caracteristico,

Lag porfirinag emiten fluorescencia de color naranja, cuando se
exponen a la luz ultravioleta de longitud de onda larga. Esta propig

dad, se utiliza para la deteccidn y andlisis de porfirinas.

REACTIVOS

1) Acide acdtico glacial
2) Eter dietflico, grado reactivo.
3) HCL al 50% (p/v) se diluyen 58 ml de HCl concentrado a 500 -

ml. con agua.
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MUESTRA.:

Es preferible una muestra de orina reciente tomade al azar, Si --
ha de conservarse la orina durante la noche, se agrega 0.5 g. de - -

N32003/100 ml de orina.

PROCEDIMIENTO:

1) Se transfieren 10 ml. de orina a un embudo de separacién del tipo -
Aquibb de 60 ml. con preferencia provisto de llave de paso de teflén -

v tapdén de pldstico.

2) Se acidifica la orina cib., 4,0 ml. de deido acético, (Si la muestra
de orina contiene NaQCo3 se hace girar con cuidado el embudo hasta que

cesa el desprendimiento de gas).

3) Se agregan 20 ml, de éter, se tapa el embudo y se agita enérgicamen
te durante 4 § 5 minutos. En este paso, la coproporfirina es extraida
en la fase de éter. Se desecha la capa acuosa (orina) y se reinen en -

el segundo embudo los dos extracgos etdreos.

4} Se agregan 2.0 ml de HClal 5% al extracto etéreo combinade, Se agi-
ta enérgicamente ol embudo durante 4 minutos, En estas condiciones,nds

deidas, 1a coproporfirins pasa a la fase ecuosa (HC1).

5) Después de separar las fases, se examina la fase de HC1 (la poreién
inferior del embudo) bajo una ldmpara ultravioleta de longitud de onda
larga, en el cuarto obscuro o en un dngulo de la habitacidn, para ver

si aparece la fluorescamndia caracteristica de color naranjado rosado.

La ldmpara econdmica "Black Ray” (luz Wurtz) es una fuente cémoda de
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de UV, que emite una luz en torno de 360 nm,
INTERPRETACION:

RESULTADO NEGATIVO; No se observa fluorescencia, sflo se ve el color
violeta del filtrado de la ldmpara o fluorescencia de color azul cla-

ro o verde amarillento.

RESULTADO LIGERAMENTE POSITIVO: (1+). Fluorescencia acusada; en ca-

go de duda la lectura se considerard negativa.

MODERADAMENTE POSITIVO: (2+4). La fluorescencia es fuertemente eviden~

te,

FUERTEMENTE POSITIVO: (3+). Fluorescencia muy brillante. Se obtendrdn
lecturas negativas, si el nivel de coproporfirina es inferior a 15 =~
meg/100 ml. Las lecturas 1+, 2+, y 3+, reflejardn concentraciones de
eoproporfirinas de 15 a 25, 20 a 40, y de mds de 50 meg/100 ml, res—-

pectivamente.
9) DETERMINACION DEL ACIDO DELTA-AMINOLEVULINICO EN ORINA.
FUNDAMENTO;

La absoreién y la intoxieacidn por plomo causan disturbios en la
biosintesia del grupo hemo, y uno de log precursores que es el dcido

delta-aminolevulinico aumenta en la sangre y se elimina en la orina.
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Se cuantifica por medio del reactivo de Ehrlich, dando un compuesto
colorido que es proporcional a la cantidad de deido delta-aminolevu-

1fnico que estd presente en la orina.

REACTIVOS:

1)} Solucidn amortiguadore de acetato de sodio (pH 4.6)
2) 2,4 pentancdiona (acetilacetona),
3} Reactivo de Ehrlich

4) Solucién de deido delta-aminolevulfnico (25 mg en 100 ml)

TECNICA

1) A 1 nl, de orina, agregar 8.8 ml de la solueidn amortiguadora de -

acetato de sodio.

2) Agregar 0,2 ml de 2,4 pentancdiona

3) Poner en agua hirviendo durante 10 minutos

4} Dejar enfriar a temperatura ambiente,

5) Agregar 1 ml de reactivo de Ehrlich,

6) Leer a 555 milimicras en densidad éptica, llevdndolo a cero de den

sidad dptica con el blanco de reactivos.

7) E1 tubo del blanco se prepara con 1 ml de orina y 9 ml de la solu-

cién amortiguadora de acetato de sodio.

Se corre una curva de calibracidn. Con una solucidn de dcido del

ta-aminolevulinico 0.25 mg/ml con una solucidn amortiguadora de sceta
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to de sodio. El blanco se prepara con 1 ml de agua y 9 ml de la solu-

¢idn amortiguadora.

VALORES DE REFERENGIA:

ORINA:
Nifios 0.58 mg/100 ml
Hombres 0.62 mg/100 ml
Mujeres 0.57 mg/100 ml

COMENTARIO ACERCA DE LOS METODOS

La ventaja que presenta la determinacidn colorimdtrica es que --
bastan dos horas y media para analizar simultdneamente diez muestras,

que pueden digerirse al mismo tiempo.

Este método puede tener una serie de modificaciones, que repre--
senten una reduccidn en el tiempo de andlisis y puede haber un minimo
de contaminacidn y reduccidn de la sangre y orina que requiere el and

ligis,

La degventaja qus tiene es lo complicado de su andlisis, en el -
cual hay digestidn de la muestra, empledndose gran cantidad de reacti
vos y material, Por lo tantc, es costoso tanto en la labor como los -
materiales, Tambidn, como egtdn basados en extrac;ionss con solventes

despuds de realizar la couplejacién del plomo, con reactives que con-
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tienen grupos diticcarbumatos, se ha investigedo que las extracciones

gon incompletas.

£l método por espectrofotometria de absorcidn atémica tiene la -

ventaja sobre el colorimétrico de la sencillez y rapidez,

Es un método exacto y preciso en la determinacidn de plomo, tan-
to en sangre como en orina, y por lo tanto, es confiable. Para dar -
una informacidn valiosa en casos en que se sospeche envenenamiento -

por plomo,

En cambio, tiene la desventaja de presentar interferencia de va-
rios compuestos orgdnicos que contienen las muestras, La cantidad em-
pleada de muestra es mayor con respecto a los métodos de absorcién a-

témica sin flama.

Los métodos de espectrofotometria de absorcién atémica sin flama
con uso de horno de grafito, tienen una sensibilidad de mil veces mds
que los métodos de flama, lo que permite realizar andlisis de elemen-
tos presentes en pequefias cantidades. Se presentan menos interferen—-
ciag, Y en algunos casos es posible determinar la muestra sin trata--
niento previo, evitando la posible contaminacidn, reduciendo asi 1la -
pérdida en la manipulacidn. E1 equipo es nds barato.que cualquier o--

tro para el andlisis de trazas.

Gon recipientes de grafito se pueden preparar muchas muestras
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y se calcinan simulténeamente de 10 a 20, y pusden ser analizados en

una hora, incluyendo log estdndares,

En los métodos para la determinacién de porfirinas y el dcido -
delta-aminolevulinico son importantes en la confirmucidn en los casos

que gse sospeche envensnamiento por plomo.
III,3  MERCURIO

1, METODO DE REINSCH
FUNDAMENTO;

En esta prueba se detecta la presencia de varios metales como ar
sénico, antimonio, bismuto y mercurio, en fluides gdstricos, sangre y
orina, Se realiza una previa digestién del material biolégico, un de-
pdaito de color gris plateado sobre el alambre de cobre, indica la -
presencia de mercurio. Si al finalizar la reaccidn hay ausencia de al
gin depdsito, debe hacerse la prueba confirmatoria. Este método es -

cualitativo.

REACTIVOS:

1) Alambre de cobre de calibre # 20. Se hace espiral cerca de un 1/4
de pulgada de didmetro y 3/8 de pulgada de longitud, Se sumerge en d4-
cido nitrico concentrado por un segundo, se enjuaga con agua deioniza

da, despuds con alcohol y finalmente con éter, y se deja secar,
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2) Ioduro cuproso.

a) Disolver 5 g. de sulfato de cobre y 3 g. de sulfato ferroso -
en 10 ml de agus.

b) Agitar constantemente, Agregar una solucidn de 7 g, de ioduro
de potasio disuelta en 50 ml. de agua.

c) Filtrar el precipitado y lavar con agua.

d) Suspender el precipitado en ioduro cuproso con la ayuda de po

ca agua y transferir a una botella color dnbar.

3) Solucién patrén de mercurio, Disolver 1.67 g. de nitrato merciiri-
co en agua, que contenga 2 ml de deido nitrico y llevar a 1 litro. Eg
ta solucidn contiene 1 mg/ml de mercurio. Es estable en una botella -

de color ambar.

4) Papel impregnado con bromuro merciirico. Remojar el papel filtro -
Whatman # 40 en una solucidn de bromurc merciirico al 5%, hecho en 95%

de alcohol etilico por 2 minutos. Dejar secar.

5) Acido clorhfdrico al 10% (v/v)

TECNICA:

1) Poner 20 ml de orina en un matréz Erlenmeyer de 50 ml. y agregar

4 ml de dcido eclorhidrico concentrado.

2) Introducir el espiral de cobre y calentar poco a poco, por una ho
ra en bafio maria a una temperatura baja, (la temperatura de superfi-

cie debe ser aproximadamente de 95°C,
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3) Mantener el volimen constante, adicionar solucidn de deido clorhi-
drico al 108, durante el periodo de calentamiento, s importante co--
rrer un blanco de orina normal y estdndares heches por la adicién de
50 y 100 mg de mercurio, estas cantidades de mercurio se obtienen por
el empleo de 0.5 y 1.0 ml § 0.25 y 0.5 ml a una dilveién de 1 3 10 de

las soluciones patrdn apropiadas dadas.

4} Despuds de 1 hora, remover el espiral, lavar cen agua directamen—-

te, y secar con un pedazo de papel filtro,

5) Una coloracién plateada en el alambre de cobre indica la presencia
de mercurio (la gensibilidad es tan baja como 30 zcg).

PRUEBA CONFIRMATORIA

1) Colocar un pequefio pedazo de papel filtro, en ux vidrio de reloj y

agregar 2 gotas de la suspensién de ioduro cuproso,

2) Colocar ol egpiral de cobre usado arriba en el sitio de las man- =

chas de ioduro cuproso y cubrir con un segundo vidsio de reloj,

3) Dejar en reposo 30 minutos y examinar de cerca. In ia presencia de
50 meg de mercurio, de e¢ierto ioduro mercirico apariceri la formacidn
de color rosa salmén en el 1iquido. E1 color produzido se compara con

el obtenido en los estindares.
2, DETERMINACION DE MERCURIO EN ORINA
FUNDAMENTO:

El mercurio pregente en la orina, es rdpidamezte reducido a mer
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. . . s
curio metdlico por un sistema de cobre-hidrazina. El mercuric metali-
co finamente dividido, es oxidado después a ion mercirico, por el per
’ . 3 d t'
manganato dcido, a temperatura ambiente. El ~xceso de permanganato -
ge destruye mediante el uso de clorhidrato de hidroxilamina. La deter
minacién final se realiza con una técnica adaptada por Grieve, que -

consiste en una titulacidn eon ditizona.
REACTIVOS:

1) Acido sulfdrico 15 N. Esta solucidén es aproximada. Un litro se -
puede preparar por la adicién cuidadosa y con una agitacién constante

de 400 ml de dcido sulfirico concentrado (36N) en 600 ml de agua.

2) Sulfato de cobre, 1 mg/ml, Disolver 3,9 g. de CuSOu.SHQO en un 1li-

tro de agua.

3) Bidrazina al 5%. Disolver 5 gr de Hidrazina en agua destilada has-

ta obtener 100 ml.

4) Hidréxido de sodio 10 N. Esta solucién es aproximada y puede ser -

preparada disolviendo 400 g de grdnulos en agua y llevarlo a un litro,

5) Aleohol caprilico

6) Permanganato de potasio al 6%

7) Clorhidrato de hidroxilamina al 20%

8) Cloroformo

9) Solucidén de ditizona, Disolver 5.5 mg de difeniltiocarbazona Engte

man No, 3092, en un litro de cloroformo. Guardar en refrigeracién,

10) Solucién estdndar de mercurio. 1 mg/ml. Disolver y dilufr 0.1354
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g. de cloruro merclrico en un matrdz volurdtrico de 100 ml con deido
sulfirico 1N. Un mililitro contiene 1 mg de mercurio, El estdndar de
trabajo contiene 10 meg/nl, y se prepara en el momento de usarla, di-

luyendo 1 ml de la solucién estdndar a 100 nl,

TECNICA

1) Medir 50 ml de orina en un matrdz Erlemmeyer de 250 ml con tapdn.-
Si se sogpechn de una concentracién mayor de 20 mcg de mercurio en 50
ml. de orina, se deben tomar alicuotas y se diluyen con agua, antes -

de realizar el procedimiento,

2) Agregar los siguientes reactivos en el orden que sigue, agitando -

el matrdz después de afiadir cada uno:

a) 0.5 ml de deido sulfirico 15 N.
b) 1 ml de solucidn de cobre.

¢) 0.2 ml {h gotag)de hidrazina, sin tocar el cuello del matrdz.

3) Tapar el natrdz y dejar reposar 10 minutos,

4} Agregar 2 ml de hidréxido de sodio 10 N.

5) Mezclar durante 20 segundos,

6) Agregar 9 ml de dcido sulfidrico 15 .

7) 2 gotas de alcohol caprilice

8) Mezelar,

9) Adicionar lentamente y con bureta, 35 ml de la golucidn de peruan
ganato de potasio, .

10) Tapar el matrdz y dejar en reposo a temperatura ambiente una ho-

ra.
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11)

1 ml de solucidn de clorhidrato de hidroxilamina (se lleva a cabo

1a decoloracidn del permanganato),

12)

13)

14)

15)

16)

17)

18)

19)

Agitar el matrdz

Tapar el matrdz y esperar 30 minutos.

Colocar el contenido en un embudo de separacidn (la solucidn estd
lista para la titulacidn).

La Mezela de reaccidn se agita con 5 ml de c¢loroformo y el exceso
del cusl se desecha.

Se realiza una titulacién extractiva com 0.5 ml de la solucién de
ditizona.

Con poca experiencia se puede determinar el volumen inicial de di
tizona.

Utilizando la curva estdndar trazada, transformar el volumen usa-
do de la golucién de ditizona, en microgramos de mercurio,

La Curva estdndar se prepara adicionando 0, 0.25, 0.50, 1.0, 1.5,

¥ 2.0 nl del estdndar dilufdo en 50 ml de agua, en un matrdz Erlenme-

yer de 250 ml, Las diluciones tienen las siguientes concentraciones:

0, 2.5, 5.0, 10,0, 15.0, y 20 mcg de mercurio respectivamente, Se si-

guen los pasos del procedimiento (a partir del paso # 2).

VALORES DE REFERENCIA:

Orina 0-0.3 mg/l

3. DETERMINACION COLORIMETRICA DE MERCURIO EN ORINA.

FUNDAMENTO:



En este método la materia orgédnica es destrufda por calentamien-
to con psrmanganato y el mercurio es extraido como complejo de ditizo
na. El mercurio se determina por la medids del color de la dilucidn -
de ditizona, antes y después del tratamiento con el reactivo que des-

truye el complejo de mercurio.

REAGTIVOS:

1) Solucidn de dcido sulfirico, Cuidadossmente afiadir un volumen de
deido sulfirico concentrado y 2 ml de agua.

2) Clorhidrato de hidroxilamina al 10%. Disolver 10 g. de clorhidrato
de hidroxilamina en agua destilada, Aforar a 100 ml,

3) Permanganato de potasio.

4) Solucién de ditizoma, Disolver 5 mg. de ditizona (difeniltiocarbs
zona, Eastman # 3092) en un litro de cloroformo. Esta solucién se
guarda en el refrigerador; no es estable después de 10 dias.

5) Solucién de reversién., Disolver 10.2 g de ftalato deido de pota--
sio y 30 g, de ioduro de potasio en 500 ml de agua destilada., Si -
es necesario, un poco de gotas de la solucibn de tlopulfato de so-
dio al 5% para remover el iodo libre. Agitar la solucidn varias -
porciones de 10 ml de cloroformo en la solucién de ditizona y des-
cartar la capa de cloroformo.

6) Solucidn diluida. Diluir 100 ml de la solucidn de dcido sulfiirico
y 20 ml de la solucidn de hidroxilamina a un 1it¥-o.

7) Estdndares:

a) Solucién estdndar. Disolver 1.354 g, de cloruro mercéirico en g

gua destilada y diluir a un litro.
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b) Estdndares de trabajo. Dilufr 2 ml de la solucidn esténdar & -
100 ml con agus destilada. Esta solucién contiene 2 mcg de mer-

eurio por ml.

TECNICA:

1) Tomar una alicuota de orina (25 ml) en 250 wl en un matrdz y diluir
a 50 ml con agua destilada.
2) Agregar 10 ml de solucién de deido sulfirico y 1 g de permanganato

de potasio.

hant

3 Adaptar un condensador de reflujo y llevar a cabo ls solucién a -
ebullicién poco a poco por 30 minutos.
4) 8i 1a soluecidn se decolora durante la ebullicidn, enfriar ligera--

mente. En caso contrario, afiadir otros 0.5 g. de permanganato de -

potasio y continuar con la ebullicién.

5) Enfriar un poco y agregar solucién de clorhidrato de hidroxilamina,

gota por gota, hasta que el color del permanganato desaparezca.

6) Agregar 2 ml nds de solucidn de hidroxilamina y poner a ebullicién

durante un minuto.

—

1

Enfriar la solucidn y dilufr a 100 wml. con agua destilada.

8) Agitar wna porcidn de 25 nl de esta solucién, en un embudo de sepa
racién, con 10 ml de solucién de ditizona. Si el color de la capa
de cloroformo indica un bajo contenido de mercurio (un color verde

claro con un pequefio tinte castafio).

9) Adicionar 75 ml del digsrido y agitar otra vez.
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10) Si la capa de cloroformo es mds verde con mds intensidad en el -

1)

12)

13)

14)

15)

16)

17)

18)

tinte castafio, se adicions 75 ml de la solucidn diluide a la ca-
ps acuosa hecha en 100 ml. Si la capa de clorofommo es casi ang
ranjada clara,,diluir una alfcuota mds pequefia de la digestidn &

100 2l con la solueidn diluida, y extradr.

Dejar que la capa de cloroformo se separe complatamente y fil- -
trar directamente con un pequefio tapdr de algoddn (insertado en
el tubo del embudo de separacién) dentro de la celda del fotdme-

tro,

Tapar la celda evitando la pérdida del cloroformo por evapora- -

. 2
clon,

Leer en el aspectrofotémetro a 620 mm, Ajustar a cero con el blan
oo de reactivos (cloroformo}. Referirse a esta absorbancia leida

con D1.

Transferir la solucidén a un pequefio embudo de separacidn y agitar

con 10 nl de la solucidn de reversidn.

Dejar de nuevo 1la capa de cloroformo separadamente y filtrar di--

rectamente con un tapdn de algoddn en la celda.

Leer la absorbancia en el fotdmetro (esta lectura es Dg).

Calcular el valor de D2—D1.
Establecer una serie de estdndares adicionando 1, 2, 3, y 4 ml, -

del‘estdndar de trabajo. 2, 4, 6, y 8 meg de mercuric respectiva-

mante, a 100 ml de 1la aolueidn diluida y llevar a cabo direotamen

93



te el procedimiento de extraccibn usando ditizona y la solucidn de

reversidn,

19) Trazar el valor de Dg - D1 de los estdndares contra la concentra-
cidn de mercurio del estdndar. Determinar la cantidad de mercurio
en la alfcuota de la muestra de la curva, ussndo el valor de D2-
D1. contra la muestra. De esta manera calcular la cantidad de mer

curio en la muestra total.

VALORES DE REFERENCIA:

0 ~ 6 meg/100 nl de orina

L) DETERMINACION DIRECTA DE MERCURIO EN SANGRE POR REDUCCION CON BORO

HIDRURO DE SODIO Y ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSCORGION ATOMICA.

FUNDAMENTO:

El mercurio presente en la sangre se encuentra como metilmercurio
principalmente y una minima parte de mercurio inorgénico, En este méto
do se lleva a cabo la formacidn de hidruroc de mercurio mediante la re-
accidn entre un compuesto alquilmercdrice con un complejo metal hidru-
ro que 1lleva una rdpida produceidn de mercurio. EI1 borohidruro de so-

dio (reductor potente) reduce las sales de mercurio a metal.

APARATO

1) Un espectrofotdmetro de absorcidén atémica Varian Techtron AAG,
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2) Un quemador de aire acetileno, que se pusde reemplazar por una cel

da de absorcidn con ventanas de cuarzo.

El aparato se ensambla como se muestra en la figura 2, Tanto el
tubo de reaceidn como el tubo de secado son de vidrio fuerte y con tu
bos de ensayo de 15 X 2,5 cm, La entrada de aire de ambos tubos tiens
una punta fina, La entrada al tubo de reaccidn se conects al suminis-
trador de aire mediante un medidor de flujo, la salida del tubo de sg

cado es conectado a la celda de absorcidn,

Salida
libre
__’ —_ —
Aire indica l 1L
dor de flu-
Jo. ’ Celda de absor-
— - cidn
— S
/ /
Tubo de ’—l Tubo de secado
reaccidn ’
= -
" <p T 4> _| ~——Hiele picado
-‘—_J - ]
J,_ -
-r:irP— d" ~
<D = o
2 )
Figura No. 2
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REACTIVOS

1) Borohidruro de sodio, Preparar una eolucién de 50 g/l de borohi--
druro de sodio (Merck) en una solucién de hidréxido de sodio con--
centrado 1 mol/1 y prepararla antes de usarse, Las instrucciones -
de la preparacidn de este reactivo deben ser estrictamente observa

das.

2) Cloruro mercdrico. De una concentracidén de 1000 memol/l. Se prepa-
ra disolviendo 0,2715 g. de cloruro mercirico en dcido sulfirico -
al 5¢ (v/v). Antes de aforar a un litro con el dcido sulfdrico se

adiciona 1 g de L-cisteina.

3) Solucién patrén. (500 mg de mercurio por litro). Disolver 676.7 ng
de cloruro merctrico en deido sulfdrico de concentracién de 50 g/i

y dilufr a un litro con el mismo deido.

4) Solucién patrén dilufda. (500 meg de mercurio por litro). Diluir 1
ml de 1la solucidn patrdn en un 1litro de agua que contenga 9.0 g de
eloruro de godio, 754.5 mg de deido etilendimminotetracetato disé-
dico y 0.1 g de L-cisteina. Esta soclucidn es estable mds o menos 6

moses conservdndola en refrigeracidn.

5) Solucidn esténdar de trabajo. Se prepara de la solucién patrén ha-

ciendo diluciones con agua fria, en el momento de utilizarla.

6) Cloruro de metilmercurio, Preparar algunas diluciones de la solu--

¢ién estdndar de cloruro de metilmercurio en agua.
7) Antiespumante, Tri-n-butilfoefato.
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NOTA: Debido a que el grado de liberacién de mercurio depende de la -

temperatura, todos los reactivoa que se vayan a usar deben eg—-

tar en el momento a temperatura ambiente.

TECNICA:

1} Medir 2.0 ml de sangre y vertirla en sl tubo de reaccién.

2)

4)

5)

6)

7

Agregar 3.0 nl de agua destilada, seguida de una gota de antiespu-

mante.

Adicionar 1.0 ml de borohidruro de godio, inmediatamente tapar el
tubo y agitar vigorosamente durante 2 minutos en un agitador vér--

tex.

Leer el pico de abgorbancia, encendiendo el suministrador de aire.
Cusndo la lectura de absorbancia casi haya llegado a cero, se deja

de suministrar aire.

Quitar la tapa del tubo y adicionar cantidades conocidas de la so-
lucidn de cloruro mercidrico, por medio de una micropipeta Eppen~ -
dorf, de tal manera que se obtenga una lectura de absorbancia i- -

gual a la de la prueba.

Agitar por 30 segundos, purgar la solucién con aire y anotar la al

tura del pico de absorbancia (estdndar).

Quitar el tubc de reaccidn el tapdn y colocarlo sobre otro tubo -
que contenga agua destilada, con el fin de remover todos los vapo-

ros de mercurio del sistema.
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8) Apagar el aire cuando la abgorbancia regrese a cero, o bien, al ni

vel de 1la linea base.

9) Quitar el tapdn y el sistema estard listo para la siguiente mueg--

tra.

10) Para la preparacién de la solueién blanco, se toman 5.0 nl de a-~
gua destilada que contenga 1 gota del antiespumante, adicionar 1.0
ml de borohidruro de sodio, luego purgar con aire.h;sta obtener el
pico de absorbancia del blanco. Finalmente, se calcula la canti--

ded total de mercurio con la férmula siguiente:

CALCULOS:

Mercurio total en sangre = (prueba-bco)/{estdndar-beo)x(ngHg adi

cionado/vol de sangre ml).

Si se tienen muchas muestras para determinar el contenido de mer
curio, entonces es necesario construir una curva de calibracidn, de -
tal manera que los valeores desconocidos del mercurio en las muestras

puedan ser determinados rdpidamente por referencia en esta curva.

Los pardnetros del espectrofotémetros

1) Ldmpara- de mercuric con catodo hueco.
2) Corriente de la ldmpara 3 mA

3) Longitud de onda 253.7 nm.

4) Ancho de la rejille 0.5 nm,

5) flujo de aire 31 minutos.
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5) DETERMINACION AUTOMATLZADA DE MERCURIO EN SANGRE Y ORINA POR ESPEC

TROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA Y VAPOR FRIO.

FUNDAMENTO:

La determinacién de mercurio por el método de espectrofotometria

de abgoreidn atdmica con vapor frio, es un procsso automatizado, donde

gse 1leva a cabo un pretratamiento de la muestra, permitiendo cuantifi-

car el mercurio en sus formas inorgdnicas y orgdnicas en sangre y ori-

na, y con una técnica automatizada.

APARATO:

5)

Esprctrofotdmetro de abgoreidn atdmica Parkin Elmer 403
Registrador Perkin Elmer mode o 56

Ldmpara de mercurio con catodo hueco

Celdas de Corning Eel de 7 mm de didmetro y 100 mm de lengitud, -
con ventanas de cuarzo,

Autoanalizador Technicon II

6) Analizador mdiltiple (fig. 3) Se bombean las musstras y reactivos.

7

Inyector automdtico IT Hook y Tucker A. 40, (pasan las muestras y
lava el analizador miltiple durante 30 y 75 segundos respectivamen
te.

Separador para el vapor/liquido (fig. 4) se hace con material de -

vidrio Quickfit y tubos de pldstico.

a) Tubo de vidrio en dngulo recto de 4 mm de diduetro externo y -
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2 un de didmetro interno (donde se inyecta la muestra),

b) Et Tubo de vidrio c¢on punta, cuyo didmetro interno debe ser 0.8
mm. Las dos piezas se montan en una pieza de polietileno rigido
de 9 mm de didmetro interno y 50 m de longitud (en el tubo de -

vidrio con punta se inyecta nitrégeno).
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' SEPARADOR

ML/min ‘ Vapor/liq,
~ Al condensador
Agua fria 3,90 T
Antiespumante 0.03
Espiral
de Mez=
clado,
10 ml.
NaGh L45% 1.00
CAire 2.50
SnCl21O%-GdCl2 7% 1.00
Aire 2,50
L-ciste{na 1% 2.50 f 2 )
MUESTRA 2.00 N 7
17 ml
1.00
.Espiral de mezclado

) GATADOR
Solueidn de lavado

Fig. 3 Diagrama dsl autoanalizador miltiple da‘mercurio.
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CONDENSADOR
QUICKFIT
10/19

il
mue s‘l;ra-—;.__.ﬁ

nivel
del

CURVA
DE
DESECHO

desgecho

Perclorato de magnesio

agua helada

Fig. 4, Separador de vapor/l{quido.
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REACTIVOS

Todos los reactivos tienen que ser de grado amalitico.
1) Solueibn. de  NaOH al 45%, Dilufr con agua destilada.
2) Solucidn: de  L-cisteina al 1%, en HC1 2 M (sol. de lavado).

3) Solucidn de 8nC1,-CdCl, se preparan en deido clorhidrico 2 M.

2

a) La solucidn de SrCl,. eg al 10%

2

b) la golucidn de CdCl, es al 7%

2

4) Solueidn antiesptmante, Se prepara con 1-octanol al 10% en etanol.

~—

5) Solucién estdndar de mercurio inorgdnico. De una concentracién de
1000 memcl/1. Se prepara disolviando 0.2715 g de clorure mereiriao
en deido sulfirico al 5¢ (v/v). Antes de aforar a un litro con el

deido sulfirico se adiciona 1 g de L-cisteina.

6) Solucidn estdndar. Cloruro de metilmerciirico de una concentracién
de 1000 memol/1. Se prepara disolviendo 0.2511 g de anhidro sdlido
en 100 ml de acetona. E1l volimen final se ajusta a un litro de a—

gua destilada.

Los estdndares de trabajo se preparan en las mismas concentracio

nes que los estdndares de mercurio inorginico.

PREPARACION DE LA MUESTRA:

a) Determinacién de mercurio total en orina
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las muestras de orina o las scluciones estdndares son analizadas
directanente. Una alfcuota de 1 ml se coloca en el recipiente del in-
yector automdtico, La solucidn de SnClg-CdCl2 se usa en el autoanali-

zador mdltiple.

b) Determinacidén de mercurio total en sangre.
Se lleva a cabo un pretratamiento de las muestras de sangre y es

el siguiente:

1) A 1 ml de sangre total se adiciona 1 ml de una solucidn de L-cistef

na al 6% o bien, al estdndar acuoso.
2) Mez;lar
2) A ecada tubo se le adiciona 1 ml de dcido tricloroacética al 4O%
4) Agitar los tubos vigorosamente.
5) Centrifugar durante 5 minutos 2 3000 rpm.

6) El scbrenadante claro, libre de proteinas, se transfiere a los re-

cipientes del inyector autondtico.

7} La solucidn de SnCla-Cd(H2 se utiliza en el analizador miltiple.

¢) Determinacidn de mercuric inorgdnico en sangre.

Las muegtras son tratadas de la misma manera que en la determing
cidn de mercurio total en sangre, por lo tanto, la solucidn de SnGlQ-
CdCl, del autoanalizador miltiple se sustituye por una solucién de -

Sn012 al 10%.
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d) Cédleulo de mercurio inorgdnico,

El contenido de mercurio orgdnico en sangre, se calcula restando

el valor del mercurio inorgdnico del valor total de mercurio,

Hg orgdnico en sangre = mercurio inorgdnico - mercurio total.

TECNICA

1)

2)

3

L)

En este método lag reacciones se llevan a cabo en el flujo conti--

nuo del analizador mdiltiple.

En la reaceidn final donde los iones de mercurio son reducidos s -
mercurio, occurre en mezola fria, De aqui la corriente es bombeada
en el separador especial de vapor/liquido donde la muestra se nebu

liza con un flujo de nitrégeno de 1 1/min,

Se deja reposar para lograr la difusidn completa de mercurio de la
fase liquida a la fase de vapor. FEl excesc de fluido es dejado =
perder a loa desechos directamente a una trampa de desaglie, y el -
vapor se transporta por el nitrdgeno hasta el condensador. Alimen-
tado con agua y hielo, el mejoramiento de agus en el condensador -

de vapor deja descender el desecho.

El vapor de mercurio seco pasa a través de una matrdz de bola que

contiene alrededor de 5 g de perclorato de magnesio que funciona -
como desecador, En conclugién, cunlquier exceso de vapor de agua -
en ¢l matrdz es importante, porque amortigua lés pulsaciones de la

aceidn capacitors en el flujo del vapor, antes de que este pase a
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la celda de andlisis. Después continua la absorcién atémica y con-
trolando la sefial en la grafica de registro aumentados y disminui-

dos.

La sefinl es amplificada por medic de un control de expansién de
la escala, ambos conectados al instrumento de absorcibn atémica y el

registrador.

Se construye una curva, donde se grafica concentracién contra la
altura de los picos, después las concentraciones desconocidas de las

nuestras, leer directamente en la curva,.
GOMENTARIO ACERCA DE LOS METODOS

En el primer método, le prueba de Reingch puede ser un método im
portante en especimenes concentrados, pero si ya se conoce la presen—
cia de mercurio, esta prueba puede ser eliminada. La ventaja es de -

ger sensible. y especifico.

En el método por titulacidn con ditizona eﬁ orina, es una técni-
-ca sencilla, ficil de realizar, sin la necesidad de aparatos costosos,
lo cual es econdmico, y con poca experiencia de parte del quimice, se
puede determinar mercurio en orina, Este método no.es muy sensible -
como el método de absorcidn atdnica, tampoco se puede distinguir las

formas del mercurio.

En el método colorimétrico las ventajas que se presentan es el
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. ) ’ .
tiempo, donde se pueden elaborar varias muestras simultaneamente, sin

embargo, puede haber errores por manipulacidn y pérdide de la muestra.

En el métcdo por espectrofotometria de absoreidn atémica, utili-
zando borohidruro de sodio como reductor las ventajas qua se presen--
tan son de que es un métedo muy sensible, rdpido, ya que la muestra -
no requiere de pretratamiento, ademds, el reactivo de borohidrurc de
sodio puede obtenerse comercialmente, libre de impureszas metdlicas y
por este método también pueden hacerse otras determiraciones bioldgi-
cas como en el cabello y en el pescado. Sin embargo, se debe cuidar
la presencia de dcidos en los estdndares, porque pueds haber una des-
composicidn del agente reductor y producir hidrégeno, el cual presen-~

ta un peligro.
El método automatizado para la determinacidén de mercurio, es uns

prueba rdpida y simple, es sumamente sensible y exacto, aunque el mé

todo es complicado en su manejo.

III. b ARSENICO
1. METODO DE REINSCH

FUNDAMENTO:

El método de Reinsch para la determinacidén de arsénico observa -

que algunog metales pesados inecluyendo al argénico, son depositados -
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en un alambre de cobre, y durante el calentamiento con deido elorhi--

drico diluido aparece un color negro.

REACTIVOS:

1)

2)

8)

9)

Alambre de cobre de calibre # 20. Se enrolla el alambre alrededor
de un tubo de vidrio, se hace un espiral aproximadamente 1/4 de pul

gada de didmetro y 3/8 de pulgada de largo.
Acido nftrico al 20% (v/v).
Zine, libre de arsénico,

Cloruroc estanoso.

a) Disolver 20 g de cloruro sstafioso en dcido clorhidrio al 2%
Acido sulfirico al 10% (v/v).
Acetato de plomo. Solueidn saturada

Papel con bromuro de mercurio.
a) Remojar el papel filtro Whatman # 40 en solucién de bromuro mer
edrico al 5% hecho en 95% de alechol etilico por 2 minutos. De-

jar secar.
Acido elorhidrico al 10% (v/v).

Solucién patrdn de arsénico,
a) Disolver 1.32 de éxido arsenioso y b g de grdnulos de hidrdéxido
de sodio en 20 ml de agus a un litro, en un matrdz volumétrico.

Cuendo el éxido ha sido disuelto, diluir a 200 ml con agua y ne
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utralizar con fenoftaleina y con deido ¢lorhidrico concentrado, en--
tonces dilufr a un litro. Esta solucién contiene 1 mg/ml de arsénico,

Es estable en el refrigerador,

PROCEDIMIENTO;

1) Poner 20 ml de orina en un matraz Erlemmeyer de 50 ml, agregar 4 -

nl de dcido clorhidrico concentrado,

2) Introducir un espiral de cobre y calentar poco a poco por una hora

en bario maria.

3) Mantener el volumen constante afiadiendo deido elorhfdrico al 10% -
durante el periodo de calentamiento, Es necesario correr un blan-
co de orina normal y estdndares hechos por la adicidn de 25 y 50 -
meg de arsénico, de una alicuota de 20 ml de la orina normal. Eg--
tas cantidades se obtienen adicionando 0.5 y 1.0 ml o0 0.25 y 0.50

nl.de una dilucidén 1; 10 de la solucidn patrén,

4) pespuds de una hora, remover el espiral, lavar dirsctamente con a-

gua y secar con papel filtro,

5) Una coloracién negra indica la presencia de arsénico.

[=aN
~—

Las manchas en el cobre se comparan con lag que producen los estdn

dares,

7) Se debe llevar a cabo la prueba confirmetoria en caso de no haber

cambio de ocolor,
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PRUEBA CONFIRMATORIA
1) lavar el espiral otra vez con agua.

2) Golocar el espiral de cobre en un matraz o botella que contenga de

5 a 10 g de zine.

3) Adicionar unas gotas de la solucidn de cloruro estalioso y 15 ml de

deido sulfirico al 10%.

4) Inmediatamente colocar el tapdn en la parte superior del aparato -

con el papel impregnado de bromuro mercirico. (Aparato de Gubzeit).

5) La generacidn de hidrdgeno, arsina, decido sulfhidrico y antimonio

se atrapa en el algoddn impregnado de acetato de plomo.

6) Cuando hay arsénico o antimonio, el papel con bromuro mercirico --
cambia de amarillo a café dependiendo de la concentracidn del me—-

tal presente.

7) En el disco coloreado o la tira que se expone a los vapores de dei
do clorhidrico se observan los colores, si el metal ss antimonio -

el color desaparsce, mientras qus ei es arsénico el color persiste.
2. METODO DE GUTZEIT

FUNDAMENTO;

Se requiere de una previa digestidn del material biolégico. Una
alicuota del digerido se coloca en un generador de hidrégeno, donde -

el arsénico es transformado en arsina (ASH3)’ el cual se pnoa a tra--
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vés de un papel filtro impregnado con bromuro mercfirico. Si se obser-
va una coloracidn que va de amarillo a café, musstra la formacidn de

AsHgy y As(HgBr)B, lo cual indica la presencia de arsénico.
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APARATO DE GUTZEIT

Un matraz unido mediante un tapén a un tubo, en cuyo centro se -
coloca un algoddn impregnado de acetato de plomo, Otro tapén une el -
extremo superior del tubo a otro tubo de vidrio, alrededor del cual -

se coloca una tira de papel filtro con bromuro de mercurio.

Papel con bromuro mercir::o

Algodén impregnado de acetato
de plomo,

Fig. 5 Aparato de Gutzeit.
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REACTIVOSs
Loa regctivos para la digestiSH de la musstra son los siguientes:
1) Acido nitrico concentrado, Crado analitico.
2) Acido sulfirico concentrado, Grade snalitico,
3) Acido percldrico al 70%., Grado analitico.
4) Bisulfito de sodio granular. Grado reactivo.
5) Solusidn de clorure estanose, Disolver 40 g. en agus destilada,

6) Acido sulfidrico al 10%. Adicionar 10 ml de deido sulfirico concen-
trado, cuidadcsamente agregar 70 ml, de agua destilada, enfriar y

llevar & 100 ml.

7) Lana de vidrio seca. Impregnada con acetato de plomo, saturando =
el tapdn de la lana de vidrio, llenar suficiente abajo de 2/3 del
volumen en el aparato de Gutzeit por inversidn en una solucién de
acetato de plomo {aproximadamente 50 g en 100 ml de agua). Enton--

ces geparar en una estufa de secado, airear y despuds insertar en

la columna,

8) Solucién de sulfato clprico, Disolver 10 g de sulfato clprico crig

talino en agua destilada. Llevar a 100 ml,
9} Grénulos de zinc, libre de arsénico. Grado analftico,

10) Solucidn de bromuro metanol mercidrico. Disolver 5 g de bromure -
mercirico en matanol absoluto y diluir a 100 ml. Proteger de 1la -

luz,
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11) Tira de papel filtro impregnada con bromuro mercirico, Sumergir

el papel Whatman # 1 6 # 4, de 12,5 & 15 n. en la solucidén de bro
muro merctirico por 5 minutos. Entonces separar con unas pinzas, sg
car y cortar la tira desde el centro de la hoja. Adaptar al peque
fio tubo del aparato, cuya salida es una cola hacia afuera que estd
en la parte alta facilitando la separacién. Evitar tocar la tira -

con la mano,

PRCCEDIMIENTO PARA LA DIGESTION

1)

2)

3)

6)

7

Poner 100 ml de orina o 20 ml de sangre en un matraz de Kjeldahl —-

(matraz para digestién).

Agregar 10 ml de deido nftrico a la orina o 20 ml del migmo deido a
la sangre.
Adicionar 5 ml de dcido sulfdrico y algunas perlas de vidrio.

Se calienta en una pequefia flama el matraz reduciendo el volumen, -

hasta que se observe signos de oscurecimiento,

Para prevenir que se queme la solucién, remover en la flama y adi--
cionar gota a gota de la mezcla de decido perclérico y deido nitrico
con un volumen 2 : 1, Repetir la operacidn hasta que la solucién -

eaté clara.

Suspender el tratamiento cuando el color de la solucidn obtenida ~-
cambie de amarillo palido a incoloro; no debe oscurecerss con el ca

lentaniento.,

Continuar el calentamiento para eliminar los vapores de los dcidos
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nitrico y sulfiirico.
8) Enfriar a temperatira aubiente.

9) Adiciocnar 5 ml de agua y transferir cuantitativamente a un matraz

Erlenmeyst con pequefias porciones de agua destilada.
10) Agregar 100 mg de bisulfito de sodio.

11) Calentar mds o menos 5 minutos hasta que aparezcan vapores blan--

cos,

' 12) Enfriar y transferir cuantitativamente a una probeta de 50 nl con

agua destilada,

13) Agregar 3 gotas de la solucidn de cloruro estanoso y dilufr a 50

ml,

1%) Preparar un blanco de reactivos adicionando 200 mg de bisulfito de
sodio al 10% al matraz. Calentar hasta la aparicién de humos blan-
cos, enfriar y adicionar 6 gotas de la solucidn de cloruro estailo-

.80, Diluir a 100 ml con agua.

METODO DE GUIZEIT

1) Poner la lana de vidrio impregnado con acetato de plomo en la colun
ng como se describe en la fig. 5, y una tira de papel filtro impreg

nado con bromuro merciirico en el tubo superior.

2) Preparar los estindares de trabajo por dilucién de 1 ml de la solu-

¢ién patrdén a 200 ml con agus destilada. Esta solucidn contiene 5 -
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4)

5)

6)

7)

9)

meg de arsénico per ml.

En una botella o matraz de Gutzeit poner 20 ml de la muestra dige-
rida.
En otras tres botellas o matracds poner 20 ml del blanco:

a) A la primera botella,adicionar 1 ul del estdndar de trabajo (5
meg de arsénico).

b) A la segunda botella, agregsr 2 ml del estdndar (10 mcg de arsé
nico).

¢) La tercera botella, va a servir como blanco.

A cada una de las botellas:
a) Agregar 1 ml de la solucién de sulfato de cobre.

b) 5 g de zine libre de arsénico.

Tapar inmediatamente.

Poner la columna en un recipiente con agus a 25°C por 45 minutos,
Al terminar el tiempo se examina la tira de papel filtro.

Si hay presencia de arsénico, se observard en la parte inferior de
la tira un color que va de naranja a café, dependiendo de la con--

centracidn del elemento.

10) La cantidad en la muestra (alfcuota) puede ser estinada per compa

racién de 1la tira de la botells de la muestra con la botella del

estdndar.
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CAICULOS

Ia cantidad de arsénico de la muestra problema puede ser estimada
con la comparzcidn de coloraciones entre el papel filtro impregnado de
bromuro mercirico y la solucidn estdndar, Por ejemplo: de 50 ml, de o-
rina que quedaron al fimal de la digestién de 100 ml. se toma una mues
tra de 20 ml para el aparato de Gutzeit. El color amarillo correspondg

r4 a 30 meg de arsénico segln el estdndar. Los cdleulos serdn:

50
30 ¥—— = 63 meg/100 ml o 0.63 mg/1 de orina
20

VALORES DE REFERENCIA:

Sangre 6 - 20 meg/100 ml

Orina 0.1 mg/1

3. METCDO DE MARSH-BERZELIUS

FUNDAMENTO:

En este método la arsina se forma igual que la prueba de Gutzeit,
pero el arsénico es obtenido en estado metdlico y requiere de uns prue
ba confimativa. El arsénico en forma de araina se deposita como una -

s * . e I
mancha obgcura sobre sl crisol, En la medificaciodn hechs por Berzelius
a la prueba de Marsh, la descomposicién del arsénico se realiza por ca
lentamisento en un tubo; a través de este pasan gases, y el metal libre

se deposita en un espejo en la pared interior del tubo. En esta forma

117



el arsénico se identifice mediante pruebas quimicas. La deteminacidn
puede hacerse cuantitativamente por adicidn de cantidades conocidas -
de arsénico al matraz del aparato para mds tarde comparar los espe jos

formados con los de los estdndares.

APARATO

Un generador convencional puede hacerse de la siguiente manera:
Un matraz Erlenmeyer con un tapén de dos horadaciones. El matraz ee -
envuelve con una toalla y se coloca en un bafio de agus fria porque la

reaccidn es violenta.

En el tapén se coloca un embudo con llave en la parte media o en
la superior, y un tubo de vidrio en dngulo recto, que se conecta a un
tubo de sgecado con ¢loruro de calcio. Este tubo ge une a uno Pyrex -
{(de 10 a 12 pulgadas de largo y 7 mm de diametro interno), con ambos
extremos estrangulados hasta 1 6 2 nm de didmetro y de 2 a 4 pulgadas
de largo. Alrededor de este tubo se enrolla un alambre. Este tubo de-
be unirse a otro Pyrex de las mismas caracteristicas, y en la juntura
se coloca un rodillo envuelto en papel filtro humedecido con agua, El
extremo libre del segundo tubo Pyrex se embona a otro tubo de vidrio
en dngulo recto, el cual debe sumergirse en una probeta graduada, lle
na de agua. Finalmente, se pone un mechero para calentar el Pyrex con
alambrs, y un gotero continuo de agua sobre el rodillo envuelto en pa

pel filtro,

En la conexién entre el tubo de secado y el primer tubo Pyrex se

introduce una torunde de algodén. A continuacidn, en la figura 6 ss -
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pregenta el aparato de Marsh-Berzelius.

Fig, 6 Aparato simple de Marsh-Berzelius

REACTIVOS
1) Zinc, libre de arsénico (como en la pruebs de Gutzeit).
2) Acido sulfirico sl 10% (libre de arsénico.

3) Cristales de sulfato cdprico o en golucién (como en el procedimien

to de Gutzeit.

PROCEDIMIENTO

1) Se’colocan de 20 a 30 g de zine y algunos cristales de sulfato cd-

prico hidratado en el matraz generador y se tapa bien.
2) Agregar 20 ml de dcido sulfiirico de 10 a 15% (cubrir completamsnte
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el zine con el objeto de generar hidrégeno).
3) Dejar en reposo el matraz durante 15 minutos,

L) Regular la corriente por enfriamiento del matraz generader con el

agua necesaria. Al final del tubo de combustidn, se extiende bsajo

el agua, abasteciendo el contador de burbujas, impidiendo que se
forme aire inconveniente para el generador y pudiendo ¢ausar una -

explosidn.

5) Con un mechero se calienta la manga de gasa de alambre hasta que

eaté roja, cuidando que el rollo de papel se remoje con el agua

ALl
iria.

6) Pasar con cuidado la solucién caliente, introduciendo lentamente
un volumen conocido de la muestra digerida directamente al embudo.
Esta solucién debe ser previamente ajustada que contenga de un 10%

a un 15% de deido sulfdrico por volumen.

Después de las adiciones, dejar en reposo (para generacidn del gas)

~—

7

durante 45 minutos.

8) 8i la muestra tiene arsénico se forma un espefo en el extremo del
extrangulamiento,

PRUEBA SOBRE EL ESPEJO DE MARSH

Si se obtiene un resultado positivo, la determinacién puede ser
repetida hasta formarse varios espejos, Cortar los tubos capilares -

fuera del didmetro de los tubos de combustién con una lima filoga. Se
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1leva a cabo la siguiente prueba.

1) Vaciar dentro de uno de los capilares, una solucibn de hipoclorito

2)

de sodio o caleio. §i el depésito se solubiliza, entonces el resi

duo es arsdnico, y si el depdsito no solubiliza, se trata de anti

monio.

Verter en otro de los tubos capilares deido nitrico concentrado. -

Los depdsitos de arsénico o antimonio se disuelven inmediatamente.

Poner algunas gotas de esta solucidn en varios portaobjetos o en -

una placa de porcelana y dejar secar:

8)

b)

e)

d)

Se adicionan unas gotas de una solucién de deido sulfhidrico en
1a mancha. $i estd presente el arsénico se forma una coloracidn

amarilla, csusada por el A5283 (sulfuroc arsenioso).

En otro de los residuos pe adiciona una solucién de molibdato -
de amonio, El argénico origina un precipitado amarillo, mien- -

tras que el antimonio no presenta ninguna reaccién.

La prueba de Bettendorf: Se prepara una solucién saturada de -~
cloruro estafioso en deido clorhidrico concentrado (mililitros).
Se adiciona una gota de esta solucién en otro de los residuos -
donde se origina una coloracidn negra, de la cual es responsa--

ble el arsénico,

A otro de los residuos se le adicions una gota de solucién acup
sa de nitrato de plata, Observar una coloracién roja s causa de

la formacidn de Ag3Asou (arseniato de plata).
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4, DETERMINACION DE ARSENICO EN ORINA CROMATOGRAFIA DE INTERCAM-
BIO IONICO Y ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA.
FUNDAMENTO:

Se lleva a cabo una separacidn de arsénico inorgdnico de los com
pusstos orgdnicog, como lo pon el dcido monometil arsénico y el deido
dimetilarsénico presentes en la orina, llevandose a cabo por cromato-
grafia de intercambio idnico con resina Ag 50 W-¥8. Se determins el
arsénico directamente en la fraccién eluida, Después se lleva = cabo
1a determinacidn de los compuestos orginicos por espectrofotometria -
de absorcién atdmica.

APARATO

1) Una columna de vidrio de 100 mm X 9 mm(de didmetro interno),
2) Bafio termostdtico de secado.

3) Espectrofotbmetro de absorcidn atémica modelo 5000,

4) Uns ldmpara de HCL Perkin Elmer econ arsénico.

5) Accesorios para la determinacidén de los hidruros voldtiles de Peyr-

kin Elmer MHS-1.

6) Tubo para la muestra de polietileno de 10 a 20 ml,

REACTIVOS

Todos los reactivos deben ser de grado analitico:
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1) Solucidn de deido clorhfdrico 6N y SN.
2) Solucién de hidréxido de scdic 0.1N y 0.6N.

3) Solueidn de hidréxido de amonioc al 5% (v/v). 5 ml de NH, OH concen-

trado en 100 ml de agua.
4} Bolucién de hidréxido de amonio al 20%

5) Solucidn de borchidruro de sodio al 104 (p/v), en hidréxido de so-
dio 0.6N. La solucidn obtenida se filtra y se conserva en botella

oscura,

6) Tapén con acetato/dcido acético con pH de 4.

7) Solucidn de permanganato de potasio al 6% (p/v).
8) Antiespumante DB 110 A al 1% (v/v),

9) Resina AG SOW-X8.

10) Solucién estdndar de arsénico (As III), 1 mg/ml As. A3C13 (1mg/

ml As).

11) Solucién estdndar para arsénico V. 0116 g de Na,HAsO,. TH,0 en

100 ml de hidréxido de sodic 0.1N,

12) Solucidn estdndar para el deido monometilarsénico, 0.389 g de -

CH3480(ONa ) 5. 6H,0, se diluyen en 100 ml de agua.

13) Solueidn estdndar para el dcido dimetilarsénico. 0,18% g de .

(CH3)2As02H en 100 ml do agua.
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CONSERVACION DE LA MUESTRA

La muestra de orina ss recolecta en recipientes de polietileno
de 100 ml y cuando no ge efectia la separacidn cromatogrifica de ar-
génico,es posible conservarla, tomando una alfcuota de 2 ml por lar-
go tiempo en congelacién a temperatura de -20°C. En estas condicio-

nes, no es necesario agregar conservadores.

I) SEPARACION CROMATOGRAFICA DE CCMPUESTOS DE ARSENICO

a) Preparacién de la resina. Es necesario purificar la resina AG
50W-X8 antes de su uso, con agua deionizada. Se repite la operacién

hasta que el liquido salga incoloro.

También puede lavarse con hidréxido de amonio al 20%, hasta neu
tralizar el pH. Se condicicna la resina en HC1 6N (so necesita un vo
lumen triple con respecto a la resina) por 30 minutos, agitar la mez

cla poco a poco, y se lava de nusvo la resina hasta pH neutro.

La columna de separacidn cromatogrifica en forma de H, se relle
na con 4 g de resina ya purificada, en sugpensién acuosa, y se condi
ciona haciendo un precolado, segin seflale el instructivo de la resi-
na, adicionando 10 ml de HC1 O.5N, con el objeto de que la resina no

quede seca.

b) Tratamiento de la musstra. La muestra de orina se acidifica
con 40 mcl de HCL al 37% por cada ml de orina, antes del andlisie, -

Pipetear en la columna 2 ml de orina acidificada, eluir enseguida co
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mo lo indica el siguiente esquema

FRACCION ELUIDA TIPO DE ELUYENTE ml DE ELUYENTE CQMPUESTO DE

c)

|

F3
P

As ELUIDO
™ HC1l 0.5N 5 As inorgdnico
F2 H 0 7 Ac. MMA
F3 NH, OH a1 5% 10 AsF
i NH, OH al 20% 1 " DMA, AsF

Antes del andlisis en absorcién atémica se corrige el pH y el voli

men de los eluidos como sigue:

Llevar un volumen a 10 ml con HC1 O.5N

Agreger 420 ncl de HC1 concentrado y llevar al volimen de 10 ml
con agua.

Calcinar para determinar AsF.

Llevar a sequedad a 9000, recoger el resgiduo con 10 ml con el ~

tapén de acetato, o bien calcinar para determinar AsF + DMA.

Para valorar el contenido de arsénico de los reactivos (blanco),

se analiza las eluciones obtenidas segiln las siguientes indicaciones,

de una columna no cargada con orina,

ANALISIS DE LA FRACCION EN ESPECTROFOTCMETRIA DE ABSCRCION ATOMICA:

AA CONECTADO
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mA 18
Pico 193.7
t{aeg) 21.0

Cas de transporte nitrégeno.
CURVA DE CALIBRACION

Las soluciones estdndares de As ITI, Mda y DMMa‘ (500 ng/ml As),-
se preparan al momento del andlisis: 50 mcl de la solucién correspon-
diente de 1 mg/ml se diluyen en 100 ml de agua. De los estdndares pa-
ra la curva de ealibracidn vienen a prepararse directamente en el ma-
traz de reaccidn del MHS-1, agregando al diluyente 25 mcl (81=12.5 ng
de arsénico) o 50 mel (S2 = 25 ng de arsénico) de la solucidn estdn--

dar de 500 ng/ml de arsénico, sepin el esquema siguiente:

ELUIDO ESTANDAR DILUYENTE ml DEL DILUYENTE KMDOu ANTIESPU

. mcl MANTE
| As (III) HCY 0.5N 10 50 200
T2 MMA HC1 0.5N 10 50 200
Fu4 DMA Tapdn de acetato 10 - 500
ANALISIS

En el matraz de reaccidn, pipetear una licuota del elufdo, tal -
que la absorbancia no sea superior de 52, llevar a un volumen de 10 -

ml con HC1 0.5 ¥ o el tapén de acetato seglin la fraccién eromatogrdfi
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ca que se estd analizando, agregar permanganato de potasio y antisspu

. . .z
mante segin el esquema anterior para la curva de calibracidn,

CALCULOS

Restar la absgorbancia de la musestra con la absorbancia de la ali
cuota equivalente del correspondiente eluido el "blanco”. De la curva
de calibracidén ge determina en ng de arsénico presente en le volumen

del eluido extraido,

La concentracidn de arsénico de la muestra de orina se calcula -

como sigue:

.As (meg/1) = NX1joxi =X

DONDE

V = m) del eluido extraido para el andlisis
N = ng de argénico en V

10= ml totales del eluido

2= ml de la orina anelizada

103 = meg/ng

10 = 1/ml

Para la determinacién de arsénico total, se lleva a cabo la deg-
composicidn en seco con dxido de magnesio y nitrato de magnssio, modi

ficando el volimen de orina, la cantidad de sal de mugnesio adiciona
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la temperatura de caleinaeidn (66000), y el tiempo (30’) que vaya a

permanecer la muestra.
VALORES DE REFERENCIA:

6 - 20 mcg/100 ml
COMENTARIOS ACERCA DE LOS METODOS

Loa tres primeros métodos son importantes para determinar la -

presencia de araénico.

La prueba de Reinsch puede ser importante para egpecimenes con-
centrados y la cantidad detectable de arsénico es de 0,02 mg, sin em-
bargo, si se mabe de la presencia de arsénice la prueba de Reinach de

be ser eliminado, por ser un métedo cualitativo.

La prueba mds sensible es la de Gutzeit, pero no es tan especifi

ca como la de Marsh-Berzelius.
Pero si ya se ha confirmado la presencia de arsénico, es necesa

rio cuantificarlo por el método de espectrofotometria de absorcidn -

atdmica,
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III.5 COBRE

1) DETERMINACION DE COBRE EN SUERO PCR ESPECTROFOTCHETRIA.
FUNDAMENTO:

En este metodo la determinacién total de cobre en suero, se em--
plea la oxalildihidrazida. El suerc es tratado con una solucién de -
oxalildihidrazida en deido c¢lorhidrico, con la cual se extrze el co--
bre de su combimacién con las proteinas del plasma. Después se prepa
lra ung golucidn de deido triclorcacético. Se adiciona una alfcuota de
esta solucidn, ademds de hidréxido de amonio’y acetaldehido, produci-
endoge un intenso color lavanda, que ss lefdo a 542 m,, y& que es el

ndxino de absorcién del complejo colorido.

REACTIVOS

1) Oxalildihidrazida. Disolver 146 g de oxalato de dietflico en 770 -
ml de etanol absoluto, Digolver también 59 g de hidrato de hidrazina

en 295 ml de etancl absoluto y mezclar las dos soluciones. En menos -
de una hora se forma un precipitado, que va de amarillo a blanco. Es-
te se recristaliza una séla vez, empleando agua hirviendo. La oxalil-

dihidrazida puede obtenerse comercislmente.
2) Aeido clorhidrico 2N. Conteniendo oxalildihidrazida 0.10%.

3) Acido tricloroacético. (Concentrado p,s. 0.90) 20% 1libre de sulfa-

to y fierro. De alta pureza.
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4) Hidréxido de emonio. Concentrado p.e. 0,90

5) Solueidn acuosa de acetaldehido 50% (v/v). Preparar este reactivo
con una perte de agua fria y una parte de acetaldehido frio, y -

guardar en refrigeracidn,
6) Etilenedinitrilo, Sal sddica del deido tetra-acético. EDTA.
7) Cristales de dcido citrico,

8) Solucién estdndar de cobre, 1.0 mg de ccbre por ml. Disolver - -
0.3928 g de sulfato cidprico, pentahidratado (CuSOh. SHQO) en agun
y diluir a 100 ml., Los estindares de travajo se preparan diaria-
mente por dilucién del estdrdar inicial. Por rutina un estdndar -

contiene 200 meg por 100 ml y asi se diluye 1: 500 con agua.

PROCEDIMIENTO:

1) En un tubo de prueba de 13 X 100 mm, adicionar 1 ml de suero o -
plasma heparinizade, 0,70 ml de decido eclorhidrico 2 H, mezclar y de-

jar reposar durante 10 minutos.

2) Adicionar 1.0 ml de dcido tricloroacético, mezclar bien con un agi
tador de vidrio, tapar el tubo con papel parafilm, dejar reposar 5 mi
nutos y centrifugar rdpidamente por 15 minutos. Ademds, agregar a 2 -
tubos de agus para el blanco, un tubo para el estdndzr (2.0 mcg. de -

cobre por ml).

3) En un tubo se afiade un poco de crigtales de dcido citrico, y hzcer
una solucién transparente, pipetear 2,0 ml a cade blanco, al estdndar

y & la muestra problema, agitar y disolver los cristales.
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L) A uno de los tubos del blanco adiciomar un poco de EDTA, al otro -

no,

5) Adicionar a todos los tubos 0.5 ml de hidréxido de amonio y 0.50 -
nl de la solucidn de acetaldehido. Dejar reposar 30 minutos a tem-
peratura smbiente, lusgo determinar las absorbancias a 542 mﬁ con-
tra el blanco que contiene EDTA. El color es estable por algunas -

horas.
CAICULCS

(Absorbancia del problema) - (Abscrbancia del blanco) 7200 = neg.Cu/100

(Abgorbancia del ostdndar) - {Abszorbancia del blanco nl de ste-

ro.

VALORES DE REFERENCIA:

70 - 150 mecg/100 ml

2, DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRIA DE COBRE EN PLASMA CON

4~ (2-QUINOLILAZQ) FENOL.

FUNDAMENT O

En la determiracién espectrofotométrica de ecobre, se emplea cu-
proina (2,2’-biquinolyl) y sus anilogos. En este método se requiers
del usc de 4-(2-quinolilazo) fenol, compuesto azcheterociclico seco

como un reactivo gensible o selectivo para la determinacidn de cobra,
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Los reactivos forman un complejo amarillo verdoso (mdximo de absor- -
cidn 440 nm) entre un rango de pH 2.9-4.0 y en un medio que contiene

40% de etanol. El complejo es estable durante nds de 24 horas. Bajo -
estas condiciones no existe interferencis de otros iones metdlicos -
por lo que el cobre se determina selectivamente. Bl método también se
emplea para la determinacién de cobre en sangre obteniéndose resulta-

dos favorables.

APARATO:

1) Espectrofotémetro Unicam SP 600
2) Celdas de vidrio de 10 mm,

3) Potenciémetro Beckman Expansomatic §8-2 (para ajustes de pH).

REAGCTIVOS:
Todos Los reactivos que se usen tendrin que ser de grado quinmico.

1) Solueibn 4-(2-quinolilazo) fenol. Se prepara disolvierdo 0.249 g -

en un litro de etanol. La solucidén es estable durante varios dfas,

2) Solucidn de cobre (II). Se prepara una golucién patrén de cobre -
(II) de concentracidn 2X10—2M. Se disuelve una cantided de sulfato
de cobre pentahidratado en agua, y se estandariza (o valora) com--
plejométricamente con EDTA, usando 1-(2-piridilazo)-naftol como in

dicador. La solucidn patrén puede diluirse si se requiere.

3) Acido ascdrbico. Se prepara una solucidn al 2% y se guarda en un -

frasco dmbar. Epta solueidn se prepara antes de usarse.
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4) Acido tricloroacético al 20%

TECNICA:

1) A una cierta cantidad de muestra que contenga entre 1.1 a 11.l meg

de cobre, se le adiciona 2 ml de la solucién de dcido ascdrbico,

2) Se deja reposar la mezela durante 5 minutos, después ge agrega 1 -

nl de la solucidn de 4-(2-quinolilaze) fenol.

3) Se ajusta el pH alrededor del 3.3 con una solueidn diluida de hi--
dréxido de sodio o deido elorhidrico y diluir a 10 ml con agua b'i_q

destilada manteniendo la concentracidn del etanol al 40% (v/v).

4) Tomar la lectura de abgorbancia de la solucién a 440 nm usando una

solucién blanco preparada bajo las mismas condiciones.

5) La cantidad de cobre en la muestra, se determina con una curva es-
tdndar de calibracidn preparada con cantidades conocidas de cobre
y eon el procedimiente anterior.

Determinacién de cobre en plasma:

1) Pipetear cuidadosamente 0.5 ml de plasma en un tubo 13X100 mm.

2) Adiciopar 2 ml de la solucién de deido ascérbico.

3) Dejar reposar 10 minutos.

4) Adicionar 0.5 ml de deide tricloacdtico, mezclar, tapar el tubo y

centrifugar hasta que el sobrenadante sea claro.
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5) Tomar una alicuota de 1 ml del sobrenadante y vertirlo a un matraz

de 10 ml.
6) Adicionar 1 ml de la solucién Y-{2-guinclilazo).

7) Ajustar el pH & 3.3 con una solucidn diluida de hidréxido de sodio
¥ llevarlo a un volumen de 10 ml cuidando que la concentracién de

etanol se mantenga al 40%.

8) Medir la absorbancis de la solucidén a 44O mn, utilizando una blan-

co preparado en las mismas condiciones.

9) Caleular la cantidad de cobre en la curva de calibracién,

VALORES DE REFERENGCIA:

80 - 180 meg/100 ml

3. DETERMINAGION DE COBRE POR ABSORCION ATOMICA CON ATOMIZADOR
DE GRAFITO.

FUNDAMENTO:

Se ha logrado aleanzar con espectrofotometria de absoreidn atémi
ca, una deterninaeidn rdpide de rastros metdlicos, ya ses en muestras
s6lidas o secas, usando un atomizador de grafitc. En este téenica no
ge requiere manipulacidén en la muestra, por lo tanto, le determinas -

cidn de cobre se lleva a cabo directamente.
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APARATO:

1) E1 Bspectrofotémetro de absoreidn atémica,

2) Atomizador de grafito HGA 70

3) Ldmpara de arco de deuteriro

4) Gas puro de nitrdgeno.

TENNICA:

1) la sangre o susro ge diluye con agua deionizada 1: 10

2) De la muastra ya diluida. se toman 20 mel con una pipeta Eppendorf,

se introduse directamente al horno de grafito.

Para obtener loa velores de las concentraciones de las muestras,
se corren soluciones estdndares de concentraciones conceidas, asi se »
elabora una curva de calibracidén con la altura del pico en mm contra
la concentracién de los estdndares, donde se pueden calcular las con

centraciones de las muestras por interpolaciédn.
VALORES DE REFERENCIA:

120 - 140 meg/100 ml.
COMENTARIO ACERCA DE LOS METODGCS

El método espectrofotondtrico con el uso de la oxalildihidrazi-

da es un método bastante ficil y sensible, y se puede llevar a cabo
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una miorotécnica, reduciéndose el volumen de la muestra y reactivos,-
en las determinacicnes ya sen macrotécnieas o microtécnicas gse obtie-

nen resultados idénticos.

En ol método donde se utiliza el reactivo 4-(2-quinonilazo) fe--
nol, es una técnica sencilla y sensible y pueds realizarse aunque ha-
ya presencia de otros iones sin haber interferencias, otra ventaja -
del método es que no es necesario realizar una extraccidn, ademds de
qus el desarrollo de color es inatuntdneo y el complejo que se forma

as altamente establs,

En espectrofotometria de absorcidn atémica con uso de un atomiza
dor de grafito tiene varias v‘entajas,una de ellas es la pequefla canti
dad de muestra que se requiere ym sea de sangre o suero, no requiere
nanipulaciones de large tiempo y por lo cual gse evitan riesgos de con
taminacidn, tembién la instrumentacién analftica es disponible comer-
cialmente y no requiere de costosas modificaciones de los instrumen~-
tos. Otra ventaja importante,es la sengibilidad del método para la -

determinacién de cobre.

IIT.6 CADMIO

1. DETERMINACION DE CADMIO EN SANCRE Y ORINA POR ESPECTROFOTOME-
TRIA DE ABSCRCION ATCMICA CON EL USO DEL HORNO DE GRAFITO.

FUNDAMENTO:

Por este método de espectrofotometris de absorcién atémica con -
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horno de grafito, se puede llevar a cabo la determinacién de cadmio

ya sea en sangre o en orina, con una previa digeatién del material

biolégico.

APARATO

1) Espactofotdémetro de absorcidn atémica modelo 403
2) Lémpara de arco de deuterio
3) Horno de grafito HGA 2000

4) Registrador

REACTIVOS

1) Acido nftrico concentrado
2) Agua oxigenada al 30%
3) Solucién patrén de cadmio. Se prepara una solucién de 1000 mg/1 de

cadmio en deido nitrico dilufde (10 ml/1)

TECNICA

1) En un tubo para digestién se agrega 0.5 ml de sangre 6 1.0 ml, de
Orinac
2) Agregar 1 ml de dcido nitrico concentrado a la musstra de gsangre -

6 0.2 ml a la muestra de orina,

3) Se coloca el tubo en una parrilla, a una tempsratura baja (abajo -
del punto de ebullicién), con un tiempo de 3 horas, hasta reducir

el volumen a 1/3
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4) pdicionar 0.4 ml de agua oxigenada, donde se provoca una evapora--

cidr de 1la muestra.

5) Retirar los tubos del calentamiento y los residuos se disuelven en
5.0 nl de dcido nitrieo (10 m1/1) la muestra de orina, y 2,0 m} &

la nuestra de orina.

6) Se elabora un blanco con 20 ml de dcido clorhidrico en 1500 ml de

agus destilada,

7} Se toman 20 mel de la muestra con una pipeta Oxford y se transfie-

re sl tubo de grafito,

8) las temperaturas Sptimas y tiempos en el horno de grafitc son:
Secado 150 - 30 segundos
Carbonizacidn 300°C ~ 60 segundos
Atomizacidn  1950°C - 8 segundos

Longitud de onda 228,8 mn

9) Para el cdlculo de los valores, se lleva a cabo por interpolacién

de la curva egtdndar.

VALORES DE REFERENCIA:

Sangre 285 megA

Orina 0.5a 2 megA

2. DETERMINACION DE CADMIO EN SANGRE Y ORINA POR ESPECTROFOTOME

TRIA DE ABSORCION ATOMICA SIN FLAMA.
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FUNDAMENTO:

Antes del andlisis, las muestras son dilufdas con solventes. No
es necesaria la previa digestidén con deido nftrico. Las muestras son
precaleinadas en microvagsos de grafito en un horno ordinario del la-

boratorio. De esta manera el cadmio ss determina directamente.

APARATO
Espectrofotdmetro de absorcidén atémica equipado:

a) con una hornilla de grafito

b) El graficador,

¢) La. ldmpara de deuterio,

d) 2 Tubos de grafito: wno cilindrico para la inyeccién directa de la
muestra. Otro rectangular que se utiliza en conjuncién con las nues

tras, colocadas en los microvagos de grafito,

REACTIVOS:

1) Solueién de nitrato de amonio.
2) solucidn de fluorurc de amonio

3) Solucién de fosfato deido de amonio,
Tienen una concentracién de 10 g/l y se tratan con ditiocarbama-

to pirrolidin amonio, el cual actda como agente complejante y es ex--

trafdo como metil, iscbutilestona.
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TECNICA:
a) Cadmio en sangre.

1) Se agregan 10 mcl de la solucién fosfato dcido de amonio, en el mi

erovaso de grafito.

2) Se adiciona 10 mcl de sangre.

3) Gelocar los vasos en el horno del laboratorio.
4) Secar la muestra a 100°C.

5) Caleinar a 300°C.

6) Anslizar la muestra.

b) Cadmio en orina

1) Se toman 10 mel y se toman 10 mel de la solucién de NH,F (10g/1)
2) 8Se coloca en el recipiente y enseguida se ponen en el horno.
3) Secar a 100%.

4) Caleinar a 300°%C. y analizar la muestra.

Correr una curva estdndar, con concentraciones conocidas de cad

mio, leer por interpolacidén la concentracién de la muestra.
2

VALORES DE REFERENCIA:

Sangre 0.7 - 3.8 megA
Orina 0.5 - 3.2 megh
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3. DETERMINACION DE CADMIO EN SANGRE POR ESPECTROFOTOMEIRIA DE
ABSORCION ATOMICA SIN FLAMA, UTILIZANDO UN TUBO Y RECIPIENTE

DE CARBON.
FUNDAMENTO:

Por este método se permite llevar a cabo una determinacién direc
ta de rastros metdlicos en material bioldgico, requiriendo volimenes
de muestra microlfticas, por estos métodos de atomizacién sin flama -
propuesta para la determinacién de cadmio en 100 ml o menos de mues--

4tra, esta la de absorcidn atémica con el uso de celdas, varilla y tu-
bo de grafito, En esta determinacidén el andlisis de cadmio en la san-

gre es directa,
APARATO

Espectrofotémetro de absoreién atdmica con:

a) EL atomizador de varilla de carbén modelo 63 (Varian Techtron)

b) Dos celdas diferentes para las musstras construfdas de grafito y -
racubiertas con grafito pirelitico.

¢) A las celdas se les pasa nitrdgeno a una velocidad de flujo de 4,51

1/min,

REACTIVOS

1) Solucién de deido fluorhidrico al 3B - k0%

2) Sulfato de cadmio (grade analitico). En una golucidn de deido ni-—
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trico a1 1%, para obtener una solucién patrén de 1 g/l respectivamen-

te.

Los estdndares se preparan en el momento del anglisis.
Para prevenir la coagulacidn, todos los esténdares y muestras -

se tratan con heparina.

TECNICA

1) En un tubo se introducen 5 mcl de muestra.
2) Agregar 15 mel de deido fluorhidrico.
3) Mezclar.

4) Se pasa por tres fases sucesivas.

Secado - 150% 20 segundos
Caleinacidn -  530°% 30 segundos
Atomizacidn - 13%0% 4 segundos

Se utiliza un tiempo constante de 0.001 segundos, para el ampli-

ficador de respuesta rdpida para el andlisis de cadmio,

VALORES DE REFERENCIA:

0.5 - 3.5 meg/l

4, DETERMINACION DE CADMIO EN SANGRE Y ORINA POR ESPECTROFOTO-

METRIA DE FLUORESCENCIA ATOMICA DE FLAMA.
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FUNDAMENTO

El cadmio en la orina se determina por aspiracidn directa en una
flama separada de aire-acetileno, en la sangre por la disolucidn 1 +
4, y enseguida la aspiracidn directa, La fluorescencia eg la emisién
de la energia que ocurre cuando ciertos compuestos absorben radiacién

. . ) s
electromagneéiica, se excitan y luego ragresan a un nivel de energis =

que de ordinario es algo mds bajo que su nivel de energia original,

APARATO

1) Fluorémetro. (fig. 7).
2) Ldmpara de descarga sin electrodos (excitada por microondas, se pro

voca. la fluorescencia atdmica de cadmio).
] lampara de descarga

de electrodos
ventilador—‘@ D@]

{ cavidad
contador { ]
de - K> lente
t - P Va
fotones " "_:0 arco de xenon
K
A
monocromador
m__J doble separador de flama
fotomultipli-
cador 7l

'
espejo esferico

Fig. 7 INSTRUMENTACION
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REACTIVOS

1) Acido clorhidrico 0.2 M.

2) Solucidn de Tritdn X al 25%

3) Solucidn patrén de Cadmio, Una solucién Patrdén de 2000 meg/ml de -
cadmio en 0,04 M de dcido clorhidrico, se prepara disolviendo una
cantidad conocida de cadmio puro, en 10 ml de deido clorhidrico -
11 M (libre de cadmio).

TEGNICA

Muestra: Sangre u orina de 24 horas,

a) En sangre

1) En un tubo de centrifugar de 10 ml, adicionar 2 ml de sangre.

2) Diluir la muestra a 10 ml con:

a) 2 ml de dcido e¢lorhfdrico.
b) 2 ml de solucidn de Tritdn X,

¢) 4 ml de agua deionizada.
3) Centrifugar a 3000 rpm, 30 segundos.

4) Analizar la muestra, con 10 ml es suficiente para un andlisis do-

ble.

b) Orina

1) Se agregan 3 gotas de deido clorhidrico a la orina
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2) Se aspira directamente en la flama.
“
Se preparan soluciones de cadmio para construfr una curva de ca-
libracién para el andlisis, tanto para las muestras de sangre como -

lag de orina. Se acidifican los estdndares con dcido clorhidrico,
VALORES DE REFERENCIA:

Sangre 3.1 meg/1

Oring 0.5 meg/1
COMENTARIO ACERCA DE LOS METODOS

En la determinacidn de cadmio por espectrofotometria de absor- -
¢idn con el horno de grafito, permite que el cadmio sea medido con -
una sensibilidad de cien veces mds de lo que es posible que con atomi
zadores de flama, Los médtcdos con horno de grafito soporten proble--
mas nds severos de absorcidn y hay menos interferencia que 108 méto--

dos de flama.

En ol método de absorcidén atémica sin flasma, las venta jas que -
pregenta es que la contaminacién se simplifica con el ugo de las mi--
cropipetas, que tienen punta de pldstico. El tiempo de andlisis es -
pequefio, y con el uso de microrecipientes de grafito, se pueden prepa
rar muches muestrag y pueden ser precalcinadas simultdnvugeate, de 10

8 20 muestras pueden ser analizadas en una hora, incluyendo los estdn
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dares. Este método es exacto y preciso.

Por la determinacién de fluorescencia atémica de flama, la rapi-
dez y simplicidad del método, se atribuyen a la alta sensibilidad de
la téenica y el winimo de muestra pretratade requerida. Pero se ha de

mostrado menor exsctitud en la determinacidén de cadmio en orina.
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V.  CONCLUSIONES

Actualmente en husstro pais no ss le ha dado la importancia ne-
cesaria a la determinacidn de metales, ya que el grado de contamina--

cién de cisrtas dreas industriales es mayor que en otras.

Se tienen que tomar en cuenta las vias de entrada al organismo
de diferenteas téxicos, como en eate cago se refiere s metales, siendo

“astoa acumulativos y no son fdcilmente detectables.

El mayor problems de intoxicacién por estos elementos es la =
inhalacidén de sus compusstos y la duracidn a la exposicién, De estos
factores depende que pueda existir envenenamientc agudo o crénico, -
llegando a presentarse sintomas relacionados ¢on otro tipo de‘enfermg
dades y si falta algin dato clinico se puede perder la secuencia de -

la intoxicacidn,

Por lo anterior, el propdsito de este trabajo ha sido el de pro
porcionar log métodos mds usuales en el desarrollo de un programa rea
lizado para problemas toxicoldgicoa, que se presentan cada dfa y con

mayor frecuencia.

En eate trabajo se han expuesto métodos de gran utilidad que -
servirdn para eliminar un compuesto o un grupo de compuestos y enfo--
carae al drea eapecifica del tipo de tdxico que en este caso se refig

re a clertos metales pesados,
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También se deben de llevar a cebo varias pruebas de comparacidn
para confirmar la presencia de metales en el organismo, por eso, la -
mayoria de los métodoes mencionados son importantes, sin embargo, en -
la actualidad los mde usados son los metodos de espectrofotometria de

absorcidn atémica con flama y «in flama,

En la absorcidn atdémica de flama el método posee la sensibilidad
que se requiere para la determinacicn de metales, sin embargo, el volu

men utilizado de muestra, es demasiado grande (10 a 15 ml).

En cambio en el método de absorcién atdmica sin flama que es de
mayor importancia, ofrece la determinacidn directa de trazas de meta--
les en material bioldgico, requiriendo solamente mels de muestra. Este

método presenta las siguientes propiedades:

1) Tiene mayor sen=ibilidad sobre otros métodos
2) Posee sxactitud y precisidn
3) Laa interferencias son minimas

4) Por el poco manejo de la muestra no hay contaminacién,
Por todas estas caracteristicas el método por excelencia para la

determinacién de metales pesados es el de Espectrofotometria de absor-

¢ién atémica,
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