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1. INTRODUCCION

1.1. Mercurio

Metales pesados es un término general y colectivo que se aplica al grupo de
elementos que en la tabla periddica se identifica como metales y metaloides y que
poseen una densidad superior a 5 g/cm®. Este término, aunque ambiguo, ha sido
ampliamente utilizado para referirse a elementos como Ag, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Pb, Niy
Zn, los cuales se asocian comunmente con problemas de contaminacién y de toxicidad
(P4dez Osuna, 1996). Entre los metales pesados, el mercurio (Hg) es uno de los
contaminantes ambientales que representa un mayor peligro para los ambientes
marinos (Storelli et al., 2002a; Palenzuela et al., 2004). Actualmente, a consecuencia de
las actividades humanas, el mercurio es una de las principales amenazas de
contaminacién debido a que su concentracion en el ambiente global se ha
incrementado significativamente, alcanzando niveles potenciales de toxicidad (letal y
subletal) en muchos organismos (Nriagu, 1990; Lindgvist et al., 1991; Sloss, 1995;
Wagemann et al., 2000). Este elemento esta involucrado en numerosos procesos
industriales, lo que constituye el principal origen del mercurio en el agua (Palenzuela et
al, 2004). La contaminacion por mercurio, se ha convertido en un problema global
debido a su presencia en fuentes naturales, antropogénicas y en los procesos de la

cadena trofica (Syr-Song et al., 2004).

El mercurio es un elemento naturalmente presente en la corteza de la Tierra, en
el agua y en la atmésfera, por lo que los organismos han estado expuestos a este
elemento a través de su evolucion en el planeta (Clarkson, 1994). El mercurio se extrae
como sulfuro de mercurio (mineral de cinabrio). A lo largo de la historia, los yacimientos
de cinabrio han sido la fuente mineral para la extraccion comercial de mercurio metalico.
La forma metélica se refina a partir del mineral de sulfuro de mercurio calentando el
mineral a temperaturas superiores a los 540 °© C. De esta manera se vaporiza el
mercurio contenido en el mineral, y luego se captan y enfrian los vapores para formar el

mercurio metalico liquido (UNEP, 2002).

El mercurio esta presente en el ambiente en varias formas fisicas y quimicas,

dependiendo de las condiciones predominantes del medio. Las formas mas
1



importantes del mercurio son: mercurio reducido o elemental (Hg®), mercurio divalente u
oxidado (Hg*?), metilmercurio (CHsHg" representado mas frecuentemente como MeHg),
y mercurio particulado (Hgp) (Lindgvist et al., 1991; Baeyens et al., 1996). Rara vez se
le encuentra en su forma pura, como metal liquido; es mas comdn en compuestos y
sales inorganicas. El mercurio puede enlazarse con otros compuestos como mercurio
monovalente (Hg™) o divalente (Hg*®). A partir del Hg"® se pueden formar muchos
compuestos organicos e inorganicos de mercurio (Morel et al., 1998; Boening, 1999;
UNEP, 2002).

Algunos de los compuestos inorganicos del mercurio son: sulfuro de mercurio
(HgS), 6xido de mercurio (HgO) y cloruro de mercurio (HgCly). A estos compuestos
también se les conoce como sales de mercurio. La mayoria de los compuestos
inorganicos de mercurio son polvos o cristales blancos, excepto el sulfuro de mercurio,
gue es rojo y se vuelve negro con la exposicion a la luz. Algunas sales de mercurio
(como el HgCl,) son lo bastante volatiles para existir como gas atmosférico. Sin
embargo, la solubilidad en agua y reactividad quimica de estos gases inorganicos (0
divalentes) de mercurio hacen que su depositacion desde la atmésfera sea mucho mas
rapida, que la del mercurio elemental. Esto significa que la vida atmosférica de los
gases de mercurio divalente es mucho mas corta que la del gas de mercurio elemental
(Munthe et al., 1991).

Debido a su elevada toxicidad y tendencia a bioacumularse, el mercurio es
reconocido como un contaminante potencialmente peligroso en el ambiente marino. El
principal sistema que afecta el mercurio en los seres humanos, es el sistema nervioso
central y su exposicion puede causar serios dafios cerebrales, incluyendo alteraciones
fisiol6gicas, disminucién auditiva, pérdida de la vista, ataxia, pérdida del control motor y
debilitamiento general. En casos severos de contaminacion por mercurio pueden

incluso provocar la muerte (Dixon y Jones, 1994).

El ciclo natural del mercurio es complejo (Burger y Gochfeld, 2000), e involucra

su liberacion de la corteza terrestre (rocas y minerales) mediante emisiones volcanicas
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e intemperismo hacia la atmésfera y océanos. EI mercurio elemental (Hg®) es liquido
a temperatura ambiente y también puede encontrarse en forma gaseosa. Las aguas
naturales estan generalmente sobresaturadas en Hg° en relacion al aire con el cual
estan en contacto. El Hg® es poco reactivo, pero es problematico por su facilidad para
transportarse en la atmosfera (Morel et al.,, 1998). En aguas oceanicas, después de
formar un conjunto de especies quimicas y presentar transformaciones bioldgicas, la
mayor parte del Hg™® se reduce a Hg° vy regresa a la atmésfera; sélo una pequefia
fraccion se exporta permanentemente hacia los sedimentos (Mason et al., 1995). El
regreso del mercurio desde la atmésfera a la superficie terrestre se realiza
principalmente por precipitacién himeda como Hg*?. La adsorcién del mercurio en
aerosoles tales como el hollin también promueve su depositacion, especialmente
donde los aerosoles son abundantes. En lagos, los principales mecanismos de pérdida
de mercurio son la sedimentacion y la emisién de gases. La importancia relativa de
cada mecanismo no estd aun claramente definida y parece estar en funcion de la
concentracion del mercurio reducible en el epilimnion. Procesos similares ocurren en los

continentes (Morel et al., 1998).

El ciclo global del mercurio (Fig.1) puede ser facilmente alterado debido a las
emisiones producidas por las actividades antropogénicas (Fitzgerald y Mason, 1996;
Carpi, 1997). El mercurio es un elemento que tiene varios usos, entre los que se
pueden citar (Gutiérrez-Galindo, 1982): la fabricacion de antisépticos, cloro, sosa
caustica y acido sulfarico; en la fabricacion de dispositivos de medicion (termémetros,
barémetros, redstatos, manémetros, etc.)., de cloruro de polivinilo (PVC), de diferentes
aparatos eléctricos (rectificadores, baterias, transistores, interruptores, ladmparas
fluorescentes, entre otros), en la extraccién y purificacibn de metales y como
catalizador. Otro uso es como constituyente de pinturas antincrustantes, pesticidas
agricolas, cementos, y en menor grado en el uso artesanal, odontolégico (amalgamas y
restauraciones dentales) y homeopatico (Adams y Prince, 1976; Eisler, 1987; Burger,
1997; Péaez-Osuna et al., 1993; Paez-Osuna et al., 1999; Moore, 2000; Uryu et al.,
2001; Gonzélez et al., 2002).
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Figura 1. El ciclo global del mercurio. Los valores de las concentraciones fueron tomados de
Lindqvist et al. (1984).

Debido a que el mercurio se oxida en forma relativamente lenta al estado de
Hg*?, su tiempo de residencia en la atmdsfera es del orden de un afio o menos. Este
tiempo es suficiente para que el mercurio atmosférico se distribuya sobre todo el
planeta antes de regresar a la tierra, lagos, océanos o a los polos. Por esta razon,
mientras las emisiones de mercurio por actividades antropogénicas, son de fuentes
puntuales concentradas en regiones industriales, la contaminacién por este metal es
realmente global, afectando las areas mas remotas del planeta. Con base a registros
sedimentarios de lagos, se ha estimado que las entradas de mercurio a la atmdsfera,
se han triplicado en los ultimos 150 afios (Swain et al., 1992). Esto indica que dos
terceras partes del mercurio que ahora se encuentra en la atmosfera y por lo tanto, en
aguas oceanicas superficiales, es de origen antropogénico, y una tercera parte es de

fuentes naturales (Morel et al., 1998).

A pesar de los esfuerzos por actualizar los inventarios, la exactitud de las
estimaciones del balance global de mercurio, aun siguen dependiendo de

inventarios de emisiones mas recientes (MCS, 1999). La estimacién global de
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emisiones antropogénicas y nhaturales estan cambiando conforme se reducen las
emisiones y surge nueva informacion sobre emisiones naturales y recicladas. Algunas
estimaciones generales sugieren que aproximadamente una mitad (2000 — 4000
toneladas por afio) de las emisiones de mercurio global, son de actividades humanas y
el resto (2200 — 4000 toneladas por afio) son de fuentes naturales, las cuales pueden
incluir el reciclado de mercurio antropogénico depositado en los océanos por emisiones
en el pasado. (Mason et al., 1994, Pirrone et al., 1996; Porcella et al., 1996). Otras
estimaciones globales de emisiones de mercurio antropogénico hacia la atmoésfera
sugieren que éstas varian desde 3600 a 4500 toneladas por afio (Pacyna, 1987; Nriagu
y Pacyna, 1989; Nriagu, 1990; Nriagu, 1993; Lindqvist et al., 1991; Baeyens et al., 1996;
Bullock, 2000).

Cuando el mercurio se combina con carbono se forman compuestos conocidos
como compuestos organicos del mercurio, alquilmercuricos u organomercuriales. Existe
una gran cantidad de compuestos organicos de mercurio (como el dimetilmercurio,
fenilmercurio, etilmercurio y metilmercurio), pero el mas conocido de todos por su mayor
relevancia ambiental es el metilmercurio (MeHg). Al igual que los compuestos
inorganicos, el metilmercurio y el fenilmercurio existen como sales (por ejemplo, cloruro

de metilmercurio o acetato de fenilmercurio) (UNEP, 2002).

En los ambientes marinos, el mercurio existe en ambas formas: organica e
inorganica. EI MeHg, es por mucho, el més toxico de los compuestos organicos del
mercurio que se encuentran cominmente en la biota y el mas comudn que generan los
microorganismos y procesos naturales a partir de otras formas de mercurio. El MeHg es
particularmente preocupante porque puede acumularse (bioacumulacién vy
biomagnificacion) en muchos peces de agua dulce y salada comestibles, asi como en
mamiferos marinos de consumo humano, en concentraciones de miles de veces
mayores que las de las aguas circundantes (WHO/IPCS, 1990; US EPA, 1997). La
mayor parte del mercurio liberado hacia los ambientes marinos es inorganico (Hg*?),
pero puede convertirse a la forma de metilmercurio, por medio de la actividad

bacteriana en los sedimentos (D’ltri, 1990). EI metilmercurio que se forma entonces,
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entra a los tejidos bioldgicos debido a su elevada afinidad por los lipidos. Como
consecuencia de ello, el mercurio se acumula principalmente como metilmercurio en los
organismos acuaticos con la consecuente amplificacion del fendmeno a través de las
cadenas tréficas (Storelli et al., 1998). El factor clave que determina la concentraciéon de
mercurio en la biota es la concentracion de metilmercurio en el agua, la cual esta
controlada por la eficiencia relativa de los procesos de metilacion y demetilacién (Morel
et al., 1998). La biomagnificacion del metilmercurio en peces, se traduce en un
incremento de sus niveles, del orden de 10* a 10° veces mas que en el agua (USEPA,
1997).

La distribucion del mercurio inorganico y el MeHg en los tejidos de organismos es
diferente entre otras razones, debido a que el mercurio inorganico es insoluble en
lipidos mientras que el MeHg es soluble. Los organismos marinos han mostrado
diferentes proporciones de estas dos formas de mercurio, dependiendo de factores
tales como, el nivel tréfico, el tejido analizado, la talla y las habilidades de adaptacion

para transformar el mercurio organico a mercurio inorganico (Thompson et al., 1990).

1. 2. Especiacion del mercurio

La toxicologia y el comportamiento ambiental del mercurio son muy complejos,
puesto que su toxicidad, movilidad y bioacumulacién dependen de su forma quimica
(D’ltri, 1990). El analisis de las especies quimicas del mercurio es por lo tanto,
necesario en estudios ambientales ya que es un factor fundamental que influye en su
comportamiento, movimiento y destino en los ecosistemas acuéticos (Sanz-Landaluze
et al., 2004; Palenzuela et al., 2004). Como se ha mencionado, los principales grupos
de especies de mercurio son el mercurio elemental, y sus formas organicas e
inorganicas. La especiacién es el término que se suele emplear para representar la
distribucion de determinada cantidad de mercurio entre sus diversas formas quimicas y
fisicas en matrices o compartimentos ambientales (UNEP, 2002). En el presente trabajo
para referirse a la fraccion inorganica de mercurio, es decir, al conjunto de compuestos

inorganicos presentes de este metal en una matriz ambiental, se representard como



Hg™ y a la fraccion organica, es decir, a todos aquellos compuestos organomercuriales

se simbolizar4 como Hgore.

El conocimiento actual de la transformacion del mercurio, distribucion y
acumulacién en los ambientes acuaticos, ha mejorado significativamente en afios
recientes debido al avance de las técnicas analiticas para la deteccién de especies de
mercurio en matrices ambientales. Con las técnicas modernas ahora es posible medir
niveles de picogramos (Liang et al., 1996), lo cual era imposible en la década de los
ochentas. El desarrollo de métodos analiticos; el renovado interés por la investigacion
sobre el mercurio ambiental debido al hallazgo de elevados niveles de mercurio en
peces de lagos no impactados de agua dulce en Estados Unidos, Canada y
Escandinavia (Stephens, 1995; Andersson et al., 2004) y el incremento de la
contaminacién por mercurio de la mineria en los paises desarrollados, ha hecho
necesario, revaluar los datos existentes sobre la biogeoquimica del mercurio (lkingura y
Akagi, 1999).

Para lograr una determinacion analitica confiable de las dos especies
ambientalmente relevantes del mercurio: Hg ** y MeHg, por lo general, existen cuatro
etapas a considerar individualmente: (1) La extraccion de las especies del mercurio;(2)
la preconcentracion de las especies del extracto obtenido; (3) la separacion del
mercurio inorganico del metilmercurio y; (4) la deteccién de cada una de las especies.
Hasta hoy, se han implementado diversas estrategias considerando estas cuatro
etapas, a través de diferentes sucesiones de técnicas analiticas, dependiendo de
estudios comparativos en cuanto a precision, exactitud y confiabilidad de dichas
estrategias, a los recursos y equipamiento de los laboratorios (Sanchez-Uria y Sanz-
Medel, 1998; Leermarkers et al., 2005).

1.3. Cuantificacién de mercurio organico

Se sabe que los compuestos organometalicos (v. gr. metilmercurio, compuestos
de metilarsénico o ftributilestafio) pueden ser degradados de muchas maneras,
incluyendo la accion de microorganismos, oxidacién o aun por radiacion ultravioleta.

Por esta razén, la preservacion del MeHg en su forma original y su concentracion
7



relativa puede convertirse en una tarea dificil, particularmente cuando se requiere la
extraccion desde un sélido; la muestra matriz puede jugar un papel importante en la
estabilidad de las especies investigadas. Mientras que en el agua este proceso no
representa problema alguno, en la biota o sedimentos, la extraccion, es la etapa mas
crucial del disefio completo de la estrategia analitica de especiaciéon (Sanchez-Uria;
Sanz-Medel, 1998). La etapa de extraccion, es hasta nuestros dias, uno de los puntos
mas controversiales en el andlisis de metilmercurio en muestras ambientales soélidas
(Sanz-Landaluze et al., 2004).

La mayoria de los métodos empleados para la determinacion de compuestos
organometalicos estdn basados en la extraccion de muestras soélidas, la cual se realiza
para transferir el analito desde una matriz compleja hacia una solucion mas simple,
directamente o para un tratamiento posterior (v. gr. derivacién o purificacion), la cual
puede analizarse por técnicas comunes (cromatografia de gas o liquida), seguida por
varios tipos de deteccion tales como la espectrometria de absorcion atomica (AAS), la
deteccion fotométrica de flama (FPD) o la espectrometria de masas (MS). La
extraccion debe hacerse de tal manera que el analito se separe de la matriz interferente
sin pérdidas, contaminacién o cambio de la especie y con un minimo de interferencias.
Durante la extraccion existen riesgos sobre pérdidas probables del analito (v. gr.
degradacion) o que la recuperacion no sea cuantitativa. Una practica comun, es
compensar estas pérdidas corrigiendo los resultados mediante un factor de
recuperacion para lograr una mejor aproximaciéon al valor real en el material. Estos
factores de correccion se establecen después de varios estudios de recuperacion, los
cuales son un componente esencial para la validacion de técnicas basadas en la

extraccion (Quevauviller y Morabito, 2000; Sanz-Landaluze et al., 2003).

En el presente estudio se describe la implementacion de una estrategia analitica
confiable para la determinacién de mercurio organico en matrices ambientales (musculo
de aves y peces) obtenidas en las costas de Sinaloa; basada en un proceso de
extraccion acida (con HCI); en la separacion de la fraccidén inorganica por intercambio

ibnico y en una deteccion del Hgors previa fotoxidacion del mismo por
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espectrofotometria de absorcién atémica de vapor frio de Hg® (CV-AAS) (May et al.,
1987; Horvat, 1991; Barregard et al., 1993; MESL, 1997). Se analizaron tejidos de
musculo de diez especies comerciales de peces y de cinco especies de aves
acuaticas con la finalidad de observar el desempefio de la estrategia analitica disefiada.
La técnica se validg, utilizando material de referencia certificado; asimismo, se
determiné el mercurio total de los mismos tejidos (MESL, 1997), con el fin de contrastar
los valores obtenidos con las concentraciones de mercurio organico en cada tejido y

comparar los resultados con otros estudios realizados.



2. ANTECEDENTES

2.1 Estudios ambientales sobre mercurio y metilmercurio en organismos marinos.

El andlisis de la especiacion del Hg en muestras ambientales ha sido objeto de
gran interés durante las Ultimas cuatro décadas, debido a los desastres ocurridos por
contaminacién de este metal, ocasionando la muerte de cientos de personas y dejando
a otras seriamente afectadas. La causa de estos desastres ha sido, principalmente, por
la metilacién natural del mercurio inorganico en el ambiente y por el uso directo del
metilmercurio en la industria y aplicaciones agricolas (Sanz-Landaluze et al., 2004).
Estudios de tales casos se han conocido en diferentes areas en el mundo, pero
particularmente los mas numerosos han sido en Asia. El caso mas ampliamente
difundido fue el de los envenenamientos por metilmercurio en la Bahia de Minamata,
Japén, en los afos 50s, conocido como “la enfermedad de Minamata” (Tsubaki e
Irukayama, 1977). El impacto téxico del metilmercurio es ampliamente reconocido y se
han realizado estudios extensos sobre este compuesto en los Ultimos diez afios
(Draeback, 1992).

Ultimamente, se ha incrementado el consumo humano de especies de peces
depredadores de elevado nivel tréfico, como una fuente de proteinas en la dieta de la
poblacién en los Estados Unidos de América. En este contexto, casi el 90% de los
riesgos relacionados con el consumo de pescado se debe a la contaminacion por
mercurio (Anderson et al., 2004). La FDA (Food and Drug Administration) de Estados
Unidos de América, advierte que no es recomendable para mujeres embarazadas la
ingesta frecuente de atun, tiburén 6 pez espada, ya que por sus habitos alimenticios y
su ciclo de vida, acumulan mas mercurio en su organismo, afectando no sélo a la madre

sino también al feto (Anderson et al., 2004).

Debido a los riesgos antes citados, el mercurio y las formas de mercurio
organico estan incluidos en la lista negra de compuestos que se deben monitorear en
el marco de las regulaciones nacionales e internacionales, tales como las normas de la
Comunidad Europea (CE) (Quevauviller et al., 2000). Las agencias administrativas y de

la salud, comienzan a sensibilizarse en relacion a la contaminacién por mercurio, lo cual
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ha estimulado el desarrollo de métodos mas sensibles, mas exactos y precisos. Ahora
gue se estan promoviendo nuevas legislaciones con la finalidad de establecer limites
para la concentracion de metilmercurio en diferentes muestras ambientales, la demanda
de los andlisis de rutina de estas especies se ha incrementado significativamente
(Sanz-Landaluze et al., 2004).

La FDA de los Estados Unidos de América, ha establecido como valor limite
para consumo humano de 1 pg g* (peso himedo) de MeHg en peces. Los peces cuyas
concentraciones exceden este valor, se consideran de alto riesgo para consumo
humano y no pueden ser comercializados entre los estados de este pais. En Canada y
varios estados de los E.U.A. desarrollaron un programa de advertencias sobre el riesgo
de consumo, estableciendo un limite de 0.5 pg g*(peso himedo) de MeHg en peces
(Anderson et al, 2004). La Organizacion Mundial de la Salud (WHO por sus siglas en
Inglés) recomienda una ingesta en adultos, menor a 0.3 mg de mercurio total por
persona por semana con no mas de 0.2 mg de metilmercurio. La legislacion de la
Comunidad Europea a partir de mayo de 1993, fij6 un valor limite de 0.5 pg g* de
peso humedo en peces para mercurio total; excepto para especies de elevado nivel
trofico, tales como tiburdn, atin y pez espada, para los cuales se elevo el limite a 1 pg
g’ y a partir de abril de 2002 fij6 un nivel maximo de mercurio total en moluscos
bivalvos de 0.5 pg g™'de peso himedo. Sin embargo, no se establecieron limites para
metilmercurio y otras especies organometalicas de mercurio, posiblemente debido a la
dificultad intrinseca de los procedimientos analiticos para determinar la especiaciéon del
mercurio. En Japon, los peces cuyos contenidos de mercurio total exceden los 0.4 ug g’
! de peso himedo, se consideran inapropiados para consumo humano (Storelli et al.,
2002; Gomez-Ariza et al., 2004). En Taiwan, el nivel de MeHg de referencia se
establecié en 2 pg g™ para peces migratorios y 0.5 pg g™ (peso himedo) de MeHg para

otros peces (Syr-Song et al., 2004).
En México, los estudios ambientales del mercurio y su especiacion son escasos.

La Comision para la Cooperacion Ambiental del Plan Regional de Norteamérica,

informo sobre bases per capita, que las emisiones de mercurio para Canada y Estados
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Unidos son equivalentes (aproximadamente 0.6 g/per capita por afio, en 1995), pero las
emisiones en México no se han cuantificado y constituyen un reto significativo poder
desarrollar un inventario nacional exacto para iniciar reducciones donde sea necesario.
En México deberia determinarse si es necesario el uso de alertas o avisos sobre los
riesgos por consumo humano de peces, en cualquier zona del pais (Pilgrim et al.,
2000).

En la tabla 1 se resumen algunos estudios ambientales sobre mercurio total y
metilmercurio, realizados en diversas especies de organismos marinos tanto en nuestro
pais, como en otras zonas geograficas. De esta tabla se pueden hacer las siguientes

observaciones:

En los diversos ecosistemas costeros en México, los niveles encontrados de
mercurio total, en invertebrados acuaticos, no rebasaron los limites establecidos por las
legislaciones internacionales y la norma oficial mexicana NOM-027-1-SSA-1193, con la
excepcion del estudio realizado por Ruelas et al, (2003) sobre la almeja gigante
Vesycomias Gigas, debido probablemente a la exposicion de elevadas concentraciones
de metales pesados en su habitat (ventilas hidrotermales en la cuenca de Guaymas).
En peces de rio no se encontraron niveles de Hg que rebasaran los limites establecidos
por las legislaciones correspondientes, con la excepcion de los peces de rio en Brasil
(Malm, 1998), la cual se sabe es una zona impactada por la mineria. Los niveles de Hg
encontrados en tejido de musculo de peces demersales y pelagicos de elevado nivel
trofico, por lo general, fueron mayores que en los peces de estuarios y lagos. En las
costas de Veracruz, Villanueva y Paez-Osuna (1996), encontraron niveles elevados de
Hg en peces (Baidiella ronchus). Los intervalos de concentraciones de Hg encontrados
en tejido de musculo de peces pelagicos como atunes, peces espada y peces de los
diferentes ecosistemas estudiados, mostraron niveles similares, rebasando en algunos
casos los limites de riesgo de consumo establecidos por las legislaciones de la FDA, la
CE o la WHO. Los niveles de Hg en tejidos de masculo en mamiferos, también fueron
similares. Las concentraciones de Hg determinadas en rifidén e higado, de estos peces,

fueron muy elevadas respecto a los otros tejidos, con elevadas proporciones de
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mercurio inorgénico, sin embargo los niveles de mercurio organico son bajos. Este dato

refleja la existencia de procesos de demetilacion en el higado (Storelli et al., 1988

Tabla 1: Estudios ambientales sobre mercurio total y metilmercurio en diferentes organismos

Organismo Tejido [Ho]T [MeHg] zona geogréfica Referencia
(ug g-1)
Microalgas
Codium amplivesciculatum 0.099 + 0.006 Guaymas, México Green Ruiz et al. (2005)
Enteromorpha clathrata 0.134 + 0.039
Gracilaria subsecundata 0.095 + 0.030
Ulva lactuta 0.059 +0.029
Invertebrados acuéticos
Corbicula fluminea m <1 Cerro Prieto, México Gutierrez-Galindo
et al.(1998)
Chione subrugosa ts 0.063 + 0.002 Guaymas, México Green Ruiz et al. (2005)
Crassostrea gigas ts 0.23
Vesycomya Gigas ts 4.96 Guaymas, México Ruelas-Inzunza
et al. (2003)
Crassotrea virginica ts 0.099 Tabasco, México Villanueva y
Callinectes rathbunae m <1 Péez Osuna, (1996)
Macrobrachium acanthurus m <1
Farafantepeneaus aztecas m <1
Litopeneaus setiferus m <1
Farfantopenaeus brevirostris m 0.21+0.07 Altata-Ensenada Ruelas-Inzunza
Farfantopenaeus californiensis m 0.13+0.08 del Pabell6n, México et al. (2004)
Litopenaeus stylirostris m 0.30+0.36
Litopenaeus vannamei m 0.20+£0.01
Xiphopenaeus kroyeri m 0.13+0.04
Peces
Piscivoros* m 2-6 Tapajos, Madeira y Malm (1998)
Negro (Rios de Brasil)
Tilapia mossambica m <1 Cerro Prieto, México Gutierrez-Galindo
(Rio Hardy) et al.(1998)
Baidiella ronchus m 3.59 Veracruz, México Villanueva y
P&aez Osuna (1996)
Pogonias cromis m <1 lago Indiana, USA. Douglas y Graves (2002)
Pomatomus salltatrix bahia de Florida,USA
Sphyrna tiburo
Caranx hipps
Chelon Labrosus m 0.0086-0.091 Estuario Nerbioi-lbaizabal Sanz-Landaluze
Espafia et al. (2004)
Clupea harengus m 0.076 Estuario Tyne, Inglaterra Dixon y Jones (1998)
Merlangius merlangus m 0.141
Raja clavata m 0.097
Pleuronectes plateas m 0.028
Limanda limanda m 0.105
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Tabla 1: Estudios ambientales sobre mercurio total y metilmercurio en diferentes organismos

(Continuacion)

Organismo Tejido [HolT [MeHg] zona geogréfica Referencia
(ug g-1)
Peces
Galeichtys peruvians h 7 Altata-Ensenada Ruelas-Inzunza y
Lutjanus colorado \Y 6.5 del Pabell6n, México Péez Osuna (2005)
Cynoscion xanthulus m,h,v <0.8 Guaymas, México
Mugil cephalus m,h,v
Opisthonema libertate m,h,v
Cathorops fuerthii m,h,v
Seriola lalandi m,h,v
Mugyl curema m 0.08 Estero de Urias,México Rodriguez-Preciado (2004)
0.57 Estero de Teacapan,

México
Nezumia aegualis m 3.91 Escocia Mormede y Davies (2001)
Lepidion seques m
Raja fyllae m
Hippoglossus hipoglossus m 0.1-0.9 Groenlandia Joiris et al.(1997)
Hoplostethus Atlanticus m 0.052 Costas de Arabia Al-Saleh 'y

Saudita Al-Doush (2002)
Cherublemma emmelas m 0.49-0.91 Golfo de California Monzalvo-Santos (2003)
Zalieutes Elater 0.31-0.69
Mullus barbas m 0.49, 0.44 Mar Adriatico Storelli et al. (2005)
Merluccius merluccius m 0.4, 0.4 Mar Jonico

0.18, 0.16 Mar Adriatico
0.09, 0.09 Mar Jonico
Galeus melastomus h 0.84-1.45 Mar Mediterraneo Storelli et al. (2002%)
Xiphias gladius m 0.4-221 Suroeste, Méndez et al. (2001)
Oceano Atlantico
Carcharhinus leucas m <0.3 Golfo de California Ruelas-Inzunza y
Sphyrna lewini m 4.84 P&ez-Osuna (2005)
Thunnus obessus m 0.09-0.39 costas de Hawaii Boush y Thieleke (1983)
Thunnus albacares
Thunnus alalunga m 0.22 Mar Mediterraneo Storelli et al. (2002b)
Thunnus thynnus m 0.58
Mamiferos marinos
Stenella longirostris m 0.14-1.90 Golfo de California Ruelas-Inzunza et al.(2000)
r 1.56-10.2
h 20.1-105
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Tabla 1: Estudios ambientales sobre mercurio total y metilmercurio en diferentes organismos

(Continuacion)

Organismo Tejido [HolT [MeHg] zona geogréfica Referencia
(ug g-1)
Mamiferos marinos
Eschrichtius robustus m 0.145 0.109 Golfo de California Ruelas-Inzunza
r 0.277 0.051 et al. (2003a)
h 0.185 0.042
Stenella longiristris m 1.274 0.946
r 6.959 0.528
h 6.122 1.004
Anfibios
Stenella coeruleoalba m 0.07-0.43 Mar Adriatico Storelli et al. (1998)
Caretta caretta h 0.37-1.1 0.24-0.33
Aves
Bubulcus ibis hu <1 Faiyum, Egipto Mullié et al. (1992)
Haliaetus vocifer h 66-395 Lago Kariba, Zimbabwe Douthwaite (1992)
Larus argentus hu <1 Mar de Wadden Lewis et al.(1993)
p <1 Alemania
h <1
Sterna** h 15 Nueva York Burger y Gochfeld (1997)
Rynchops** p 5-40
Egretta**
Anas y Phasianus**
Chloephaga hybrida p 0.11-0.13 costa de Chile Ochoa-Acufia (2002)
Tachyeres pteneres
Phalacrocérax atriceps
Ardea albus p 1.4-8.6 Everglades, Rumbold et al. (2002)
Florida, USA
Pelecanus occidentales \Y 2.65+0.84 Altata Ensenada Arvizu-Merin (2003)
Plegadis Chi p 1.65+0.84 Ensenada del Pabellon,
Bubulcus ibis c 1.19+0.49 México
Phalacrocorax brasilianus m 1.09 £0.52
Ardea alba 0.59+ 0.21
Anas clypeata hu 2.89+1.85 costa de Sinaloa, México Raygoza-Viera (2004)
Anas crecca hu 1.77+1.04
Anas discors hu 2.13+8.57
Anas acuta hu 1.76+3.35
Anas americana hu 1.23+1.44
Aythya affinis hu 2.47+1.95
Phalacrocorax brasilianus hu 4.05+214
Dendrocygna autumalis p 0.29+0.26
Anas cyanoptera p 1.45+0.95

m=musculo, h=higado, r=rifién, v=visceras, ts=tejido suave
hu=huevos, p=plumas, c=coraz6n
* No se especifican especies en el estudio, ** Género

; Ruelas-Inzunza et al., 2003a).
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Ikingura y Akagi (1999), estudiaron mediante experimentos de control, la
metilacion del mercurio y su distribucion entre el sedimento, agua y peces, utilizando
sedimentos con concentraciones adicionadas de cloruro mercurico a niveles de 1,5y
10 pg g* como mercurio. La produccién maxima de metilmercurio en el sedimento
sucedié durante la primera semana de incubacion, alcanzando concentraciones de
0.0455 pg g de peso seco. Las condiciones de equilibrio se establecieron después de
3 a 4 semanas de agregar mercurio a los sedimentos. La distribuciéon de metilmercurio
en sedimento y agua produjo niveles de MeHg de 0.025 - 0.154 pg L™ en los peces del
acuario y de 26 (10®°) ug L™ en peces libres de control después de una semana de
incubacion. La concentraciéon de equilibrio de metilmercurio con los sedimentos
adicionados con mercurio inorganico en un nivel de 5 pg g* fue 1.75 veces superior que
en los sedimentos que contenfan 1 pg g* de estandar de mercurio inorganico en los
peces de los acuarios. Sin embargo, no hubo diferencia significativa en los niveles de
equilibrio de metilmercurio entre los sedimentos que contenian inicialmente 5 pg gy 10
ug g*. Por lo tanto, el incremento de la concentracién de mercurio no origin una mayor
produccién de metilmercurio en el sedimento, concluyendo los autores que esto se
debié a la posibilidad de que varios tipos de microorganismos con diferentes
tolerancias al mercurio inorganico, estén involucrados en la metilacion del mercurio en
diversos ambientes, asi como las caracteristicas fisicoquimicas del sedimento,

(granulometria, composicion quimica o mineralégica).
2.2. Técnicas analiticas para la especiacion del mercurio en muestras ambientales

No obstante que existen numerosas técnicas para efectuar determinaciones
exactas de concentraciones de mercurio total en sedimento, agua y biota de estudios de
campo y de laboratorio en la literatura (Driscoll et al., 1994; Wang y Driscoll, 1995),
datos confiables de metilmercurio aun son escasos. La dificultad en el andlisis de
concentraciones extremadamente bajas de metilmercurio, especialmente en agua y las
pobres recuperaciones de metilmercurio en sedimento y biota son las principales
razones que limitan la disponibilidad de datos confiables. En estudios previos se han
utilizado métodos radioquimicos para investigar la especiacion y distribucion del
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mercurio en sistemas acuaticos (Kudo et al.,, 1977; Akagi et al., 1979). Otros
investigadores han utilizado métodos analiticos basados en el procedimiento de
Westoo (1968) y en el procedimiento de Magos (1971) que implican una definicién
operacional del mercurio organico e inorganico (Syr-Song et al, 2004). El primero
involucra la adicién de HClI o H,SO, a diferentes concentraciones a los tejidos
bioldgicos, con la ayuda de calor; para la extraccion del MeHg; posteriormente se aisla
y se detecta mediante cromatografia de gases y detector de captura de electrones
(GC-ECD); el método de Magos involucra la reduccion selectiva del Hg inorganico con
el ion estanoso Sn*2. El Hgore Se reduce por el ion Sn*? después de afiadir Cd® en una
solucion fuertemente alcalina, el cual rompe los fuertes enlaces covalentes entre el Hg
y el carbono (C-Hg). El Hg® que se forma se determina por CV-AAS. La concentracion
del Hgore Se obtiene como una diferencia del Hg total y el mercurio inorganico. (Magos,
1971; Barregard et al., 1993). Este método de absorcion atémica selectivo, ha
encontrado una gran aceptacion y se ha aplicado ampliamente por que no requiere
instrumentacion costosa y sofisticada (Jacobs y Keeney, 1974; Olson y Cooper, 1975;
Shin y Krenkel: 1976; Bartlet et al.,, 1977, WHO, 1990). Sin embargo, en matrices
dificiles y con bajos niveles de metilmercurio, este método es poco especifico, y tiene
limites de deteccion pobres y acondicionamientos tediosos de las columnas
cromatograficas (Quevauviller et al., 2000). En la mayoria de estos estudios iniciales,
no se determinaron eficiencias de extraccion de metilmercurio ni se utilizaron
materiales de referencia certificados. También, la presencia de compuestos organicos
interferentes  redujo la exactitud de los andlisis de metilmercurio. Esto limité la
confiabilidad de los datos de produccién y distribucion de metilmercurio en los diversos
compartimentos ambientales en los sistemas acuaticos (lkingura y Akagi, 1999). La
necesidad cada vez mayor de monitorear el metilmercurio en peces, ha propiciado el
desarrollo de algunos métodos nuevos (Horvat, 1996; Ubillus, 2000; Slaets y Adams,
2000; Gémez-Ariza et al., 2004; Sanz-Landaluze et al., 2004; Palenzuela et al., 2004;
Syr-Song et al., 2004).

Actualmente existen numerosas publicaciones relativas a la contaminacion por

Hg, que implican el uso de métodos analiticos para la determinacién de mercurio total y
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SuUS especies organicas e inorganicas en muestras ambientales. ElI método de
cromatografia de gases, generalmente se utiliza cuando hay necesidad de medir
selectivamente MeHg u otras especies organicas del Hg. Se ha utilizado ampliamente
para la medicibn de MeHg en tejidos de peces. Una aproximacion alternativa es la
separaciéon del MeHg del mercurio inorganico por volatilizacion (Zelenko y Kosta, 1973),
intercambio iénico (May et al., 1987) o destilacion (Horvat et al., 1988), y la estimacion
del MeHg por separado mediante métodos no selectivos (por ejemplo, la absorcién
atomica). Algunos ejemplos de trabajos de implementacion y desarrollo de técnicas
analiticas que se han aplicado en estudios de especiacion del mercurio, son los que se

continuacién se describen:

May et al. (1987) propusieron un método relativamente rapido y sensible (limite
de deteccién 0.002 ug g* de MeHg) que consiste en la separacion del Hg inorganico del
MeHg mediante cromatografia de intercambio i6nico y la determinacion simultdnea por
CV-AAS de las dos especies. La eficiencia del proceso de separacion del Hg
inorgéanico se validé por el analisis de efluentes (principalmente MeHg y otras formas
organicas del Hg) de la columna de intercambio i6nico, por el método de GC-ECD. Las
especies organicas particulares de Hg, como el fenilmercurio, etilmercurio (EtHg), no
pueden ser cuantificadas por este método desarrollado por los autores; la experiencia
practica, basada en los anadlisis de efluentes de la columna de intercambio iénico,
mediante GC-ECD, mostré que el contenido de Hgorc €n todas las muestras bioldgicas

fue idéntico a sus niveles de MeHg.

Horvat (1991) utiliz6 varias técnicas de aislamiento (intercambio idnico,
extraccion, volatilizacion, destilacion) para separar el mercurio inorganico en materiales
biologicos certificados de referencia, y posteriormente detecté el Hg organico total
mediante CV-AAS y/o GC-ECD, para la determinacion de MeHg y EtHg en caso de
estar presente. Los resultados obtenidos mediante las diferentes aproximaciones
mostraron una buena concordancia. La autora concluyé que la ventaja de la
cromatografia de gases es que permite la determinacién de diferentes compuestos

organicos, como se demostr6 en los CRMs de la IAEA donde se detectaron tanto
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MeHg como EtHg; en la medicion indirecta por CV-AAS se obtienen valores de

mercurio organico total.

Sanchez-Uria y Sanz-Medel (1998) realizaron una revisiéon de los métodos para
la especiacion del Hg en muestras ambientales, estableciendo algunas conclusiones
tales como que: La especiacion involucra cuatro etapas que se deben considerar
individualmente: (1) La extraccion de la especies del Hg de las matrices ambientales,
asegurando su integridad; (2) la preconcentracion de las especies para alcanzar una
concentracion que sea detectable; (3) la separacion del Hg inorganico y el MeHg sin
afectar sus niveles relativos de concentracion y (4) la deteccién individual de cada
especie previamente separada. Las técnicas cromatograficas, son las herramientas mas
poderosas en la separacion de especies, sin embargo, existen aproximaciones no
cromatograficas que pueden ser exitosas para separar adecuadamente una o dos

especies en una muestra dada.

En este documento, citado previamente, se resumen las técnicas mas
comunmente utilizadas en secuencia, como una estrategia integral contemplando las
cuatro etapas mencionadas para la especiaciéon de mercurio en muestras ambientales
(Tabla 2).

Tabla 2. Técnicas analiticas acopladas con deteccion especifica, para

especiacion del mercurio (Sanchez-Uriay Sanz-Medel, 1998).

Pretratamiento Preconcentraciéon Separacién Deteccion

-Homogenizacion -Trampa criogénica G.C. CV-AAS

-Preservacion écida -Columna Cromatografica HPLC ET-AAS

-Extraccion de - Columnas no cromatogréficas: No cromatograficas MIP-AES

especies Alimina ICP-MS
Algodon sulfhidrilo ECD
Ditiocarbamato Electroquimica
Ditiazona AFS

- Empaques de cartucho

- Métodos electroquimicos
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Hintelman (1999) compard tres técnicas diferentes de extraccion (digestion
alcalina, digestion acida o destilacion a presion atmosférica) utilizadas para el analisis
de MeHg en varias matrices, y evalud la formacion accidental de MeHg en cada una de
éstas, usando el método de dilucion isotopica. En la mayoria de las técnicas probadas
hubo produccién de CH;**°Hg+ a partir de *°Hg** afiadido a materiales de referencia
certificados. Solamente usando la mezcla H,SO4/KBr/ CuSO, para la extraccién, no
hubo formacion accidental de MeHg.

Ubillis et al. (2000) estudiaron y optimizaron un método simple para medir
contenidos tanto de mercurio organico como de mercurio inorganico en peces, usando
la espectrofotometria de absorcion atdmica con vapor en frio (CV-AAS), con una
reduccion secuencial de la muestra digerida con cloruro estanoso y tetrahidroborato de
sodio. Antes de la deteccién, las muestras se sometieron a una digestion humeda
alcalina. Debido a las interferencias de matriz, fueron necesarias curvas de calibracion
por adiciones de estandares a la matriz, para la determinacién de mercurio organico e
inorganico. Los parametros analiticos fueron: linealidad desde 0.010 a 0.200 pg de Hg
en el recipiente de la reduccién; limite de deteccién: 0.125 a 0.183 pg g de peso
hamedo de muestra de mercurio y metilmercurio respectivamente; exactitud fue del
90% vy 108.9% para mercurio y metilmercurio respectivamente, utilizando como material
de referencia el DORM-2-NRC-CNRC. De acuerdo con los autores, el método ofrece la
ventaja de no requerir equipo especial para medir el mercurio inorganico y el mercurio
orgénico simultdneamente en una muestra. Para evaluar su utilidad se aplico en nueve

diferentes tipos de peces y mejillones.

Quevauviller et al. (2000) realizaron una revision de métodos probados en
ensayos de colaboracion para medir metilmercurio en peces y sedimento, incluyendo
intercomparaciones y certificaciones de materiales de referencia en peces y sedimento.
La mayoria de las técnicas para peces (Westoo, 1968; Magos, 1971; Horvat, 1991;
May et al., 1987; Barregard, 1994; MESL, 1997) fueron aplicadas exitosamente, lo que
resultdé en la certificacion del mercurio total y metilmercurio en dos materiales de

referencia de atun, CRM 463 y CRM 464. Uno de los aspectos importantes para su
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seguimiento estuvo basado en la pureza y preparacion de las soluciones estandar. Las
evaluaciones de la ejecucion de los métodos descritos en este documento, muestran
qgue la mayoria son técnicas comunmente usadas para determinar MeHg en peces y

sedimentos y que se pueden adecuar segun el propdésito.

Rio-Segade y Tyson (2003), desarrollaron un método preciso y exacto para
determinar mercurio inorganico y mercurio total en muestras biologicas y ambientales.
El sistema optimizado de inyeccion de flujo de mercurio permiti6 determinar por
separado mercurio total y mercurio inorganico, empleando como agente reductor
borohidruro de sodio y un espectrofotometro de absorcién atdémica de vapor frio (CV-
AAS), como detector. El mercurio inorganico se determiné selectivamente después de
su reduccién con NaBH, en una concentracién de 10 en peso/volumen, mientras que
el mercurio total se determind después de la reducciéon con una solucién al 0.75% en
peso/volumen de NaBH,. Las curvas de calibracién fueron lineales hasta 30 ug L™. Los
limites de deteccion basados en tres veces la desviacion estandar del blanco fueron
0.024 y 0.0039 ug L™ para las determinaciones de mercurio total y mercurio inorganico,
respectivamente. La exactitud del método se verificO mediante el analisis de extractos
acidos y alcalinos de cinco materiales de referencias biol6gicos y de sedimentos. Los
procedimientos de extraccion asistida por microondas originaron concentraciones
mayores de las especies recuperadas de mercurio. El método por adicion de
estandares, solo se requirié para calibracién y cuando se analizaron las muestras

bioldgicas.

Sanz- Landaluze et al. (2004) realizaron el analisis de MeHg en extractos de
muestras soélidas ambientales mediante cromatografia de gases acoplado a microondas
de plasma inducido y espectrometria de emision atomica (GC-MIP/AES), después de la
fase de etilacion del extracto y la preconcentracion de los productos volatiles en hexano.
Con la finalidad de corregir las fuentes potenciales de errores aleatorios a lo largo del
procedimiento analitico, estos autores propusieron el uso del mercurio inorganico
naturalmente presente en la muestra, como un estandar interno en el andlisis de MeHg.

En este trabajo, también se estudiaron las condiciones experimentales éptimas para
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lograr una recuperacion cuantitativa del MeHg, sin dafiar su estructura quimica. La
agitacion magnética (sin calentamiento) de los sedimentos o tejidos de peces con HNO3
2M, o KOH al 10% metandlico respectivamente, durante 90 minutos, se consideraron
como los procedimientos mas efectivos para liberar el MeHg preservando su estructura.
La exactitud del método fue verificada usando tres materiales de referencia
certificados, uno en sedimento (CRM-580 y dos tejidos biol6gicos CRM-463 y DOLT-2).
Los resultados estuvieron de acuerdo con los valores certificados. El limite de deteccion
absoluto fue de 0.005 pug g* de muestra.

GOmez-Ariza et al. (2004) desarrollaron dos metodologias para el analisis de
especies de mercurio en alimentos marinos por cromatografia de gases acoplada a un
detector AFS via pirolisis. El primero de ellos esta basado en la etilacibn de ambas
especies, mercurio inorganico y metilmercurio, en el cual no se requiere un barrido
porgue solo se utiliza una pequefa cantidad de muestra; en el segundo, las especies
monoalquiladas de mercurio se extraen a una fase organica antes de la formacion de
los cloruros correspondientes. En este segundo caso, la eliminacion de los compuestos
interferentes de la matriz requiere de una etapa de barrido, lo que hace posible el
tratamiento de cantidades mayores de muestra. De acuerdo a los autores, ambos
procedimientos se consideraron complementarios ya que el intervalo de concentraciéon
aplicable para cada uno de ellos es diferente: 0.75-10 pg g de base seca como Hg
para metilmercurio (método I) y 0.006 -1 ug g* como Hg para metilmercurio (método I1).
El intervalo de aplicacién de las muestras naturales puede seleccionarse facilmente por
un analisis preeliminar de mercurio total, debido a que la mayor parte del mercurio en
los organismos marinos esta presente como MeHg. Los métodos fueron validados con
los materiales de referencia (BCR-463 y NIST-2977). Los limites de deteccién de
MeHg variaron desde 0.0017 a 0.220 ug g* de peso seco dependiendo de la

metodologia seleccionada y del peso de la muestra.
Syr-Song et al. (2004) desarrollaron un procedimiento analitico para determinar

concentraciones de metilmercurio en peces. Este método implica una digestion asistida

por microondas con una solucion alcalina (hidroxido de tetrametilamonio), adicién de
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Cu*% derivacién del metilmercurio con tetrapropilborato de sodio, seguida por una
extraccion con n-heptano. EI MeHg derivado se inyecta para su separacion en una
columna de cromatografia de gases y se detecta posteriormente mediante
espectrometria de masas. EI método se valid6 con tres materiales de referencia
certificados, BCR CRM 464, NRC DORM-2 y el NRC DOLT-2. El limite de deteccién del
procedimiento global fue de 0.040 pg g* de tejido biolégico para metilmercurio. La
recuperacion de metilmercurio fue de 91.2-95.3% para atin, 89.3-94.7% para marlin, y
91.7-94.8% para tiburdn, respectivamente. Se concluyé que el método es apropiado

para metilmercurio en peces.

Berzas-Nevado et al. (2005) desarrollaron un nuevo método sencillo y rapido
para la especiaciéon de mercurio inorganico y metilmercurio en tejidos bioldgicos. El
procedimiento esta basado en la extraccion cuantitativa asistida por microondas de
muestras biolégicas de mercurio con un extractante alcalino. Las especies extraidas
del mercurio son etiladas y analizadas con cromatografia capilar de gases acoplada a
un detector de fluorescencia atomica via pirolisis (CGC-pyro-AFS, por sus siglas en
inglés). El acoplamiento de la cromatografia capilar de gases con el detector de
fluorescencia atomica fue con el objetivo de minimizar los limites de deteccién y el
tiempo necesario para la determinacién selectiva de los compuestos del mercurio. El
uso de la extraccion asistida por microondas sin una separacion exhaustiva antes de la
etilacion redujo significativamente el tiempo total del andlisis con respecto a
procedimientos similares. El limite de deteccién fue de 2 (10°°) pg para MeHg (como Hg)
y de un 1(10°) pg para mercurio inorganico. El método fue validado por materiales de
referencia certificados DORM-2 y DOLT-2. Los estudios de recuperacion de tejidos de
musculo de peces por experimentos de adicion con mercurio inorganico y metilmercurio,
se realizaron para verificar la confiabilidad del método. En todos los casos las

recuperaciones fueron satisfactorias (92-105%).

En la tabla 3 se resumen algunos métodos desarrollados para la especiacion del

mercurio en muestras ambientales y algunas de sus caracteristicas.
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Tabla 3. Técnicas analiticas de especiacién del mercurio, con diferentes

esquemas de especiacion y limites de deteccion.

Consumo
Especies Esquemade de Método de Limite de Referencia
especiacion muestra deteccion deteccion
Reduccion
secuencial selectiva
Hg'? MeHg  Pasadoenelusode 55 CV-AAS 0.4ugLl®  Monteiro et al.
concentraciones
diferentes de NaBH4 0.6 ugL™ (2001)
con 2 separadores
gas-liquido
Especiacion de Hg
2 secuencial  basado a o
Hg “/ MeHg en la  reduccion 10 mL CV-AAS 0.04pgL Zachariadis et
selectiva usando una -1
entrada doble 0.08uglL al. (2005)
Inyeccion de flujo
2 continu_o con 5 1 .
Hg™“/ MeHg absorcién y 1000 mL CV-AFS 7(107) pgL Bagheri (2001)
descomposicion  de -5 -1
UV, seguida por una 5(107) pgl
elusion selectiva
Especiacion de
2 mercurio basada en 1
Hg“/ Hg total ¢ uso de diferentes 3mL CV-AAS 0.02 pg g9 Torres et al.
temperaturas en la -1
celda de cuarzo. 013199 (2005)
MeHg Cu-H,SO4-KBr- e GC-MIP-AES  8(10°)ug  Donais et al.
Tolueno (1996)
2 Reduccion 1 i
y NaBH,4 y deteccion -1
Dor CV-AAS 0.185ug g 2000.
2 Etilacion de las dos ; .
Hg™“/ MeHg especies y GC 19 GC-CV-AFS 0.0017- Gomez-Ariza et
acoplada a CV-AFS 0.220 pg g—l al. (2004)
2 Separacion de las 1 3 ;
cromatografia liquida Sanz-Medel

(HPLC)
(1998)

24



3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GENERAL

Implementar una técnica analitica confiable y accesible para detectar y cuantificar
niveles de mercurio organico en musculo de aves y peces recolectados en las

costas de Sinaloa.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la calidad de los parametros analiticos (limite de deteccién,
intervalo de aplicacién, precisién y exactitud) de la estrategia analitica
desarrollada para la deteccion de mercurio organico, a través de la
comparacién con otras técnicas desarrolladas para metilmercurio o

mercurio organico.

Efectuar las pruebas pertinentes de la técnica desarrollada, para su

validacién con material de referencia certificado.

Conocer los niveles de concentracion de mercurio organico y mercurio total

en quince especies de aves y peces obtenidas de las costas de Sinaloa.

Realizar un analisis estadistico de las diferencias de concentraciones de
mercurio organico obtenidas por curva de calibracion de soluciones
estandar de MeHgCI (curva directa) y curvas de calibracion por adicion de

estadndares en cada matriz.

Comparar y discutir las concentraciones absolutas y relativas de mercurio
orgénico de las distintas especies analizadas, con las concentraciones de

mercurio organico en aves y peces de otras zonas geograficas.



SN

. HIPOTESIS

La técnica analitica propuesta permite determinar concentraciones de mercurio

organico confiables en tejidos de masculo de aves y peces.

Mediante la técnica analitica propuesta se obtienen datos de concentraciones
mas exactos de mercurio organico, utilizando el método por adicion de

estandares, en aquellas matrices que presentan interferencias en el andlisis.

Las interferencias de matriz dependen de la especie en cuestion.

El mercurio presente en musculo de aves y peces a analizar, se encuentra

principalmente en su forma orgénica.



5. METODOLOGIA
5.1. Consideraciones sobre la implementacién de la metodologia

En la metodologia analitica que se desarrolld, se seleccionaron para su analisis,
tejidos de peces, de especies consideradas de elevado nivel tréfico, que pueden
presentar niveles detectables de metilmercurio; ademas por su importancia ambiental,
comercial y sus posibles repercusiones en la salud humana. También se seleccionaron
tejidos de aves acuaticas ya que son de los organismos mas sensibles a los cambios en
las condiciones ambientales de una region, debido a la actividad humana (Rendén-Von
Osten y Garcia-Guzman, 1996). Ademas, son depredadores de alto nivel trofico y
pueden estar expuestas a concentraciones significantes de mercurio, por lo tanto,
pueden servir como bioindicadores de patrones espaciales y temporales de
concentracion de mercurio en los ecosistemas acuaticos (Walsh, 1990; Furness y
Camphuysen, 1997).

Con base en ensayos preliminares y en trabajos precedentes de especiacion del
mercurio citados en la literatura, (Hintelmann, 1999; Ubillas et al., 2000; Quevauviller et
al., 2000; Syr-Song et al., 2004; Sanz-Landaluze et al., 2004) donde las recuperaciones
de la extraccion no son por lo general completas, presentando problemas de
interferencia de matrices en muchos de ellos, se decidié usar el método de adicién de
estandares para considerar las posibles interferencias en cada una de las especies
analizadas. La aplicacion del método por adicién de estandares tiende a compensar las
variaciones causadas por interferencias espectrales y quimicas de la disolucion del
analito (Skoog et al., 1997).

Las recuperaciones pueden ser determinadas por el andlisis de matrices de
materiales de referencia certificados (CRM) y por adicion de un elemento o compuesto
puro al material de prueba (aproximacion por dilucion isotopica; por adicion de
estandares o por el uso de estandares internos). Aunque cabe sefalar que el uso de los
CRM permite una evaluacién de la ejecucion del método analitico global mas que una

evaluacion particular de la eficiencia de la extraccion.
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No existe un método estandarizado para evaluar las eficiencias de extraccion
de una técnica analitica en particular. Sin embargo, Leemakers et al. (2005) concluyen
que para la certificacion de mercurio total y de metilmercurio en sedimentos estuarinos,
recomiendan el uso del método de adicion de estandares, como la mejor manera de
determinar la eficiencia de extraccion del método. Esto se realizé mediante la adiciéon de
estandares al material de andlisis en tres diferentes niveles de concentracién antes de

la extraccion.

El principal obstaculo del método de adicién de estdndares es que no siempre el
compuesto utilizado como estandar, se enlaza a la matriz de la misma manera que los
compuestos naturalmente presentes que se analizan. La mejor estrategia y las
condiciones para los experimentos de adicion de estdndar o estandar interno, aun es
materia de debate dentro de la comunidad cientifica, sin embargo se pueden considerar

algunas recomendaciones (Quevauviller y Morabito, 2000):

(i) Permitir un largo periodo de equilibrio en el caso de muestras sdlidas (suelos,
sedimentos, biota), para “estimular” tanto como sea posible una adsorcion natural del
estandar. Se recomienda generalmente, un tiempo de equilibrio para la adsorcion del
estandar, de 24 horas o un minimo de 12 horas.

(i) Las pruebas de recuperacién deben ser realizadas para cada especie en

particular, puesto que la eficiencia de extraccion cambia de una especie a otra.

(i) Las matrices reales a usarse deberan ser tan similares a la matriz

desconocida como sea posible.

Otro de los problemas que representa este método, es el de seleccionar un
numero adecuado de niveles de concentracion del analito en la muestra de prueba; un
namero elevado de niveles de concentracidn implica una mejor exactitud en la
evaluacion de la recuperacion. Sin embargo, al mismo tiempo, se incrementan los

costos analiticos con el incremento de nimero de niveles, el analisis es mucho mas
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largo y las dificultades de reproducir correctamente los experimentos de adicion se
incrementan. Ademas, cuando se eligen experimentos con mas de diez niveles de
concentracion en relacion al analito de la matriz, por ejemplo, se corre el riesgo de una

sobrestimacion del mismo. (Quevauviller y Morabito, 2000).

5.2. Limpieza de material y medidas de seguridad

El material de vidrio, de plastico y otros utensilios empleados en los analisis, se
lavaron de acuerdo a los procedimientos sugeridos por Moody y Lindstrom (1977) para
evitar la contaminacion de las muestras; una vez lavados y secos, el material se

almacend en bolsas de plastico libres de Hg, hasta su utilizacion.

Los compuestos organicos del mercurio, y especialmente el metilmercurio, son
extremadamente téxicos en los seres humanos. Pueden causar dafios neurolégicos asi
como un mal funcionamiento de los rifiones. EIl contacto directo con la piel puede
conducir a la muerte (Lebel et al., 1988; Sanz-Landaluze et al., 2004). Por ello, cuando
se manipuldé el cloruro de metilmercurio (CH3HgCIl), para la preparacién de las
soluciones estandar; se realiz6 con la ropa adecuada y en la campana de extraccion de
gases. La disposicién de los desechos con mercurio, se hizo conforme la hoja de

seguridad del reactivo.

5.3. Reactivos, soluciones y material de referencia

Todos los reactivos usados fueron grado analitico. Las soluciones de HCI 6M y
HNO3; 8M se prepararon por dilucién, usando agua de calidad Milli-Q (18.2 mQ cm) y
utilizando los siguientes acidos: HNO; (65%, grado analitico, bajo en Hg- Merck), y HCI
(30%, Suprapur-Merck) respectivamente. Para la preparacion de la solucion de SnCls,
25% peso-volumen y 25% volumen-volumen de HCI, se usé SnCl, (grado analitico
normal o bajo en Hg, Merck). Para la preparacion de la solucion de dicromato de

potasio al 1% peso-volumen, se utilizé K,Cr,O; (grado analitico Merck).

Para las columnas de intercambio i6nico se utilizé resina DOWEX 1 x 8 (forma
Cl’, No. de mallal00-200). De acuerdo con la nomenclatura del fabricante, es una
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resina aniénica de una base fuerte, constituida por un copolimero de divinilbenceno
(DVB)- estireno con un 8% de DVB.

Para la preparacion de las soluciones estandar de metilmercurio se utilizé
cloruro de metilmercurio (CH3HgCI) grado analitico (Sigma-Aldrich), mas cominmente
representado como MeHgCI: se prepararon dos soluciones estandar primarias de 128 y
130 (10° pg Hg L, disolviendo la cantidad correspondiente MeHgCl en una mezcla de
acetona-agua (1% en volumen) y aforando a 50 mL. A partir de éstas, se prepararon
semanalmente soluciones estandar secundarias de 1000 ug Hg L™, las cuales se

mantuvieron en la oscuridad a 4°C aproximadamente.

En algunos analisis preliminares, fue necesario el uso de silicon antiespumante
(Merck), ya que se generaba espuma debido probablemente a la saponificacion de
acidos grasos y producia un descenso en la sefial de absorbancia en el
espectrofotometro de absorcién atbmica (Gomez-Ariza, 2004).

Se empled también, una solucion estdndar primaria de absorcion atémica de
cloruro de mercurio (HgCl,) (Sigma-Aldrich) 10° pg Hg L™, como estandar de mercurio
inorganico (Hg*?), haciendo las correspondientes diluciones, como se describe en la
metodologia.

El material de referencia certificado que se analizé fue el NIST-2977, el cual

corresponde a un tejido suave de mejillén y que fue obtenido de la National Bureau of
Standards de los Estados Unidos de América.
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5.4. Recoleccion, preservaciéon y tratamiento de muestras

54.1. Aves

La recoleccidon de las aves se llevo a cabo en las lagunas interiores del Estado
de Sinaloa, con la ayuda de cazadores deportivos. Se tramitd el permiso de la
SEMARNAT para la caza de las aves acuaticas en el area de estudio. Los organismos
se transportaron a baja temperatura (4° C) al laboratorio de Geoquimica y
Contaminacién Costera del Instituto de Ciencias del Mar de la UNAM, Unidad
Académica Mazatlan. La identificacion de las aves se realiz6 con la ayuda de guias de
campo (Jaques y Ollivier, 1960; Torres-Gémez et al., 1985; Peterson y Chalif, 1989).
En la tabla 4 se presentan los datos de las aves asi como las fechas y sitios de

recoleccion de las mismas.

Después de la identificacién, todos los organismos se lavaron con agua corriente
y Se pesaron en una balanza granataria. Las disecciones se realizaron con un bisturi de
acero inoxidable y se seleccion¢ tejido de musculo correspondiente a la porcion ventral
del organismo para su andlisis. Una vez hechas las disecciones, los tejidos se

mantuvieron congelados (< 4° C) hasta su liofilizacién.

Tabla 4. Datos de las aves recolectadas.

Especie Nombre No. de Peso Total Fecha de Sitio de recoleccidn
comun organismos Himedo (g) recoleccion
Phalacrocorax Cormoran 1 803.1 Feb./02 Chiricahueto, Sin.
brasilianus olivaceo
Pelecanus Pelicano 1 3750 Feb./00 Chiricahueto, Sin.
occidentalis cafe
Anas clypeata Pato 1 427.3 Feb./02 H. Caimanero,Sin
cucharén
Anas discors Cerceta 1 378.5 Mar./02 Ejido los Adobes,
clara Sin.
Pato
Aythya affinis boludo 1 734 Feb./02 Ejido Véazquez
Moreno, Sin.
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5.4.2. Peces

Los peces se recolectaron con la ayuda de pescadores de las costas de Sinaloa.
Los organismos se transportaron al laboratorio en bolsas de polietileno previamente
lavadas y cubiertas con hielo. Para la recoleccién de las especies se utilizd6 anzuelo,
linea o chinchorro, dependiendo de la especie. Se identificaron los peces por el
personal especializado del Laboratorio de Ictiologia de la Unidad Académica Mazatlan
del ICMyL/UNAM con la ayuda de claves de identificacion taxondmica (Fischer et al.,
1995). Los organismos se pesaron en una balanza granataria y se midi6 su talla desde
la boca hasta la aleta caudal (longitud total), con un ictibmetro. La diseccion del tejido se
realiz6 con un bisturi de acero inoxidable y se seleccioné tejido muscular
correspondiente a la porcion dorsal media del organismo, para su andlisis. Una vez
hechas la disecciones, los tejidos se mantuvieron congelados (< 4° C) hasta su
liofilizacion En la tabla 5 se presentan los datos biométricos de las especies
estudiadas, asi como los sitios y fechas de su recoleccién.

Las muestras de aves y peces se liofilizaron por 72 h a -49 °C y 133 x 10 mbar
y posteriormente se molieron con un mortero de agata automatico (Retsch) por 10
minutos. Las muestras una vez pulverizadas y homogenizadas se almacenaron en

bolsas de polietileno previamente lavadas para la etapa de extraccion.

Se sabe relativamente muy poco sobre la estabilidad del metilmercurio en
muestras biolégicas durante su almacenamiento. Las muestras humedas son
generalmente almacenadas en congelacién a bajas temperaturas, liofilizadas en la
oscuridad o, algunas veces, esterilizadas. En algunos organismos, el metilmercurio
puede descomponerse debido a congelaciones y descongelaciones repetidas de las

muestras (particularmente en bivalvos). (Leermakers et al., 2005).

5.5. Instrumentaciéon

La instrumentacion requerida en las diferentes etapas del andlisis fue la

siguiente: balanza digital Excell; balanza analitica electronica Sartorius CP224 S;

32



plancha de calentamiento Cimarec; agitador orbital Daigger; liofilizadora Labconco (72 h
a -49 °C y 133 x 10 mbar); Mortero automatico Retsch; lampara de luz ultravioleta de
100 W y un espectrofotometro de absorcion atdmica Varian SpectrAA-220 equipado con
un accesorio de generacion de vapor VGA-77.

Tabla 5. Datos de los peces recolectados.

Especie Nombre No. de Peso Total Longitud Fecha de Sitio de
comun organismos Humedo (g) total (cm) recoleccion  recoleccion
Gerres Mojarra 2 245- 262 22-23 Ene./04 Teacapan, Sin.
cinereus
Caranx Jurel 3 45 -72 14-18 Mar./04 Bahia de
caninus comun Topolobampo,
Sin.
Carcharhinus Tiburén 1 11 000 106 Dic./1998 Ensenada del
leucas chato Pabellén, Sin.
Lutjanus Pargo rojo 1 372 29 Jun./ 2003 Estero de
colorado Urfas, Sin.
Roncador Roncador 1 88 19 Mar./04 Bahia de
stearasii manchado Topolobampo,
Sin.
Haemulon Ronco 3 77-134 17.5-22 Nov./03 Laguna Santa
sexfasciatum almejero Maria, Sin.
Trachionotus ~ Pampano 1 285 30 Nov./03 Laguna Santa
paitensis paloma Maria, Sin.
Malacho
Elops affinis del 1 251 38 Nov./03 Laguna Santa
pacifico Maria, Sin.
Nematistus Papagayo 4 139-173 23-25 Mar./04 Bahia de
pectoralis Topolobampo,
Sin.
Pacifico oriental
Thunnus AtUn aleta 1 10, 000 * Jul./05 mexicano
albacares amarilla (20°, 07" N
120° 04" W)

*|a flota comercial responsable de la recoleccion de atunes, no determiné su longitud total.
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5.6. Analisis de mercurio total
5.6.1. Digestion

Se pesaron 0.25 gramos de tejido liofilizado y homogenizado, se agregaron 5
mL de HNOs3 concentrado en recipientes de teflon (Savillex) de cierre hermético. Se
dejaron en una plancha de calentamiento a 120 °C durante tres horas. Una vez frios los
recipientes de teflon, se vaciaron los contenidos a un recipiente de plastico
previamente lavado y se aforaron a 25 mL con agua Milli-Q. La digestion con un acido
fuerte tiene la finalidad de descomponer las muestras, oxidar y convertir cualquiera de
las formas orgénicas presentes a mercurio inorganico (Hg'®) (MESL, 1997). Se

guardaron las muestras digeridas hasta su deteccion.

5.6.2. Deteccion de mercurio total

Se tomaron 10 mL de cada solucion digerida para la deteccién de mercurio total,
se agregaron 2 mL de HNOg3, 200 pyL de K,Cr,O; y se aforaron a 20 mL Se prepar6 un
blanco y tres soluciones estandar de cloruro de mercurio (HgCl,) con 5, 10 y 20 g L™
para la curva de calibracion. Se leyeron las concentraciones en pg L™ de mercurio total
de las soluciones digeridas por espectrofotometria de absorcién atomica de vapor frio
(CV-AAS), de acuerdo al procedimiento de Hatch y Ott (1968), modificado por Loring y
Rantala (1995). Se realizaron dos determinaciones réplicas de mercurio total por cada
tejido.



5.7. Técnica para el andlisis de mercurio organico

5.7.1. Esquema general de la técnica analitica

La técnica analitica implementada para la deteccion de mercurio organico consta
de cuatro etapas generales: (1) extraccion acida, (2) la separaciéon del mercurio
inorgéanico por intercambio iénico, (3) la conversion del mercurio organico a mercurio
inorganico o divalente (Hg'®) mediante la fotoxidacién con luz ultravioleta y (4) la
deteccion por espectrofotometria de absorcién atomica de vapor frio (CV-AAS). En la

figura 2 se esquematiza la estrategia analitica realizada:

0.25 g de tejido

liofilizado
S— ]

A\ 4

Extracciéon con 10 mL
de HCI 6M (12-16 h), y
agitacion

y

Centrifugacion
a 3200 rpm por 10 min.

A

Extracto liquido w

Residuo sdlido + 5 mL HCI 6M
y
Intercambio lénico: o
Separacion del Hg*? > Hg

Hgoras
y

Fotoxidacion con
luz UV, (40-48 h)

Hg+2

y

Pretratamiento de
los extractos con
HNO3 Yy K>Cr,07

y

Detecciéon de Hgore
por CV-AAS

Figura 2. Esquema general de la técnica analitica para la cuantificacién de Hgore
en tejidos bioldgicos.
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5.7.2. Extraccion

Se pesaron de 0.2 a 0.25 gramos de material biolégico liofilizado vy
homogenizado en un recipiente de vidrio con tapa. Para la extraccion del mercurio
inorganico (Hg*™®) y mercurio organico (Hgors) Se agregaron 10 mL de una solucién de
HCI 6M y se adicion6 una cantidad de solucion estandar de MeHgCI, previamente
determinada, cubriendo el recipiente con papel aluminio (el almacenamiento en la
oscuridad es importante para evitar pérdidas de mercurio organico por fotoxidacion).
(May et al., 1987; Horvat, 1991; Barregard et al., 1993; MESL, 1997). Se dejan en
agitacion durante la noche (de 12 a 14 horas), como lo sugiere el método por adicién de
estandar, para que haya un tiempo adecuado de equilibrio y una adsorcién del
estandar (Quevauviller y Morabito, 2000). El extracto acido y el solido residual se
separan por centrifugacién a 3200 rpm, durante 10 minutos. El primer extracto se pasa
a la columna de intercambio i6nico y el sélido se centrifuga de nuevo con 5 mL de una
solucion HCI 6M, el segundo extracto se pasa también por la columna de intercambio

idnico y el residuo se desecha.
5.7.3. Intercambio i6nico

La separaci6on del Hg*? del Hgore, Se llevd a cabo mediante columnas de
intercambio i6nico, usando una resina Dowex 1x8 (forma ClI, no. de malla 100 - 200) en
la oscuridad. Antes de usarse la resina, se purificé y se acondicion6 cuidadosamente.
Para este proposito la resina de intercambio i6nico se enjug6 durante toda la noche, en
una solucion al 20% de HNO; y después de la decantacion del acido, se lavo la resina
con agua Milli-Q.

Para el acondicionamiento de las columnas, se adicioné la resina mediante una
pipeta a las columnas de vidrio hasta una altura de 1.5 cm (Fig. 3), colocando en el
fondo y en la parte superior tapones de lana de vidrio. Se lavaron las columnas
previamente, adicionando 10 mL de HNO3; 8M posteriormente se adicionan 10 mL agua
destilada y finalmente 10 mL de HClI 6M. Las columnas se envuelven con papel

aluminio. Se lavd de nuevo la resina adicionando en el siguiente orden: 10 mL de agua
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Milli-Q, 10 mL de HNOg3, 10 mL de agua Milli-Q y 10 mL de HCI para evitar posibles
contaminaciones durante la manipulacion de los materiales (MESL, 1997). Durante los

lavados se ajusta el flujo de cada columna a 1.5 mL min™ aproximadamente.

<4+—— Jext. 13mm

105 mm

Lana de vidrio

55 mm
<4—— Resina DOWEX (1.5 cm)

\

@ ext. 9 mm

Figura 3. Descripcién de las columnas de intercambio ionico.

El primero y segundo extracto se hacen pasar por la columna correspondiente. El
mercurio inorganico (Hg*) se adsorbe en la resina como complejo de cloro (HgCl:%)
debido al intercambio anidnico con el ion cloruro (Cl °) de la resina y el Hgorc Se eluye
principalmente como cloruro de metilmercurio (MeHgCl) (May et al., 1987; MESL, 1997).
Los efluentes de las columnas se colectaron en tubos de cuarzo y se aforaron a 20 mL

con agua milli-Q para proceder a su fotoxidacion.
5.7.4. Fotoxidacion

Con la finalidad de convertir el mercurio organico en (Hg*®) y poder detectarlo
mediante CV-AAS, los efluentes de las columnas colectados en los tubos de cuarzo, se

colocan en una camara de irradiaciéon UV, equipada con una lampara de luz ultravioleta
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de 100 Watts durante 40-48 horas (Fig. 4). Los tubos se colocaron en posicion
inclinada, con un angulo de 15° aproximadamente, en una gradilla de acrilico adecuada
para ello, a una distancia de 5-7 cm de la fuente de luz, con la finalidad de aumentar en
lo posible la superficie de la solucion irradiada. No obstante que el periodo de
irradiacion UV parece ser muy largo, este proceso tiene la ventaja de ser aun mas

eficaz que el método de digestion con HNO3; (May et al, 1987).

[ampara UV

5-7cm I i:j' tubo de
gradilla\‘[:l cuarzo

soporte

Figura 4. Camara de irradiacion de luz UV.

Para evitar pérdidas por evaporacion, los tubos se taparon con papel parafilm, y
un tapdén de vidrio, ya que durante las pruebas preliminares se observd que estos se
calentaban a unos 40°C aproximadamente debido a la proximidad de la lampara y habia

pérdidas del extracto por evaporacion.

5.7.5. Deteccion de mercurio organico

Se tomaron 5-10 mL de extracto y se adicionaron 2 mL de HNO3, 200 pyL de
KoCr,O7 y se aforaron a 20 mL. Se utilizaron diferentes volimenes de extracto,
dependiendo si el tejido analizado generaba espuma en el espectrofotdmetro. Se
dejaron por un minimo de cuatro horas antes de su deteccion, se hizo lo anterior con la
finalidad de estabilizar la solucion, ya que hay un consenso sobre los efectos positivos
de un bajo pH y una elevada fuerza i6nica para estabilizar las especies de mercurio en

solucion, particularmente cuando existen agentes oxidantes y complejantes evitando su
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deposicion en las paredes de los contenedores (Sanchez-Uria y Sanz-Medel, 1998).
De la misma manera, se preparé un blanco y tres soluciones estandar de cloruro de
mercurio inorgénico (HgCl,) con 5, 10 y 20 pg Hg L™ para correr y registrar la curva de

calibracion en el espectrofotometro de absorcion atémica.

La deteccion se realizd mediante espectrofotometria de absorcion atémica de
vapor en frio, de acuerdo al procedimiento de Hatch y Ott (1968), modificado por Loring
y Rantala (1995), cuyo principio consiste en descomponer la materia organica de la
muestra, con HNO3 y vaporizar el mercurio inorganico (Hg*?) de la solucion digerida
mediante la reduccién con cloruro estanoso (SnCl,) a mercurio elemental. EI Hg® en
forma de vapor fluye hacia la celda del espectrofotometro ayudado por una corriente de
gas nitrégeno como gas portador, donde se hace incidir un haz de luz ultravioleta y se
mide su absorbancia. ElI equipo mide la absorbancia y de acuerdo a la curva de
calibracidon previamente registrada con las soluciones estdndar, convierte la lectura en
concentracion de mercurio inorganico en pg Hg L™. Los flujos utilizados fueron los
siguientes: del agente reductor fue de 1 mL min™; del agua milli-Q de 1 mL min™ y del

extracto de la muestra a analizar fue de 8 mL min™.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Determinacion de la eficiencia de la resina en la columna de intercambio
ionico

Con la finalidad de verificar si la separacion del mercurio inorganico en las
columnas de intercambio i6nico era cuantitativa, se realizaron pruebas para
estimar la eficiencia de separacion de la resina. Se prepar6 una solucion estandar
de cloruro de mercurio (HgCl,) con una concentracién de 10 ng L* y se
adicionaron diferentes cantidades de esta solucion a 7 columnas de intercambio
ibnico, previamente lavadas y acondicionadas como lo indica la metodologia. Se
midieron las concentraciones conocidas de Hg*? antes y después de pasar por las
columnas mediante CV-AAS. La eficiencia de la resina para la separacién de Hg*?

se calculd de acuerdo a la siguiente férmula:

% Eficiencia =[pg de Hg*z(retenidos en la columna)/ pug Hg*z(antes de la columna)] * 100

Se obtuvo un promedio de los porcentajes de Hg*? retenido en las siete
columnas utilizadas, obteniendo un valor de 99.56%, por lo que se puede

considerar que es una separacién cuantitativa.

6.2. Optimizacion de la fotoxidacion

En las pruebas preeliminares, se observd que la fotoxidacién del mercurio
orgéanico en los extractos, variaba sensiblemente con la distancia a la cual se
colocaban los tubos de cuarzo de la lampara UV, asi como con el tiempo de
irradiacion. Por lo que se realizaron pruebas con un mismo tejido variando la
distancia y el tiempo de irradiacibn para determinar las condiciones

experimentales optimas.

Se realizaron pruebas usando tejido muscular del cormoran (Phalacrocorax
brasilianus) vy del pargo rojo (Lutjanus colorado). En la Figura 5, se muestran los

resultados que se obtuvieron con la fotoxidacion de los extractos del pargo.
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fotoxidacién de HQORG en extracto de tejido de
lutjanus colorado
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Figura 5. Fotoxidacion de Hgorc en extracto de tejido de Lutjanus

colorado auna distanciade 30 cm de la fuente de luz.

Cuando se incrementd el tiempo de exposicion de los extractos a la luz UV,
aumento significativamente la concentracion de Hg que se detectd en éstos, sin
embargo, los niveles de concentracién fueron muy bajos (Fig. 5), por lo que se
probd con el mismo tejido pero a una distancia de 5-7 cm de la fuente de luz (May
et al, 1987), como se describe previamente en la metodologia y se detecté una
concentracion maxima de mercurio organico a un tiempo de 48 horas ( Fig.6). Fue
necesario tapar los tubos de cuarzo para evitar pérdidas por evaporacién del
extracto ya que estos se calentaban aproximadamente a unos 40°C debido a la
proximidad de la lampara.

Durante estas pruebas también se observdé que los extractos que
generalmente presentaban mayores niveles de mercurio de un mismo tejido,
después de la fotoxidacion, eran aquéllas que no presentaban turbidez y no
generaban espuma en el espectrofotbmetro, es decir, aquéllos extractos que

probablemente habian sido oxidados en forma completa.
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fotoxidacion del HQORG en extracto de tejido de
lutjanus colorado
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Fig. 6. Fotoxidacion de Hgorc en extracto de tejido de Lutjanus
colorado auna distanciade 5-7 cm de la fuente de luz.

Las matrices de organismos marinos se caracterizan por elevadas
concentraciones de grasas (Gémez-Ariza et al., 2004), y cuando no se logra su
oxidacién completa se saponifican generando espuma, evitando asi la reduccion
del mercurio en la fase organica bajo las condiciones del método vy
consecuentemente su deteccion en el espectrofotémetro como vapor de Hg°®. Por
otra parte, las especies predominantes del mercurio a un pH bajo y a elevadas
concentraciones de cloruros (condiciones de los extractos), son el complejo
dicloromercurico (HgCl,) y el cloruro de metilmercurio MeHgCI, las cuales se
caracterizan por su elevada solubilidad en lipidos y por lo tanto son parcialmente
retenidos en los tejidos grasos de los organismos (Morel et al., 1998).

6.3. Curva de calibracion de las soluciones estandar de MeHgCIl y de las

matrices analizadas por adicién de estandares.

Para comparar los niveles de recuperacion de mercurio organico mediante
la técnica disefiada en soluciones estandar simples (estandar de MeHgCl en

solucion acetona-agua al 1%), con muestras ambientales reales, primero se
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construyé una curva aplicando la técnica para la determinacion de mercurio
organico a un blanco y tres soluciones de estandar cuyas concentraciones fueron
0.5,5y 10 ug Hg L™ como MeHgCl (Fig.7).

y = 0.0144x + 0.0016
r? = 0.9998

0.2
8 0.15
[
©
2 01
(@)
2 0.05
2 0.

0 v T T 1
0 5 10 15
ug L-1 [Hg]

Figura 7. Curva de calibracién de las soluciones estandar de MeHgClI.

Posteriormente, para la determinacion de las concentraciones de mercurio
organico en los diferentes tejidos seleccionados, a 0.25 gramos de muestra de
tejido problema, se adicionaron cantidades conocidas de estdndar de cloruro de
metilmercurio de acuerdo a los niveles de concentracibn de mercurio total
naturalmente presente en esta muestra. Es decir, para construir cada curva se
adicionaron diferentes cantidades del estandar a cinco muestras respectivamente

del mismo tejido.

Se procesaron mediante la técnica analitica completa para la deteccion de
mercurio organico en cada corrida, un blanco y diez muestras para construir dos
curvas. En las figuras 8a, 8b y 9, se muestran las curvas de calibracién que se
obtuvieron. Para la construccion de dichas curvas, se consider0 la lectura de la
absorbancia, respecto a la cantidad de estandar adicionado en pg Hg L™ como
MeHgCl.
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No obstante que el método por adicidon de estandar es una aproximacion
excelente al problema comdn de las interferencias de matriz, también presenta
numerosas desventajas: dificil de automatizar y por lo general se utilizan mayores
cantidades de muestra que en otros métodos. En términos estadisticos, su
principal desventaja es que es un método de extrapolacion y por consiguiente es
menos preciso que las técnicas de interpolacion (Miller y Miller, 1988). Debido a
gue se obtuvieron algunas curvas de calibracidon con desviaciones estandar muy
elevadas (Tabla 10), se repitieron las curvas de las cuales se disponia de tejido
suficiente para éstas pruebas (Gerres cinereus, Carcharhinus leucas, Trachionotus
paitensis, Nematistius pectoralis, Thunnus albacares y Pelecanus occidentalis).
Para la construccion de la curva 2 de estas especies, se increment6 el nimero de
puntos y se adicionaron de nuevo soluciones estandar al tejido en cuestion,
dentro del intervalo de concentracién donde la curva 1 se comporté linealmente,

con la finalidad de mejorar la precision (Miller y Miller, 1988).
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Figura 8a. Curvas de calibraciéon por adicion de estandares de MeHgCl a
extractos de musculo de las especies de los peces estudiados.

45



Thunnus albacares
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Figura 8b. Curvas de calibracion por adicién de estandares de MeHgCl a

extractos de musculo de las especies de los peces estudiados.
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Pelecanus occidentalis
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Figura 9. Curvas de calibracion por adicion de estandares de MeHgCl a
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extractos de musculo de las especies de las aves estudiadas.
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6.4. Célculos de las concentraciones de mercurio total y mercurio orgénico.

Para describir como se obtuvieron las concentraciones de Hgr Y Hgorc S€
muestran los calculos en las especies: Gerres cinereus y Phalacrocorax

brasilianus:

a) Gerres cinereus

En las dos determinaciones Hgr que se realizaron, las concentraciones
detectadas fueron 6.782 y 4.056 ug L. El volumen de la solucién (Vol) que se
analiz6 fue de 0.020 L. El factor de dilucién (FD) del extracto fue de 2.5 y el peso
de tejido liofilizado fue de 0.25 g. La expresion que se utilizé para los calculos fue

la siguiente:

[Hg] = (ug L™ (Vol) (FD))/gramos de tejido seco

Las concentraciones que se obtuvieron Hgr fueron 1.356 y 0.932 ug g™

respectivamente, por lo que la media y la desviacién estandar fueron,

[Hgr] = 1.144 £ 0.30 g g*

Para obtener la concentracion de Hgors, Se calculd por el método de

adicion de estandares y por curva directa.
Adicion de estandares: para Gerres cinereus la ecuacion de la curva fue
y =0.012 x + 0.029, por lo que despejando x cuando la abscisa tiene un valor de

cero (absorbancia), y considerando solo el valor absoluto:

Xx=0.029/0.012=2.42 ug L™
Donde X = [Hgora] €n la solucién
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Si el volumen de la solucion analizada fue de 0.025 L (Vol), el factor de dilucion
(FD) del extracto fue 4 y 0.25 los gramos de tejido liofilizado que se utilizaron, se
aplico la siguiente expresion:

[Hgore] = (g L™) (Vol) (FD))/gramos de tejido seco

[Hgore] = 0.968 + 0.169 g g

El célculo de las desviaciones estandar a partir de los experimentos de

adicion se describe en la seccién 6.7.

Curva directa: cuando no se agreg6 solucion estandar al tejido, la
absorbancia fue de 0.0281 (restada la lectura del blanco), por lo tanto,
sustituyendo en la ecuacién de la curva de calibracion de soluciones estandar
(curva directa) de la figura 7, la concentracion de Hgore fue:

0.0281 =0.0144 x + 0.0016
Despejando el valor de x, que representa la concentracién de Hgore:
x = (0.0281 — 0.0016)/ 0. 0144 = 1.84 ug L™
Si el volumen de la solucién analizada fue de 0.025 L, el factor de dilucién (FD) fue
de 4 y los gramos de tejido liofilizado que utilizaron fueron 0.25, se aplicd la
férmula anterior como en los calculos por adicién de estandares:

[Hgore] = 0.736 + 0.438 ug g™

La determinacién de la desviacion estandar por curva directa se describe en

la secciéon 6.6.2.
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b) Phalacrocorax brasilianus

Para el calculo de Hgr se obtuvieron las siguientes lecturas en el
espectrofotémetro: 7.321 y 6.822 ug L™, el volumen de la solucién analizada, que
fue de 0.02 L, el factor de dilucion del extracto fue de 2.72 y los gramos de tejido
liofilizado fueron 0.27 y 0.24 en las dos determinaciones. Respectivamente. Se

aplicé la misma expresién que en la seccion anterior, obteniendo,

[Hgr] = 1.487 +0.008 ug g*

Adicion de estandares: Se tiene que la ecuacion de la curva de
calibraciéon correspondiente es y = 0.0122 x + 0.0213, por lo que despejando X
cuando la abscisa tiene un valor de cero (absorbancia), y considerando solo el
valor absoluto....

x =0.0213/0.0122 = 1.7459 pg L™

Donde X = concentracion de Hgore €en la soluciéon

Si el volumen de la solucién analizada fue de 0.025 L, el factor de dilucion fue de
4,y los gramos de tejido liofilizado que se utilizaron, fueron 0.25g, entonces

[Hgore] = 0.698 + 0.069 g g

El céalculo de las desviaciones estandar a partir de los experimentos de adicion se
describe en la seccion 6.7.

Curva directa: cuando no se agreg6 solucion estandar al tejido, la
absorbancia fue de 0.02 (restada la lectura del blanco), por lo tanto, a partir de la
ecuacion de la curva directa y = 0.0144x + 0.0016, la concentracion de Hgorc que
se obtiene es de:

0.02 =0.0144 x + 0.0016

Despejando el valor de x:
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x = (0.02 — 0.0016)/ 0.0144 = 1.277 pg L™

Si el volumen de la solucién analizada fue de 0.025 L, el factor de diluciéon de 4 y

0.25 los gramos de tejido seco que se utilizaron, entonces,

[Hgora] = 0.511 + 0.052 ug g™

Las concentraciones de Hgr y Hgore €n estas especies y en el resto de
las especies analizadas se obtuvieron mediante los mismos calculos y se

muestran en la tabla 6, en la seccidn siguiente.

6.5. Concentraciones de mercurio organico y mercurio total en los

organismos estudiados

En la Tabla 6, se muestran las concentraciones obtenidas de mercurio total
y de mercurio organico de cada una de las matrices, tanto por el método de

adicion de estandar como por curva directa.

Las concentraciones relativas de metilmercurio o mercurio organico en
musculo de peces varian por lo general, entre un 60 y 100 % (May et al., 1987;
WHO, 1989; Storelli et al.,, 2002). Para cuantificar la diferencia en la
bioacumulacién del mercurio inorganico y el mercurio organico en las primeras
etapas de la cadena tréfica, se necesitan considerar tres factores: Las
concentraciones relativas de Hg*? y MeHg, la proporcién de cada especie en su
forma lipida permeable, HgCl, y MeHgCl y la eficiencia de asimilacion de los
organismos herbivoros. Aun en aguas oceénicas, donde la concentracién de Hg*?
es relativamente mas elevada que la concentracion de MeHg, el mercurio organico
es mayormente bioacumulado en los organismos herbivoros que el mercurio
inorganico (Morel et al., 1998). Adicionalmente, la transferencia eficiente del
MeHgCl a través de los elevados niveles de la cadena alimenticia, parece
deberse a su solubilidad en lipidos, lo cual permite su parcial retencién en los
tejidos grasos de los organismos. En peces, sin embargo, los niveles de MeHg en
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tejido muscular es mas importante que en lipidos, evidenciando que la
bioacumulacidon de este no puede explicarse solo por su liposolubilidad. En el caso
de peces, parece haber una elevada especificidad de las paredes del intestino por
la absorcion del MeHg. ElI metilmercurio es reabsorbido en un proceso
denominado recirculacion enterohepéatica (Gordon y Skett, 1986), lo cual ocasiona
una retencidon de mercurio en los organismos durante largos periodos. Ademas, el
metilmercurio es conocido por su afinidad por los grupos nucleofilicos en enzimas
involucradas en las sintesis proteicas, reacciona con los aminoacidos que
contienen el grupo sulfhidrilo (-HS), como la cisterna con el plasma (Dixon y
Jones, 1994). El complejo de metilmercurio se forma a partir de la hidrdlisis del
glutation como cisteina, la cual es un constituyente de este péptido. La estructura
de este complejo de cisteina es muy parecida a la de un gran amino&cido neutral,
como la metionina (Clarkson, 1994).

Para el calculo de las concentraciones relativas de mercurio organico que
muestran en la tabla 7, se utilizaron los datos de concentracion obtenidos por el
método de adicién de estandares, en razén de que es el método que produce las
concentraciones mas exactas, como se discute en las secciones siguientes. En
esta tabla se observa que de las diez especies de peces analizadas, siete estan
dentro de este intervalo y solo tres presentaron un porcentaje menor de mercurio
organico. Considerando que las concentraciones relativas fueron calculadas con
el valor de las concentraciones medias en cada tejido, estas concentraciones
pudiesen ser un poco mas elevadas que las estimadas, si tomamos en cuenta las
desviaciones estandar. En aves, también se ha encontrado en tejido de musculo
principalmente metilmercurio o mercurio organico (Thompson et al., 1991;
Houserova et al., 2006). En el caso de las cinco especies de aves analizadas, en
este estudio, tres presentaron mayormente mercurio organico (Pelecanus

occidentalis, Anas clypeata y Aythya affinis).
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Tabla 6. Concentraciones de mercurio organico y mercurio total en el tejido
muscular de diversas especies de peces y aves.

Mercurio total Mercurio orgénico

(g g™) (g g™)
Especies
X+D.E. Por adicion de por curva directa
(n=2) estandares
(n=5) X+D.E.
Peces
Gerres cinereus 1.146 + 0.30 *0.912+ 0.155 *'1.245+ 0.438
Caranx caninus 0.786+ 0.175 **0.809 + 0.291 0.475
Charcharinus Leucas 2.490 +0.798 1.109 £ 0.213 *2.149+ 1.199
Lutjanus colorado 0.707+ 0.705 **(0,236 + 0.071 0.153
Roncador stearnsii 1.106 + 0.154 **%1,094 £ 0.361 0.931
Haemulom sexfasciatum 2.412 +0.088 **1.604 + 0.176 1.340
Trachionotus paitensis 1.077 +0.127 0.957 +0.124 *1.187+ 0.767
Nematistius pectoralis 1.837 +0.083 *0.885 + 0.176 *1.258+ 0.619
Elops affinis 1.335+ 0.108 ***1,790 + 0.377 0.790
Thunnus albacares 0.807+0.72 *0.852 + 0.060 *'1.064 £ 0.062
Aves
Phalacrorax brasilianus 1.487 + 0.008 0.698 + 0.069 *0.511+0.052
Pelecanus occidentalis 2.854 + 0.027 2.680 + 0.262 *'2.776+£0.693
Anas clypeata 0.473 + 0.447 ***0.512 + 0.379 0.373
Anas discors 0.766 + 0.073 0.200 +0.147 0.049
Aythya affinis 1.057 +0.273 0.643 +0.048 0.885

*N=6; **n=4; **n=3 *'n=2
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Tabla 7. Porcentajes de mercurio organico en las aves y peces estudiados.

Organismo % HgORG

Peces
Gerres cinereus 79.6
Caranx caninus 100
Carcharhinus Leucas 44.5
Lutjanus colorado 334
Roncador stearasii 98.9
Haemulom sexfasciatum 66.5
Trachionotus paitensis 92.6
Nematisitius pectorales 48.2
Elops affinis 100
Thunnus albacares 100

Aves
Phalacrocorax brasilianus 47.0
Pelecanus occidentales 93.9
Anas clypeata 100
Anas discors 26.1
Aythya affinis 60.8

6.6. ParAmetros Analiticos

6.6.1 Linealidad

El método presentd buena linealidad en las curvas, en todo el intervalo de
concentraciones adicionadas del estandar de MeHgCl en cinco especies:
Charcharhinus leucas (0 - 5 pyg L™) , Lutjanus colorado (0 - 10 pg L™), Haemulom
sexfasciatum (0 - 8 pg L™Y), Roncador stearasii (0 - 8 ug L) y Nematistius
pectoralis (0 - 9 pg L™), mientras que en Thunnus albacares y Elops affinis solo
hubo linealidad de 0 a 5 ug L™ del intervalo total de concentraciones adicionadas.
En Gerres cinereus el método presentd linealidad de 0 a 2 pg L* y en
Trachionotus paitensis de 0 a 8 yg L™. El método presenté buena linealidad en los
niveles de concentracién de MeHgClI en que fueron adicionadas todas las matrices
de aves, excepto en Anas discors que presenté linealidad solo en el intervalo de 0
a4 ug L™* (Fig. 8a, 8b, 9).



6.6.2. Precision y limite de deteccién (por curva directa).

La precision se define como el grado de concordancia entre mediciones
repetidas de una misma cantidad de muestra en una o varias corridas (Miller y
Miller 1988). EIl calculo de la precision es para evaluar la reproducibilidad de los
valores obtenidos en una misma muestra a través del seguimiento de la técnica

desde los pasos iniciales.

El limite de deteccion se define como la concentracidn mas pequefa de un
analito que puede detectarse con certeza razonable (Jonson y Maxwell, 1981)
generalmente calculada como dos o tres veces la desviacién estandar del ruido
del fondo del instrumental (Van Loon, 1980). Para este analisis se seleccioné
tejido de una ave (Phalacrocorax brasilianus) y se realizaron seis determinaciones
de mercurio organico en una corrida de la técnica analitica completa. Los valores
de absorbancia leidos se presentan en la Tabla 8. Se convirtieron a g gcon la
curva de calibracién de las soluciones estandar (Fig. 7), restando antes la lectura
del blanco a cada una de ellas. La reproducibilidad o desviacién estandar de los
andlisis realizados al misma tejido fue de 0.163 ug Hg L™ y el limite de deteccién
(dos veces la desviacién estandar) de 0.326 pg L™ o bien, 0.052 y 0.104 ug Hg g°

! de peso seco de muestra, respectivamente.

También se calcularon las desviaciones estandar por curva directa de seis
tejidos (G. cinereus, C. leucas, T. paitensis, N. pectoralis y P. occidentalis) a partir
de dos determinaciones independientes de mercurio organico. Los resultados se

muestran en la tabla 6.
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Tabla 8. Precision y limite de deteccidn para la cuantificacién de Hgorc €n el

tejido de Phalacrocorax brasilianus por curva directa.

No de determinaciones Absorbancia Concentracion de Hgors (Mg L™)

1

o o~ W DN

Promedio
Desviacion Estandar

Limite de Deteccién

0.0233
0.0221
0.0286
0.0233
0.0258
0.0223

1.5069
1.4236
1.875
1.5069
1.6806
1.5486
1.5903
0.16286
0.32572

6.6.3. Validacién de la Técnica (Exactitud)

La exactitud se define como la proximidad al valor verdadero de un

estdndar o muestra conocida cuya matriz debe ser similar a la de las muestras a

analizar (Miller y Miller, 1988). Se estima a partir del analisis de éste estandar o

muestra conocida y de su comparacion con los valores obtenidos del analisis de

las muestras problema. La exactitud se mide en términos de porcentaje de

recuperacion (%R) que se calcula de acuerdo a la siguiente férmula:

%R = (valor medido/valor de referencia) x 100

A partir de la curva de calibracion por adicion de estandar que se obtuvo en

el andlisis del material de referencia utilizado (Fig.10) y de la curva de calibracion

de las soluciones estandar de MeHgCI (Fig. 7), la cual se ha denominado en el

presente trabajo, curva directa, se realizaron los siguientes calculos:
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SRM NIST-2977 y=0.0128x +0.0023
R?=0.9926

0.012 -

0.01 -
0.008 -
0.006 -
0.004 -
0.002 *

O T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8

[Ha] (ug L)

absorbancia

Figura 10. Curva por adicion de estandares del material de
referencia certificado NIST-2977.

a) Por adicion de estdndares: En la curva de la figura, si se prolonga la recta
hasta que se intercepte con la abscisa (cuando la absorbancia es cero), se obtiene
el valor negativo de la concentracion de Hgorc €n el extracto de la muestra

analizada, si se toma solo el valor absoluto entonces:

Cuando y=0.... x = 0.0023/0.0128 = 0.1797 ug L™

Donde X = concentracion de Hgore €n el extracto

Puesto que el factor de dilucion (FD) fue de 2, el volumen (Vol) de la solucién
analizada fue de 0.02 L y 0.2 los gramos de tejido del material de referencia
utilizado, entonces,

[Hgore] = (ug L*)(FD) (Vol)/0.2 g = 0.03592 pg g*

Aplicando la formula para el % de recuperacion expresada anteriormente,
sabiendo que el valor que se reporta para el material de referencia analizado,
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NIST-2977 que corresponde a tejido de mejillén es de 0.0362+ 1.7 ug de MeHg

(Hgorc) como Hg /g de peso seco, se obtiene:

% R =(0.03592 /0.0362) x 100 = 99.2 %
b) Por curva directa: Cuando no se agrega solucién estandar al material de
referencia (x=0), la lectura correspondiente de absorbancia es de 0.00233
(restada la lectura del blanco), por lo tanto, usando la curva de calibracion directa
de la figura 7:

0.00233 =0.0144 x + 0.0016

Despejando x x = (0.00233 — 0.0016) /0.0144 = 0.0507 pg L™
Haciendo los mismos célculos por dilucién del extracto,

[Hgore] = (ug L™) (FD) (Vol)/0.2 g = 0.01014 pg g™
Con lo cual se obtiene un % de recuperacion de:

% R =(0.010140/0.0362) x 100 = 28.01%

En la Tabla 9 se resumen los resultados, tanto por el método de adicion

estandares como por curva de calibracién directa.

Tabla 9. Porcentajes de recuperacion de mercurio organico en el material de

referencia.
Material de referencia Valor de Por adicion de Por curva
referencia (ug g')  estandar (ug g™ directa
(Lgg)
NIST-2977 0.0362 +1.7 0.03592 0.01014
(Tejido suave de mejillon)
% recuperacion 99.2% 28.01%
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6.7. Andlisis estadistico y tratamiento de los datos

Con la finalidad de hacer un andlisis comparativo de los dos métodos (curva
directa y adicibn de estandares), se realizd la prueba estadistica de la
comparaciéon de medias de dos muestras, en siete de los quince tejidos analizados
y de los cuales se obtuvo el dato de desviacién estandar por ambos métodos
(Miller y Miller, 1988). La aceptacion (texp < t tesrica) de la hipétesis nula (Ho) implica
gue las concentraciones de mercurio organico obtenidas por curva directa y por
adicion de estandares, pertenecen a la misma poblacion de datos, es decir, se
requiere probar si la diferencia de medias (x; — x2) es significativamente diferente
de cero. Se asume que las desviaciones estandar pertenecen a poblaciones
distintas, por lo que se emplearon las ecuaciones:

t = (Xe-x2)/ (312/n1+522/n2)1’2

Donde el nimero de grados de libertad, se obtienen de la siguiente expresion:

G.L. = {(s1¥n1+52°/n)?/ [(12/n)?Ina+1]+ [(82°/ng)%Ing+1] } - 2

Para el calculo de las desviaciones estandar o los intervalos de confianza
de los datos de concentraciones de mercurio organico obtenidas mediante la curva
por adicion de estandares de los tejidos estudiados, se utilizaron las siguientes
ecuaciones (Miller y Miller, 1988):

sxe = Syx/b {1/n + y?b? ¥ (xi-x)?}2

Donde sye=desviacion estandar de extrapolacién del valor de concentracion

de HgORG-

Syix = €s un estadistico que representa la desviacion estandar de los valores
de la absorbancia experimentales, con respecto a los valores de absorbancia

obtenidos con la ecuacion de regresion y se calcula mediante la ecuacion:
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— 2 1/2
syx={ % (vi-y) n-2 }
b= es la pendiente de la ecuacion de la regresion
n= es el numero de datos de la curva

Y (x-X)’= es la suma de las diferencias al cuadrado de las concentraciones de los

estandares adicionados de MeHgCl, respecto a la media de estos valores.

Para el calculo de los limites de confianza de los valores obtenidos de las
concentraciones de Hgorsc para cada matriz, no se consideré el valor del
estadistico t. Los resultados se muestran en la tabla 10. Como se explicé en la
seccion 6.3, se repitieron las curvas para ciertos tejidos donde se obtuvieron
desviaciones estandar elevadas y habia cantidad suficiente de estos. Donde se
tenian dos curvas por tejido, se seleccioné la curva con menor desviacion
estandar, salvo en los casos de T. paitensis y N. pectoralis, las cuales presentaron
desviaciones ligeramente mayores en la segunda curva, pero se seleccionaron
estas debido a que tienen un mayor numero de datos que por lo general conducen
a un valor mas exacto de concentracion. En las segundas curvas, se incremento
el nUmero de puntos dato y se ajusto al intervalo de linealidad que presentaron las

matrices en las primeras curvas.
En la Tabla 11 se muestran los resultados de los valores del estadistico t

tedrico y experimental, para la prueba de hipétesis. Los valores criticos se

obtienen de la distribucion t-Student para una probabilidad del 90%.
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Tabla 10. Concentraciones de mercurio organico obtenidas mediante los
experimentos de adicién de estandares, con la desviacion estandar y los
coeficientes de variacién correspondientes.

Concentraciones de Hgores (Mg g'l)

Especie curva 1 CV/(%) curva?2 CV(%)
Peces
Gerres cinereus 0.968+0.179 18.5 0.912+0.155  17.0
Caranx caninus 0.809+ 0.291 36.0
Carcharhinus leucas 1.387+ 0.495 35.7 1.109+0.213  19.2
Lutjanus colorado 0.23610.71 30.1
Roncador stearasii 1.094+ 0.361 33.0
Haemulom sexfasciatum 1.604+0.176 11.0
Trachionotus paitensis 1.068+ 0.085 8.0 0.957+0.124  13.0
Nematisitius pectoralis 0.666+ 0.165 24.8 0.885+ 0.176 19.9
Elops affinis 1.790+ 0.377 211
Thunnus albacares 0.884+0.512 57.9 0.852+0.060 7.0
Aves
Phalacrocorax brasilianus 0.698+ 0.069 9.9
Pelecanus occidentalis 2.593+0.380 14.7 2.680+0.262 9.8
Anas clypeata 0.512+ 0.379 74.0
Anas discors 0.200+ 0.147 73.5

0.643+ 0.048 7.5

Aythya affinis

De la Tabla 10, se observa que las concentraciones de mercurio organico
obtenidas por los dos métodos, de las siete especies, dos presentaron diferencias
significativas (Thunnus albacares y Phalocrocorax brasilianus). En el resto de los
tejidos, las concentraciones de mercurio organico, no presentaron diferencias
significativas. Sin embargo, cabe hacer notar que, con excepcién del P.
brasilianus, en el cual se obtuvo la desviaciébn estandar a partir de seis
determinaciones independientes (por curva directa), en el resto de las especies,
las desviaciones se obtuvieron a partir de dos determinaciones. En los dos tejidos

antes mencionados, que presentaron diferencias significativas, los datos de las
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desviaciones estandar que se calcularon para cada método fueron menores en

relacion a los demas tejidos.

Tabla 11. Valores criticos tedricos y experimentales de la distribucion t-
Student, para la prueba de hipétesis: comparacién de dos medias.

t tedrico con

Organismo t exp P(90%) Ho
Peces

Gerres cinereus 0.042 6.31 se acepta
Carcharhinus leucas 2.21 6.31 se acepta
Trachionotus paitensis 1.42 6.31 se acepta
Nematisitius pectoralis 0.146 6.31 se acepta
Thunnus albacares 5.2 1.94 se rechaza
Aves

Phalacrocorax brasilianus 5.35 1.83 se rechaza
Pelecanus occidentalis 1.16 6.31 se acepta

6.4. Confiabilidad y calidad analitica

Realizando un andlisis comparativo de cada uno de los parametros
analiticos de la estrategia completa disefiada, en relacion a otras técnicas
desarrolladas, y considerando que es una técnica no cromatografica, se puede
decir que los datos obtenidos tienen una calidad aceptable; por la siguientes

razones:

(a) Exactitud: Mediante la técnica empleada se obtuvo un buen nivel de
recuperacion del material de referencia NIST-2977 (99.2%) por el método de
adicion de estandar, considerando que en diversos trabajos en la literatura, se
reportan niveles de recuperacion similares o menores en la cuantificacion de
mercurio organico (Ubillis, 2000; Quevauviller y Morabito, 2000). Ademas, la
concordancia con los niveles de mercurio total encontrados en los mismos tejidos
analizados mediante la técnica ampliamente conocida y aplicada de Hatch y Ott
(1968), modificado por Loring y Rantala (1995), confirman la validez de los niveles
de concentracion de Hgorc detectados mediante la técnica analitica propuesta.
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(b) Precision: No obstante que el método por adicién de estandar produce
desviaciones estandar elevadas; se considera que estos valores son aceptables,
ya que del total de tejidos analizados, solo dos presentaron coeficientes de
variacion elevados: de mas del 70% para Anas discors y para Anas clypeata; en el
resto de los tejidos, los coeficientes fluctuaron entre un 7 y 36 %
aproximadamente. La media de las concentraciones de mercurio organico de
todos los tejidos analizados fue de 0.999 pg g* como Hg y la media de las
desviaciones estandar fue de 0.194 pg g™ (peces: 1.024 + 2.00 ug g, aves: 0.947
+ 0.181 pg g™). Otros trabajos han registrado coeficientes de variacién alrededor
del 60% o mas en algunos casos, en la medicion de metilmercurio o mercurio
orgénico (Storelli et al., 2005; Houserova et al., 2007). Por otra parte, al repetir las
curvas por adicibn de estandares, se obtuvieron concentraciones de Hgore,
relativamente cercanas a las obtenidas con las primeras curvas y las desviaciones
por lo general disminuyeron (Tabla 10). Por curva directa se obtuvo una precision
de 0.052 ug Hg g* de muestra, como MeHgCl y un CV del 10%.

c) Limite de deteccidon: El limite de deteccion (LD) calculado como dos
veces la desviacion estandar que se obtuvo por curva directa, fue de
aproximadamente 0.104 pg de Hgors g™ de tejido seco o bien de 0.3257 pg de
Hgore L™. Este valor es menor, en relacién con algunos limites de deteccién
reportados en la literatura, sin embargo existen diversas técnicas analiticas
basadas en una separaciéon cromatografica muy sensibles, con limites de
deteccion del orden de picogramos (Tabla 3). El LD calculado en la presente
metodologia, permite detectar niveles de mercurio organico que estan por debajo
de los valores limite de riesgo (entre 0.4y 2 ug g™ de peso himedo), establecidos
por las regulaciones internacionales para consumo de peces y otros organismos
marinos (Storelli et al, 2002; Gémez-Ariza et al., 2004; Syr-Song et al., 2004).

63



6.9. Comparacion de los niveles de mercurio organico en organismos, en

relacién a otros estudios.

En la tabla 12, se presentan niveles de concentraciones de mercurio
organico o metilmercurio, de algunos tejidos de musculo de peces pelagicos de
diversas localidades reportados en la literatura y se presentan también, las
concentraciones de mercurio organico determinadas en este estudio, de algunas
especies de peces, Unicamente con la finalidad de hacer una comparacion
cualitativa de los valores. Esto es en razdn de que no se podria realizar algin
analisis estadistico, ya que solo se analizdé un solo tejido por especie. En esta
tabla se puede observar que los niveles encontrados en este estudio estan por
debajo de los encontrados en peces de otras zonas, sin embargo, los niveles
encontrados de mercurio organico son moderadamente elevados (0.236-1.79 ug g°
! de tejido seco, como Hg), por lo que es necesario realizar estudios mas amplios
sobre la dinamica y distribucién del mercurio organico o metilmercurio en agua,

biota y sedimento en las zonas costeras de Sinaloa y en general de nuestro pais.

No obstante que existen muchos trabajos de cuantificacién de mercurio total
en diversos tejidos de aves piscivoras en la literatura, hay pocos datos
disponibles de metilmercurio o mercurio organico en tejido de muisculo de aves, en
diversas zonas geograficas (Henny et al., 2002, Fournier et al., 2002, Heinz y
Hoffmann, 2004, Houserova et al., 2006). Houserova et al., (2007), realizaron un
estudio de niveles de metilmercurio en tres especies de aves (Buteo buteo,
Podiceps cristatus, Phalacrocorax carbo) en un ecosistema acuatico de Zahlinice
en la Republica Checa, en tejidos de musculo, intestino, higado y rifién. Los
contenidos relativos de MeHg en los tejidos de musculo estuvieron entre el 71.3%
y el 93.7%. Los valores medios de las concentraciones de MeHg en los tejidos de
muasculo de variaron entre 1.017 pg g (Buteo buteo) a 3.036 g g*de peso seco
(Phalacrocorax carbo adultos), como Hg.



Tabla 12. Niveles de mercurio organico encontrados en tejidos de peces

pelagicos en diferentes zonas geograficas.

Concentracion Jg g™ peso seco

Especies Localidades Hgore
media + D. E. rango
Merlangus merlangus Mar Béltico® 0.027 + 0.006 0.0198 - 0.0403
Xiphias gladius Chile? 6.05 + 0.065 5.99 -6.118
Galeus melastomus Mar Adriatico (Italia)3 2.11 £ 0.960 0.470 -3.70
Galeus melastomus Mar Egeo® 1.55+£1.23 0.58 - 4.32
Merluccius merluccius Mar Jénico (Grecia)® 0.090 £ 0.070* n.d.- 0.30
Merluccius merluccius Mar Adriatico (Italia)4 0.160 + 0.100* 0.040- 0.048
Costa de
Carcharhinus leucas Sinaloa(México)5 1.109 + 0.213 -
Costa de
Thunnus albacares Sinaloa(México)5 0.852 + 0.060 -
Costa de
Haemulon sexfasciatum Sinaloa(México)5 1.604 + 0.176 -

n.d.= no detectable, 1May K. et al,(1987); 2 Ubillis et al.,2000; 3 Storelli et al., 2002c; 4 Storelli et al., 2005; 5

Este estudio.

Esta ultima especie de cormoran presentd los mayores niveles de MeHg.
De acuerdo con Boening (2000), el cormoran doble cresta, parece ser de las
especies que mas eficientemente acumulan elevados niveles de mercurio. En el
presente estudio, las dos especies que presentaron los mayores niveles de
mercurio organico fueron el Phalacrocorax brasilianus y Pelecanus occidentalis
(Tabla 6), que son aves piscivoras. En el resto de las especies analizadas (Anas
discors, Aythya affinis y Anas clypeata), las cuales son omnivoras, los niveles
fueron menores. Las concentraciones de mercurio organico encontrados en el
tejido muscular en las aves del ecosistema acuético de Zahlinice, fueron mayores
gue los encontrados en este estudio. Los concentraciones relativas de Hgorc

estuvieron entre 26.1 y 100%.
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7. CONCLUSIONES

(1) La técnica analitica que se propone en el presente trabajo para la
cuantificacion de mercurio organico en muasculo de aves y peces, es un método
confiable. Los parametros analiticos (exactitud, precision y limite de deteccion)
gue se obtienen en relacion a otros que se han publicado mediante diversos
métodos para la cuantificacion de metilmercurio o mercurio orgénico, asi lo
confirman. Considerando que es una técnica no cromatogréfica, el limite de
deteccion, la exactitud, y las desviaciones estandar estan en un nivel aceptable.
Esto es, un porcentaje de recuperaciéon cercano al 100% del material de
referencia; un limite de deteccién menor a los valores de riesgo de contaminacién
por mercurio y desviaciones estandar que permiten que los resultados sean

reproducibles.

(2) La técnica propuesta tiene un bajo costo en relacién a otras técnicas que
requieren separaciones cromatograficas (GC o HPLC) y una deteccién con
espectrometria de masas (MS), o fluorometria (AFS).

(3) La presente técnica permite la deteccion del mercurio organico, como mercurio
inorgéanico, mediante espectrofotometria de absorcién atémica con generacion de
vapor en frio (CV-AAS). Este tipo de deteccidon es ampliamente utilizado en los
laboratorios ambientales, por lo que esta técnica es factible de ser implementada
con relativa facilidad. También, el hecho de manipular el mercurio organico como
inorganico implica una mayor estabilidad del mercurio y consecuentemente,

menores riesgos para la salud durante la ejecucién de la técnica.

(4) Puesto que es un método por lotes o grupos de muestras, es posible flexibilizar
los tiempos de uso del espectrofotometro. Una vez estabilizados los extractos con
acido nitrico y dicromato de potasio, permite el almacenamiento de extractos
durante un cierto tiempo (dias a semanas) y asi analizar un mayor namero de

muestras en una sola corrida.
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(5) Entre las desventajas de la técnica estan que el tiempo de analisis es largo y
consecuentemente la probabilidad de errores en la ejecucion de la misma es
elevada. Asi mismo, no se pueden obtener resultados en tiempo real.

(6) Otras de las desventajas de la técnica, es que es una técnica de aproximacion
no cromatografica y por lo tanto, no se puede cuantificar metilmercurio, sino
mercurio organico. No obstante que en peces, se ha demostrado que los niveles

son equivalentes o aproximadamente iguales.

(7) Cuando es necesario emplear el método por adicion de estandares para
compensar las interferencias de matriz, el tiempo y el costo del analisis se

incrementa, asi como cantidades de muestra que se requieren.

(8) EIl tipo de matriz es fundamental en la calidad de los resultados, por ello es
necesario realizar andlisis previos para cuantificar el mercurio total, con la finalidad
de disefar adecuadamente los experimentos de adicién de estandares, en caso
de ser necesario, ya que no todas la matrices presentan interferencias. Asi mismo,
la determinacion previa de mercurio total, permite contar con el esquema de

especiaciéon completo (formas organica e inorganica del mercurio).

(9) Las especies que presentaron diferencias significativas entre las
concentraciones de mercurio organico obtenidas por curva directa y adicién de
estandares, fueron: Thunnus albacares y Phalacrocorax brasilianus. Estas
especies presentaron las desviaciones estandar mas bajas por ambos métodos.

(10) Si un tejido no se digiere completamente (fotoxidacion completa), los
extractos generan problemas de saponificacion, formacion de espuma en el
detector y consecuentemente se incrementan las interferencias de matriz, debido

a la liposolubilidad del mercurio organico.
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(11) La forma predominante de mercurio en los tejidos de musculo, tanto en
peces, como en aves, es la forma organica. De los diez tejidos de peces
analizados, en siete de ellos se obtuvo un porcentaje entre el 60% a 100%. En
aves, en tres de cinco especies, también estuvieron en estos porcentajes, como se
ha observado en al generalidad de los estudios realizados en tejidos de musculo

de aves y peces en la literatura.

(12) Los niveles de mercurio organico en los organismos, estuvieron por debajo de
aquellos encontrados en especies de otras zonas de estudio, sin embargo, no se
puede concluir acerca de nivel de contaminacion de la zona, debido a que el
namero de muestras analizadas pudieron ser insuficientes y no representativas en
este estudio. No obstante, cabe sefialar que las fluctuaciones en las
concentraciones de mercurio organico encontradas en las diversas especies
analizadas: peces (0.236 -1.79 pg g™ como Hg) y aves (0.20-2.68 pg g™*como Hg),
sugieren la necesidad de estudios mas amplios sobre el impacto ambiental que
involucre la especiacion del mercurio, biomonitoreos de aves y peces, asi como
de otros organismos, con la finalidad de conocer la acumulacién de mercurio
organico en las cadenas troficas, y en general, de la biogeoquimica de las
especies del mercurio en los ecosistemas acuaticos de Sinaloa y en general de

nuestro pais.
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8. RECOMENDACIONES

Del presente estudio se hacen las siguientes recomendaciones para la
aplicacion de la técnica propuesta en futuros trabajos de especiacién de mercurio:

Si bien es cierto que el tiempo de andlisis es largo, para su aplicacion en
analisis de rutina, se sugiere el calculo de factores medios de recuperacion para
una amplia variedad de matrices, con un minimo de tres diferentes niveles de
concentracion de mercurio organico, con la finalidad de obtener factores de
recuperacion mas representativos y asi abatir los tiempos y costos del analisis. El
uso de estos factores, ademas del analisis de un material de referencia certificado
cada determinado lote de muestras, permitiria un adecuado control de calidad de
los datos obtenidos mediante esta técnica.

Actualmente, no existen métodos generales aplicables para la estimacion
de recuperaciones que estén totalmente exentos de inconvenientes. Esto es
particularmente asi, en el campo de la especiacidon analitica, en el cual no se tenia
el habito de aplicar factores de correccion. En la practica, un estudio completo
para estimar la recuperacion de la extraccibn en cada caso en particular (para
cada matriz analizada y para cada compuesto) es posible, pero el tiempo que se
consume no permite que sea aplicable para analisis de rutina. El uso de los CRMs
y los experimentos de adicidbn son solo alternativas, las cuales tienen ciertas
limitaciones expresadas anteriormente. (Quevauviller-Morabito, 2000; Leermarkers
et al, 2005).

Para una evaluacion de las interferencias de matriz, se sugiere cuantificar el
contenido de acidos grasos y hacer andlisis estadisticos comparativos en un
minimo de tres niveles de concentracion de mercurio en cada matriz,
contrastando las concentraciones obtenidas por curva directa y por curva de
adicion de estandares.
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Se sugiere tomar todas las medidas de seguridad y limpieza necesarias,
indicadas en la metodologia, particularmente, en la manipulacién del estandar de
cloruro de metilmercurio y en la realizacion de los analisis, para evitar accidentes y
posibles contaminaciones que alteren los resultados de la especiacion. Es
importante preparar soluciones estandar secundarias de MeHgCl semanalmente,
mantenerlas en adecuada refrigeracién (<4°C) y en la oscuridad para evitar su

envejecimiento y la pérdida del estandar.
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