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Resumen

Este trabajo muestra el disefio y elaboracién de una celda donde se logré fundamentalmente el uso de pequefios
volimenes de muestra y reactivos y bajos limites de deteccion, en la determinacién de mercurio en muestras de
orina. Se reporta la optimizacion de variables como el volumen de reactivos y muestra. El limite de deteccion
calculado (Sy + 30) fue de 4 ng/mL. Se analiz6 un estandar certificado de orina y no se encontraron diferencias
significativas (P = 0,05) entre los valores de concentracion
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Abstract
This work shows the design and development of a reaction cell in which, using small volumes of sample and
reagents, low detection limits in the determination of mercury in urine samples, were achieved. Significant
parameters such as volume of reagents and sample were optimized. A detection limit (Sbl obtained. Analysis of a
urine standard reference material showed no significant differences (P 0.05) between the experimental and

certified concentration values.

Keywords: Atomic Absorption Spectroscopy, CV AAS, glass cells, and urine mercury.

Introduccién

La elevada produccion, dispersién y acumulacion de
compuestos téxicos en el medio ambiente propicia el
deterioro y la contaminacion del mismo, lo cual representa
un peligro potencial para la supervivencia de los seres
vivos. Esta situacion ha generado la apariciéon en el ser
humano de ciertos desordenes clinicos ocasionados por la
toxicidad de algunos metales pesados*?.

Entre los metales pesados, el mercurio (Hg) es el
contaminante ambiental y ocupacional més peligroso, no
solo por la gravedad de las enfermedades que causa sino
por los efectos irreversibles que provoca en los seres vivos.
El Hg se encuentra en estado elemental y formando parte
de una gran variedad de compuestos, todos ellos con
propiedades  fisicoquimicas intrinsecas y efectos
toxicologicos diferenciados. La mayoria de las
aplicaciones industriales estan relacionadas con el propio
metal y con sus compuestos inorganicos y, en ambos
casos, la eliminacion urinaria del mercurio absorbido es un
indicador aceptable de exposicion®®,

Por lo tanto, es importante monitorear clinica y
toxicologicamente a los individuos que habitan en zonas
aledafias a las industrias emisoras de Hg; asi como
también, a las personas que laboralmente se encuentran
expuestas a este metal®’.

Para realizar dicho monitoreo existen diversas técnicas
analiticas que permiten determinar la concentracion de este
metal en el organismo, a través de muestras de orina,
sangre y/o cabello. Entre los métodos mas utilizados se
encuentra la generacion de vapor frio y deteccion por
espectroscopia de absorcion atomica, ya que, permite la
determinacion de mercurio sin necesidad de emplear la
Illama u otro sistema de atomizacion, con una sensibilidad
superior a la obtenida por el método convencional en
solucion acuosa sin separacion del vapor. El sistema para
la generacion de vapor frio puede ser por dos vias; carga o
batch y en flujo continuo. El primero se realiza en
reactores comerciales conformados por grandes reservorios
donde se colocan los reactivos. Esta metodologia es poco
usada por la necesidad de volimenes grandes de reactivos,
lo que hace costosa la determinacion. En el segundo, la
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reaccion ocurre al transportar los reactivos por tuberias y
espirales de reaccion. Esta metodologia es la méas utilizada
hoy en dia por el requerimiento de poca cantidad de
reactivos®™.

Con el fin de pretender solventar las limitaciones
anteriormente sefialadas en el sistema batch, en el presente
trabajo se presenta el disefio y optimizacion de una celda
donde se genera vapor frio utilizando pequefios volimenes
de muestras y reactivos, y una corriente de argébn como
medio de transporte del Hg® formado; de modo que no sea
necesario el empleo de bombas peristalticas o de cualquier
otro tipo en la determinacion de mercurio por
espectroscopia de absorcion atomica®.

Parte experimental
Materiales

« Acido Nitrico Riedel — de Haén 65%

* Estandar de mercurio 100 mg/L

 Borohidruro de sodio Aldrich 99%

« Hidréxido de sodio EKA PELLETS 98%

« Estandar certificado de mercurio en orina marca National
Institute of Standards and Technology (NIST) SRM
2672a.

* Agua destilada y desionizada 18 MQ resistivityt

Equipos

Espectrofotometro de absorcidn atdmica con atomizacion a
la llama marca Perkin Elmer, modelo 460 equipado con
una lampara de céatodo hueco de mercurio marca
PHOTROM LAMPS.

Procedimiento
Tratamiento de Muestras

Las muestras de orina utilizadas para la optimizacion de la
metodologia propuesta fueron obtenidas del grupo de
investigadores del laboratorio de espectroscopia atomica
del Departamento de Quimica de la Universidad Simén
Bolivar. Las muestras fueron analizadas inmediatamente
después de la miccion.

Las mismas fueron previamente acidificadas con 1 % de
acido nitrico.

Curva de calibracion y determinacion del rango lineal:

Se prepararon cinco patrones de mercurio (10, 20, 40, 60, y
80 ng/mL), a partir de una solucion estandar de 100 ng/mL
y acidificando de modo que la solucion resulte 1% en
acido nitrico. Se midio la absorbancia de la serie de
patrones utilizando borohidruro de sodio como agente
reductor. Los resultados fueron obtenidos por triplicado.

Condiciones para las Mediciones

Las medidas de absorbancia del Hg en los patrones y en las
muestras se hicieron a una longitud de onda de 253nm, con
la cual se obtuvo mayor absorbancia con el patrén de
menor concentracién; una rendija de 0,7nm, con corriente
en la lampara de 8 mA, y un flujo de argén de 30 mL/min
que arrastra el vapor formado hacia la zona de medicion.
Para esto se conectd un regulador de argon (Ar), aspecto
muy importante ya que, dependiendo de la rapidez con que
se insufle el gas de arrastre, las burbujas producidas
tienden a dirigirse hacia el camino optico.

Tabla 1.Condiciones para las mediciones

Pardmetro Valor
Longitud de onda (nm) 253
Corriente de la lampara (mA) 8
Flujo de argon (mL/min) 30
Slit (nm) 0,7

Resultados y discusion

En el disefio se hizo el mayor énfasis en la
minimizacién de los volimenes muertos de modo que
pudiesen operar con pequefios volimenes de
patron/muestra y agente reductor. También se
minimizan las distancias entre el reservorio de
reaccion y la parte superior de la “T” para lograr asi
una mayor transferencia del vapor desde donde ocurre
su formacion hasta la zona de medicion de la especie
absorbente (Fig. 1).

Fig. 1. Celda disefiada con separador gas/liquido
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Optimizacion del volumen de patrén y/o muestra a utilizar
en las mediciones

Se utiliz6 un patrén acuoso de 50 ng/mL de mercurio y se
varié su volumen de 50 puL a 350 pL, realizando las
mediciones de absorbancia, bajo las condiciones que se
especifican anteriormente. Se observd un aumento de
absorbancia a medida que se aumenta el volumen hasta
llegar a 250 pL del patron, luego se observa una lectura
constante debido a la saturacion del detector (Fig. 2). Se
obtuvo que el volumen 6ptimo con el que se logra la
mayor absorbancia es 250 pL.
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Fig. 2. Variacion de absorbancia en funcién de volumen
agregado de solucién de patron de mercurio 50 ng/mL.

Optimizacion del volumen de Borohidruro de sodio

Se procedi6 a optimizar el volumen a utilizar borohidruro
de sodio, para 250 pL de patron de mercurio de 50 ng/mL
variando el volumen de una solucion de borohidruro de
sodio al 3% desde 50 uL hasta 500 pL. Se obtuvo que el
volumen que proporciona mayor absorbancia es 250 plL,
luego de este volumen el valor de absorbancia presento
poca variacion (Fig.3).
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Fig.3. Variacion de absorbancia en funcién de volumen de
borohidruro de sodio agregado.

Elaboracion de curvas de calibracion

Utilizando 250 pL de patron y 250 pL de borohidruro de
sodio, se realizaron mediciones de absorbancia de los
patrones de mercurio con concentraciones entre 10 y 100
ng/mL, las curvas han sido reproducibles, tanto en el
mismo dia como en semanas y meses diferentes, ello
evidencia que es factible la generacién de vapor frio, en
forma reproducible a corto y mediano plazo usando la
celda descrita en este trabajo. Los resultados obtenidos
revelan que el rango de concentraciones lineal es de 10 a80
ng/mL de mercurio (Fig. 4).
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Fig. 4. Curva de calibracion, para la determinacion de Hg
mediante el uso de la celda de generacién de vapor frio.

Figuras de Mérito

El limite de deteccidn fue calculado como LOD = S, + 30,
donde Spes la sefial del blanco y o es la desviacion
estandar de diez repeticiones Empleando la ecuacion
anterior y los datos obtenidos el limite de deteccidn es de 4
ng/mL, Si se compara este limite de deteccion con el que
se obtiene por el método convencional™ es mil veces
menor y si se compara con el limite de deteccion del
equipo MHS 10" estd por encima de este valor, sin
embargo al calcular la masa de mercurio detectada
utilizando la celda, se obtiene que esl ng y con el MHS 10
es 2 ng, lo que nos indica que podemos detectar masas
menores con la celda propuesta. Por otra parte cabe
destacar que segun las referencias consultadas no existe en
la actualidad celdas similares a las disefiadas por nuestro
grupo de investigacion, por lo que sélo podemos realizar
una comparacion directa con celdas tipo batch (Tabla 2).

Validacion del Método

Se analiz6 un estandar certificado (NIST, SRM 2672a) de
orina cuyo contenido certificado en mercurio es 600
ng/mL, el cual fue diluido a 60 ng/mL y se midio la
absorbancia con el mismo procedimiento de las muestras y
patrones obteniéndose un valor experimental de 62,58 +
1,53 ng/mL. Se realiz6 una prueba t al 95 % de confianza
para determinar si habia diferencias significativas entre el
valor obtenido y el reportado por el material certificado y
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se obtuvo una t igual a 2,92 el cual es menor que el t
tedrico (P = 0,05), por lo que se concluye gue no existe
diferencias significativas entre el resultado obtenido y el
que indica el material certificado. Esto representa un
porcentaje de recuperacion de 104,30 +2,39. El porcentaje
de error asociado a esta medida es de 4,30%, lo que indica
gue el procedimiento realizado es suficientemente exacto
para la determinacion de mercurio mediante la generacién
de vapor frio utilizando la celda con separador gas liquido.

Tabla 2.Limites de deteccién obtenidos y volimenes empleados
para la determinacién de mercurio en muestras bioldgicas.
Utilizando celdas in batch

Autor/ Afio LOD/ Var/ Vi

Hatch, R; y col. / 1968% 1 ng/mL /100 mL / 25 mL
Morales, 1.; y col. /2007 0,4 pg/L /250 mL/ 25 mL

Murillo, L.; y col. /2012 4 ng/mL /250 uL / 250 pL

" LOD = Limite de deteccion
V ar= Volumen de reactivos
Vpm= Volumen de patron o muestra

Conclusiones

La celda de reaccion disefiada para la generacion de vapor
frio con un separador gas liquido como medio de
introduccion de muestra en el espectrofotometro de
absorcién atomica y la metodologia de analisis optimizada
permitié la determinacion cuantitativa y reproducible de
mercurio en muestras de orina. El rango lineal fue de 10
ng/mL a 80 ng/mL, empleando borohidruro de sodio como
agente reductor. El limite de deteccion calculado fue de 4
ng/mL. Los resultados de concentracién de mercurio no
presentaron diferencias significativas (P = 0,005).
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