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Resumen

El método colorimétrico de la ditizona fue modificado y cuasi miniaturizado para la determinacion de mercurio en
agua y en tejido de Lemna minor y Piaractus brachypomus. El limite de deteccion (4-22ug.L™) fue satisfactorio
para estudios ambientales. Para la evaluacion de la exactitud en agua se analizaron patrones SPEX CERTIPREP
sin diferencias significativas y para la biota digerida se obtuvieron porcentajes de recuperacion en el rango de 85-
120%. La precision fue menor al 10% de desviacion estandar relativa en todos los casos. EI método es adecuado
para la determinacion de mercurio en agua, tejido de cachama y Lemna minor.
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Abstract
Dithizone’s colorimetric method was modified and quasi miniaturized for mercury determination in water and
Lemna minor and Piaractus brachypomus tissue. Detection limit (4-22ug.L™) was adequate for environmental
studies. Evaluation of the accuracy in water was achieved by analyzing SPEX CERTIPREP standard samples with
no significant differences. 85-120% recovery percentages for digested biota were obtained. The precision was less
than 10% of relative standard deviation in all the cases. The method is reliable for mercury determination in water,

red-bellied and Lemna minor tissue.
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Introduccién

De toda el agua que hay en el planeta tierra, el 97% del agua
superficial corresponde a mares y océanos, el 2% se
encuentra en glaciares y zonas polares, 0,54% corresponde a
agua subterranea y solo el 0,06% se encuentra en rios y
lagos™.

Hacia el afio 2025, aproximadamente 48 paises, mas de
2800 millones de habitantes, se veran afectados por la
escasez de agua. Mas alld del impacto del crecimiento
mismo de la poblacion, el consumo de agua dulce ha
estado aumentando en respuesta al desarrollo industrial y
agricola, por lo que la demanda creciente de la poblacion
se ha triplicado y de esa manera la extraccion de agua se
ha visto sobreexplotada. Ademas, el suministro de agua
dulce del que dispone la humanidad se est4 reduciendo a
raiz de una constante contaminacion de los recursos
hidricos, por la constante descarga de aguas residuales a

cuerpos de agua superficiales y la infiltracion de

agroquimicos a acuiferos.

Es bien conocido que la utilizacion de las cuencas hidricas
como receptores de descargas antrOpicas representa un
riesgo para la salud humana. Particularmente importante es
la contaminacion provocada por las altas concentraciones
de algunos metales pesados y su incremento en los efectos
adversos causados por la persistencia y el fenémeno de
biomagnificacion®*.

El mercurio es considerado uno de los venenos ambientales
mas peligrosos entre los metales pesados, cuya presencia en
el cuerpo humano resulta téxica a partir de ciertos umbrales
criticos que dependen, fundamentalmente, de un conocimien-
to de las relaciones dosis-efecto y dosis-respuesta. Asimismo,

depende del conocimiento de las variaciones en la
exposicion, absorcion, metabolizacion y excrecion en
cualquier situacion dada®>. Entre las fuentes de
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contaminacion de mercurio mas importantes se cuentan la
explotacion minera y metalurgica, la combustion del carbon y
las plantas de cloro-soda con celdas de mercurio®. En el
conjunto de propiedades fisicoquimicas del mercurio se
encuentra la formacion de amalgamas con otros metales, y su
aplicabilidad particularmente en los tratamientos odontolégi-
cos, con posibles consecuencias que deben ser monitoreadas
y determinadas’®. Por otra parte el oro como metal de obvia
importancia para el hombre también involucra el uso del
mercurio. Esta propiedad le ha valido al mercurio su extensa
utilizacion en la préctica de la actividad minera en varios
paises del mundo®'°. En el caso particular de Venezuela, la
cuenca del Rio Caroni sufre, desde aproximadamente 12
afios, una desmesurada explotacion de oro con un porcentaje
alarmante de mineria informal, donde no se contemplan
rigurosamente las normas de control ambiental requeridas por
dicha actividad™. Debido a la ubicacion en esta cuenca de
zonas de alta densidad poblacional, lo cual representa
potencialmente un grave problema de salud publica, se hace
necesario la implementacion de medidas y campafias
normativas que regulen la utilizaciéon de mercurio en la
actividad minera™'2. Las actividades antropogénicas han
incrementado  significativamente las concentraciones de
mercurio en el ambiente. Cada segundo se vierten 120 mil
litros de aguas negras a rios, lagos y mares en Venezuela y la
descarga de aguas de origen doméstico se evidencia en todo
el territorio nacional®®. La contaminacién acuatica por
mercurio, generada por el proceso de industrializacion o por
procesos naturales, constituye uno de los problemas
ambientales mas criticos en la actualidad, debido a su alta
toxicidad, persistencia y capacidad de bioacumulacion y
bioconcentracion  (también conocida como  biomag-
nificacién). En los ambientes contaminados por metales
pesados se altera la capacidad de supervivencia de los
organismos, lo que afecta la dindmica poblacional de las
especies y, por tanto, la estructura y funcién ecosistémica”.
El mercurio sufre procesos de liberacién desde sedimentos y
suelos contaminados a rios, lagos y otras fuentes de agua®,
procesos que pueden estar incrementando esta liberacion
como consecuencia del calentamiento global.

La contaminacién mercurial puede entonces alcanzar la
biota (algas, plantas acuéticas, peces) y entrar en la cadena
trofica con consecuencias sobre la biota e incluso la salud
publica cuando el elemento se bioacumula y biomagnifica
en especies comerciales como podrian ser especies como
la cachama blanca (Piaractus brachypomus). La lemna
(Lemna minor), planta acuética que cuenta con una
capacidad de absorcién de metales pesados entre ellos el
mercurio, surge como una posible solucién para aliviar los
altos contenidos de este elemento en lagos y rios'"*%.

Considerando esta problematica, han surgido iniciativas en
el &mbito ambiental para proteger la calidad del agua con

la creacion e implementacion de normativas que
establecen concentraciones maximas permisibles para el
mercurio. En Venezuela esta concentracion es el
equivalente a 0,01mg.L™ para mercurio total'®. Este valor
es relativamente bajo, por lo que surge la necesidad de
que existan métodos analiticos con caracteristicas que
permitan cumplir con estos requisitos.

La determinacion de mercurio en muestras ambientales se
realiza mayoritariamente por la técnica de Espectrometria
de Absorcién Atomica de Vapor Frio (CV- AAS) por su
alta sensibilidad, exactitud y adecuada precision®. Sin
embargo, esta técnica es disponible en Iaboratorios
especializados. Para el trabajo en campo o lugares alejados
de laboratorios especializados seria mas adecuado contar
con métodos instrumentalmente mas sencillos como la
espectrometria de absorcion molecular UV-visible?*%,
siendo el método de la ditizona uno de los mas adecuados
y establecidos, aunque presenta la desventaja del uso de
grandes volimenes de reactivos, algunos de los cuales
pueden no ser de facil acceso y adicionalmente los
procedimientos de preparacion pueden ser complejos. En
tal sentido Khan et al.*, presentaron un método
espectrofotométrico simple, ultrasensible, y selectivo para
la determinacion rapida de mercurio (I1) a niveles de ultra-
trazas utilizando 1,5-difenilditiocarbazona como un
reactivo micelar, a una longitud de onda de 490nm en una
solucién ligeramente acida (0,07-0,17M de H,SQ,).

La presencia del sistema micelar evita los procedimientos
previos de extraccion con solvente y reduce los costos y
los riesgos por toxicidad mientras refuerza la sensibilidad,
selectividad y la absortividad molar. La reaccion es
instantanea y la absorbancia permanece estable por 24 h.
El coeficiente de absortividad molar promedio y de
sensibilidad de Sandell fueron 5,02x10'L.mol™*.cm™ vy
10ng.cm? de Hg, respectivamente. El rango lineal de
calibracion fue de 0,05-10mg.L™" de Hg. La composicion
estequiométrica del quelato fue 1:2 de mercurio-ditizona.
El limite de deteccion fue de 1ug.L™* de Hg. Un exceso
importante de 60 cationes, aniones y agentes
acomplejantes (EDTA, tartrato, oxalato, citrato, fosfato,
tiolrea, azida, tiocianato) no interfiere en la determinacion.
El método se aplicd exitosamente en muestras ambientales
de agua (potable y contaminada), muestras biolGgicas
(sangre humana y orina; leche y pescado); suelos;
soluciones conteniendo tanto mercurio (I) como mercurio
(I1), como también mezclas sintéticas complejas. El
método tiene una precision y exactitud adecuadas.

En este trabajo, para la determinacion de mercurio en
muestras de agua y biota se desarroll6 y validd una
metodologia analitica por espectrometria UV-visible,
basada en el procedimiento descrito por Khan et al.?*. El
disefio involucré importantes modificaciones al procedi-
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miento, se sustituyeron reactivos en funcion de otros mas
disponibles en los laboratorios. El procedimiento descrito
utiliza un sistema de suspension micelar del complejo
coloreado de mercurio(ll)-ditizona-alcohol isoamilico en
agua. Se sustituy6 el alcohol isoamilico por el reactivo
diclorometano, mas accesible, aunque de mayor toxicidad.
No se realiz6 la medicion a una emulsion del complejo
coloreado de mercurio-ditizona-diclorometano. En su lugar
se tomd la fase orgénica contentiva del complejo con
mercurio (II) y se midi6 directamente en las celdas de
cuarzo, tanto para patrones como blancos y muestras. La
conversion del mercurio a mercurio (I1) y la extraccion a la
fase organica se realiz6 en voliumenes ostensiblemente
menores a los sefialados en la literatura, con un re-
escalamiento de las cantidades para trabajar con mililitros
de muestra. La decoloracion del exceso de permanganato
se realiz6 con oxalato de sodio, en sustitucion de la
hidroxilamina, y el ajuste de pH se llevo a cabo con una
solucién de hidroxido de sodio. La concentracion de
ditizona en diclorometano también fue ajustada hasta un
valor inferior al mencionado en la literatura.

Parte experimental
Equipos

En la preparacién de los reactivos se realizaron pesadas
mediante una balanza analitica (OHAUS) con una precision
de £ 0,0001g y medicion de volimenes con una micropipeta
marca Eppendorf con una escala de 100 a 1000uL, pipetas
volumétricas de 1 (x0,006)mL, 3 (0,01) mL y 10
(£0,02)mL. En la digestion de soluciones patron y muestras
se usé un bafio de Maria con una escala de temperatura de 0 a
100°C; para lograr una efectiva extraccion del metal una vez
agregado el medio extractante se agitaron los tubos de ensayo
con un vortex, utilizando pipetas Pasteur se separaron la capa
organica de la acuosa y al finalizar la marcha analitica se
midid la absorbancia a la solucién correspondiente a la capa
organica con un espectrofotémetro UV visible Genesys 10uv
Thermo Scientifics a 490nm.

Reactivos

Solucion patrén o stock de mercurio de 1000mg.L-* Titrisol
(Merck, Darmstadt, Alemania). Soluciones patrones de
trabajo preparadas por triplicado (de 0,01mg.L™ a 10mg.L-):;
muestras certificadas de mercurio Arcal RLA/010 codificadas
010 y 015, elaboradas por la empresa SPEX
CERTIPREP*#, EDTA 0,1 %, hidréxido de sodio (NaOH)
2M y 6M, oxalato de sodio (Na,C,0,) 3% (p/V), ditizona
0,0003% (p/V), Diclorometano (CH.CI,), &cido sulfurico
(H2SO4) 1M, permanganato de potasio (KMnQg) 5% (p/V),
acido sulfarico (H,SO,) concentrado, acido nitrico (HNO3)
concentrado y peroxido de hidrogeno (H,O,) 30%. Todos los
reactivos, con excepcion de las muestras certificadas, fueron
suplidos por Merck (Darmstadt, Alemania), grado pro-

analisis. Las soluciones fueron preparadas siempre con agua
destilada y desionizada.

Soluciones certificadas de mercurio SPEX CERTIPREP vy
muestras de biota para la determinacion de porcentaje de
recuperacion.

El procedimiento en este caso, consiste en preparar las
soluciones certificadas del proyecto ARCAL RLA/010%%,
por separado mediante la relacion 1:100 con agua
desionizada y HNO; 10% (V/V). Estas muestras fueron
nuevamente diluidas por triplicado cada una x10, para
analizarse en el rango lineal de calibracion de la técnica.

Para la verificacion de exactitud de las muestras de agua, la
dilucion se realizé con agua destilada y desionizada. Para la
verificacion de exactitud en muestras de tejido de Lemna
minor y cachama se realizé la dilucion x10 con poles de
extractos digeridos de tejido foliar, muscular y hepatico, sin
mercurio detectable, respectivamente, para determinar el
porcentaje de recuperacion en cada una de estas matrices.

Muestras reales de agua

El muestreo de agua se ejecutd en el rio Turbio en la
cercania de la Ciudad de Barquisimeto, Estado Lara,
Venezuela, de acuerdo a lo establecido en el manual de
protocolos del proyecto ARCAL RLA 010'. También
fueron analizadas muestras procedentes de pozos
profundos destinados a lagunas para produccion de
cachamas, en la zona de Tucacas, Estado Falcon (ver
figura 1). Estas fueron tomadas a la salida de las bombas
de agua de cada pozo, en botellas plasticas. Se aplicaron
las recomendaciones y lineamientos del Manual de
Protocolos armonizados y evaluados para la toma de
muestra y el analisis de agua y sedimentos para la Regién
de Latinoamérica y del Caribe, manual gue surge como
propuesta del proyecto ARCAL RLA/10/10; que se refiere
a: “Mejora de la Gestion de la Contaminacion de Masas de

Aguas Superficiales Contaminadas con Metales™".

El muestreo se realizé en periodo himedo en el mes de junio
de 2010 para el Rio Turbio y en el mes de febrero de 2011
(periodo seco) para los pozos destinados a lagunas de
produccion de cachamas. La captacion de las muestras de
agua se ejecutdé de manera instantanea y por triplicado en
cada pozo, en el rio se tomaron dos muestras
correspondientes a ambas margenes y la tercera tomada en el
centro del cuerpo de agua, se utilizaron envases plasticos con
una capacidad de 2 litros lavados con acido nitrico (HNO) al
10% v/v y agua destilada y desionizada. Para el muestreo en
el Turbio se seleccionaron seis (6) puntos estratégicos, sobre
la base de antecedentes de estudios, descargas de aguas
residuales y domésticas y facil acceso del lugar entre otros
(ver figura 1). Los sectores son Puente Las Damas, Matadero,
Bosque Titicare, Guardagallo, Buena Vista y Santa Rosa’’ .
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Fig. 1: Puntos de muestreo: 1. Buena Vista, 2. Bosque Titicare, 3.

Macuto, 4. Puente Las Damas, 5. Rio Claro, 6. Santa Rosa, 7.

Guardagallo, 8. Matadero, 9. Estacién de Piscicultura, 10. Estacion Torrellero, 11. Pozos Tucacas, 12. Rio Apure, San Fernando, 13.

Rio Orinoco, Caicara del Orinoco, 14. Finca La Montalva.

Muestras de cachama

Se tomaron muestras de cachama blanca (Piaractus
brachypomus) (ver tabla 1 y figura 1) de dos tipos:
provenientes de estaciones de produccién piscicola y
provenientes de los Rios Orinoco (Zona de Caicara del
Orinoco), Apure (San Fernando de Apure) y una unidad de
produccion con lagunas ubicada en el estado Portuguesa
(Finca La Montalba). Como muestras control se utilizaron
cachamas cultivadas en la estacién Torrellero (Lara) y
estacion de piscicultura en Yaritagua, Estado Yaracuy. En
estos centros de produccion, el cultivo se lleva a cabo en
tanques o lagunas bajo condiciones controladas que

minimizan las posibilidades de contaminacién con
mercurio. Se tomaron individuos con longitud promedio de
25 cm; 20 individuos provenientes de los tanques de la
estacién de piscicultura y 10 individuos provenientes de la
estacion Torrellero. Se realiz6 la diseccion e igual
procedimiento de preparacion de  muestras Yy
almacenamiento, como a las muestras provenientes de rio.
A cada individuo se le realizé la diseccion para extraer
tejido muscular, tejido graso e higado. Las muestras se
lavaron con agua destilada y desionizada y se guardaron en
bolsas de polietileno selladas hasta su preparacion a una
temperatura de -10°C.
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Tabla 1: Individuos de Cachama utilizados en el ensayo

Procedencia Longitud  Namero de

promedio Individuos
(cm)

Estaciones Torrellero (Edo. Lara) y 25%1 30
Piscicultura Guaremal (Edo. Yaracuy)
Rio Orinoco (Caicara del Orinoco, Edo. 302 5
Bolivar)
Rio Apure (San Fernando de Apure, 281 5
Edo. Apure)
Lagunas Finca La Montalba (Edo. 25%1 14
Portuguesa)
Muestras de Lemna minor
Las hojas frescas provenientes de un ensayo de

biorremediacion con mercurio®®, se lavaron con abundante
agua destilada y un poco de detergente, enseguida se
enjuagaron con agua destilada para remover todo el
detergente y posteriormente se colocaron en papel absorbente.
Se secaron las muestras en la estufa de circulacion forzada a
85°C, colocandose en sacos de papel perforado. Para la
molienda se utilizé un molino de acero inoxidable, pasando
las muestras por malla de Imm. Se acondiciond la muestra
triturada en frascos de vidrio con tapa plastica y se
identificaron y almacenaron hasta su analisis™.

Procedimiento analitico:

Preparacion previa de las muestras: las muestras de agua
fueron analizadas directamente. Las muestras de biota
fueron secadas a 80°C hasta peso constante, luego se
digirieron con acido sulfarico y perdéxido de hidrégeno, a
80°C, se filtraron y aforaron a 10mL (higado) y 25mL
(tejido muscular y tejido foliar ). ElI mercurio fue
determinado por medio del método de la ditizona,
optimizado para alcanzar limites de deteccion menores a
0,022 mg/L en los licores de las muestras digeridas.

Procedimiento de digestion con &cido sulfdrico y peroxido
de hidrdgeno: se pes6 1g de material vegetal 6 2g de tejido
de cachama y se transfiri a un vaso de precipitado. Se
adicionaron 5mL de H,SO, concentrado al 98 % vy se dejé
en reposo por 15 minutos. Se coloco en una plancha de
calentamiento fria y se elevo la temperatura gradualmente
hasta 80°C aproximada-mente. Después de la aparicion de
un liquido de color oscuro se retird el vaso, se dejo enfriar
y se adicioné 5ml de H,SO,4 al 98% y 5 gotas de H,O,
30%. Posteriormente, se calentd nuevamente este extracto
hasta que quedd incoloro. Se filtré y transfirié a un baldn
de 10 6 25mL vy se aford.

Procedimiento colorimétrico: todo el mercurio presente en
las muestras de agua y los extractos, después de una
digestion &cida con &cido sulfurico y permanganato de
potasio, en un bafio de Maria por 30 minutos, es convertido
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a mercurio (11). Luego de ajustar el pH y eliminar el exceso
de permanganato se procede a llevar el mercurio (I1) a una
fase organica.

La ditizona en un disolvente organico (CH,Cl,, CHCI;, CCl,,
entre otros) al reaccionar con los iones de mercurio (Il)
proporciona coloracion a la solucion; esta particularidad es
aprovechada para la determinacion de mercurio (1) que
presenta un complejo de coloracion naranja en diclorometano.

El complejo formado por el mercurio (Il) y la ditizona
(ditizonato de mercurio) proporciona un color poco estable
en el tiempo, razén por la cual la determinacion debera
llevarse a cabo con rapidez y a un pH menor de 3 que
corresponde a la méaxima cantidad de mercurio que es
particionada de una fase acuosa a una fase organica, sin la
interferencia de otros metales®.

Preparacion y analisis de curvas de calibracion y de muestras
de agua: la marcha analitica comenzé con la adicion en un
tubo de ensayo de 2mL de cada una de las soluciones patrén
(Se prepararon las soluciones de trabajo de mercurio en un
rango de 0,05-0,8mg.L™ Hg), las muestras certificadas,
muestras de agua y los blancos, siempre por triplicado. Se
acidifico con 1mL é&cido sulfurico 1M y se adicion6 1-3 gotas
de permanganato de potasio (KMnQg4) 5% (p/V); luego se
colocaron todas las soluciones en el bafio de maria por
30min., a una temperatura de 70°C. Este proceso facilito la
oxidacion de mercurio a mercurio (11).

Una vez cumplido el proceso de digestion, se realizd una
titulacion en caliente para eliminar el exceso de
permanganato de potasio (y la coloracion rosada) de las
soluciones con aproximadamente 4 gotas de solucion de
oxalato de sodio 3% (p/V). Al alcanzarse la temperatura
ambiente se ajust6 el pH a un valor menor a 3 con 6 gotas
de hidréxido de sodio 2M, luego se afiadio 1mL de EDTA
y finalmente 3mL de ditizona preparada en una dilucion
10:100 en diclorometano a partir de una solucién 0,003%
(p/V) de ditizona. Se agitdé cada tubo en un vértex para
promover la extraccion del mercurio, se separaron la capa
acuosa de la organica (ditizonato de mercurio) y esta
Gltima se coloco en la celda de cuarzo. Se midio la
absorbancia en el espectrofotometro a una longitud de
onda de 490nm. De manera similar, se repitié el experi-
mento con volimenes mayores (3, 4, 5 y 6mL respectiva-
mente) de soluciones patrén, muestras certificadas,
muestras de agua y los blancos.

Determinacién en los extractos: se adiciond 1-4mL de las
muestras digeridas, extractos o blancos de reactivos, en un
tubo de ensayo; se afiadié igual proporciéon de agua. Se
digirieron en el tubo de ensayo con 1mL de H,SO,; 1M y
gotas de KMnQO, (5%) hasta coloracidon rosada de la solucion
(para los extractos de muestras de tejido de cachama se
requiere en algunos casos una cantidad significativamente
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superior de permanganato de potasio, para alcanzar la
persistencia de coloracion rosada). Posteriormente se coloc
en bafio de marfa 30 min a 70 °C. Inmediatamente se
adicionaron gotas de Na,C,0, 3% (p/V) hasta decolorar el
exceso de permanganato, 1-3mL de NaOH 6M para ajustar el
pH a un valor entre 1,8 y 3; 1mL de EDTA 1% y 3mL de
ditizona en diclorometano 0,0003%. Se agit6 con vortex por
aproximadamente un minuto. Se separo la fase acuosa de la
fase organica con una pipeta Pasteur. Se midi6 a 490nm la
absorbancia del complejo coloreado de ditizonato de
mercurio de la fase organica.

Evaluacién estadistica de los datos

Para la evaluacion de la linealidad de las curvas de
calibracidn utilizando diferentes volimenes y distintos rangos
se siguieron los criterios establecidos por Rodriguez et al.”.
La evaluacion de la exactitud utilizando patrones certificados
se realizéd siguiendo los criterios establecidos para el proyecto
ARCAL RLA 010, por Mufioz”. Se utiliz6 el programa SPSS
para los calculos respectivos®.

Resultados y discusion

Los parametros evaluados durante el proceso de optimizacion
fueron: la linealidad, limite de deteccion y de cuantificacion,
precision y exactitud. EI procedimiento analitico optimizado
fue aplicado en muestras reales, como se presenta a
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continuacion, para su completa evaluacion, escapando del
marco de este trabajo lo referente a discusiones mas
profundas sobre los resultados desde el punto de vista
ambiental.

Muestras de agua

Limite de deteccion: el limite de deteccion se determind de
acuerdo al criterio IUPAC a partir de relacion matematica:
LD = 3S/m, donde S es la desviacion estandar para 10
blancos y m es la sensibilidad que corresponde a la constante
de proporcionalidad entre la sefial y la concentracion.

A fin de optimizar una metodologia aplicable a muestras
tanto con concentraciones mayores al nivel méaximo
permitido (0,010mg/L) como aquellas de concentraciones
mayores, se vario el volumen de muestra a extraer entre 2-
6émL para un volumen constante de extractante organico de
ditizona en diclorometano de 3mL. Los resultados se
muestran en la tabla 2.

Linealidad y proporcionalidad: como criterios para la
linealidad del sistema se consideraron los siguientes:

e Coeficiente de variacién de los factores de respuesta
(CVf) menor del 5%.

e Prueba de linealidad de la pendiente a.

Tabla 2: Figuras de mérito y exactitud para diferentes volimenes de muestra. N=5

Volumen Limite de deteccion *Concentracion (mg.L™)  *Concentracion (mg.L™") Pendiente  Rango Lineal
muestra (mL) (ng.L™h de Muestra de referencia  de Muestra de referencia
10 (5,00 + 0,10mg.L%), 15 (2,25 + 0,04mg.L™Y
diluida x10 diluida x10
2 22 0,50+ 0,02 0,22 +0,01 0,08 0,1-1
3 19 0,5040,02 0,28+ 0,02 0,114 0,1-1
4 12 0,48 £ 0,02 0,25+ 0,02 0,126 0,05-0,5
5 0,47 +£0,02 0,23+0,02 0,367 0,05-0,5
6 4 0,48 + 0,02 0,25+0,02 0,399 0,01-0,5

*Ver referencias 24 y 25

De acuerdo a lo observado en la tabla 3 para cada
volumen de mercurio estudiado se obtienen valores de
%CV de la pendiente inferiores al 6%, ademas las
varianzas de las pendientes en todos los casos son
relativamente pequefias lo que permite afirmar que
cumple con el criterio de linealidad en el intervalo de
concentracion de 0,05 a 1,00mg.L™.

Por otra parte, en cuanto a la proporcionalidad los
intervalos de confianza del intercepto de las rectas
correspondientes a cada volumen de mercurio incluyen
al cero, por lo se infiere que el estudio realizado al
aspecto mencionado anteriormente no presenta sesgo.

Exactitud: la exactitud del método se determiné a través de
las muestras certificadas de agua del proyecto ARCAL RLA
010 y 015, elaborada por la empresa SPEX CERTIPREP.
Los valores reportados para estas muestras son de 5,00 +
0,10mg.L* y 2,25 * 0,04mg.L™" respectivamente, los
resultados obtenidos por el procedimiento experimental se
muestran en la tabla 2. La prueba de t-Student (95%) dio
como resultado para la muestra RLA 010 t-calculado de
4,04 y el tabulado de 6,31; comparativamente el primero
menor al segundo. De manera similar para la muestra RLA
015 la t calculada es 4,06 que comparada con la t tabulada
es inferior, por tanto se considera el método adecuado para
el proposito planteado.
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Tabla 3: Resultados del estudio de la linealidad.
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Volumen La recta y su correlacion Promedio, DE y CV Varianza muestral e IC de Varianza del intercepto, IC
(mL) la pendiente
Y =0,084x +0,006 a=0,084 S.=0,002 $%=0,003
R=0,9985 DE=0,0023 at+ Sa*t b+ Sb*t
2 CV,=2,75% 0,084+0,006 0,006+0,009
tcal=0,075
ttab=2,92
Y =0,204x +0,007 a=0,204 S,=0,0004 $%,=0,0006
R=0,9990 DE=0,005 at+ Sa*t b+ Sb*t
3 CV,=2,19% 0,204+0,001 0,007+0,002
tcal=2,075
ttab=2,92
Y =0,230x -0,004 a=0,230 S.=0,005 $%,=0,00005
R=0,9990 DE=0,0073 at+ Sa*t b+ Sb*t
4 CV,=3,17% 0,230+0,014 0,004+0,00001
tcal=1,30
ttab=2,92

a: pendiente de la recta; b: intercepto de la recta

IC: intervalo de confianza. DE desviacion estandar. CV Coeficiente de varianza. Tcal t Student calculada. Ttab t Student tabulada. S, y
S, desviaciones estandar de la pendiente e intercepto. S, varianza del intercepto.

Tabla 4: Valores de concentracion para muestras de agua. N=3

Concentracion

% DER  Volumen de muestra

Limite de deteccion  Valor permitido

(MoL™) (mL) (ug.L™) (ug.L™)
Buena Vista 75 6 4 12 10
Titicare 92 2 4 12 10
Damas 195 4 4 12 10
Santa Rosa 108 3 4 12 10
Guardagallo 29 2 4 12 10
Pozos 1, 2,3 <4 6 4 10

ND: No detectable, menor 0,010 mgL™; LP: limite permitido

Precisién: para la precision en condiciones de repetitividad, se
evaluo por el coeficiente de variacion a través del tratamiento
de muestras de agua tomadas de cinco puntos del rio Turbio;
Titicare, Santa Rosa, Guardagallo, Damas, Buena Vista y
Matadero (tabla 4). Los resultados obtenidos de coeficiente de
variacion revelan que los sectores Titicare con 2%, Santa
Rosa con 3% Yy los patrones certificados 010 y 015 fueron de
3% y 2% respectivamente. Estos valores son menores que el
5% que es el criterio de aceptacion para la precision por
réplicas de las muestras y los patrones certificados. Esto
indica una precision adecuada del método analitico, en el
rango de lo reportado para el método de la ditizona®**' y en
concordancia con los resultados obtenidos en cuanto a
linealidad, precision, exactitud y limite de deteccion en el
trabajo original de partida, presentado por Khan et al.?*.

Concentracion de mercurio _en muestras de agua: la
concentracion en las muestras de agua en las estaciones
Matadero resultdé no detectable. En la estacion Buena Vista

con un valor inferior al establecido por la normativa, y para el
resto de sitios las concentraciones de mercurio son mayores al
limite permisible de acuerdo a la norma®® que es de
0,01mg.L-* de Hg. Las muestras de agua de Pozo profundo
para lagunas de produccion de cachamas presentaron niveles
del elemento no detectables, menores al nivel maximo
permitido.

Muestras de biota digeridas
Limite de Deteccion en muestras de biota: el limite de

deteccion fue evaluado de acuerdo a los lineamientos de la
IUPAC con el criterio de 3 veces la desviacion estandar
para 10 valores del blanco, que en este caso incluye los
reactivos utilizados para la digestion. A partir del valor
obtenido se determiné el limite de cuantificacion en las
muestras digeridas (ver tabla 5). Estos valores son
adecuados para el monitoreo ya que son inferiores a los
méximos establecidos® para el caso de tejido de cachama.
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En lo que respecta a las muestras de tejido foliar de lemna,
el valor resulta adecuado para el monitoreo de un ensayo
de biorremediacion de mercurio utilizando la planta.

Determinacion de la exactitud y precisién del método en
muestras de biota: la exactitud en las muestras de biota
digeridas usando curvas acuosas de calibracion fue
verificada mediante la determinaciéon del porcentaje de
recuperacion en la matriz de las muestras digeridas, para lo
cual se utilizaron poles de muestras control (sin mercurio
detectable) enriquecidas con los patrones certificados.
Como se muestra en la tabla 5, los porcentajes de
recuperacion indican una calidad analitica adecuada para el

Tabla 5: Resultados Analiticos. N=5
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procedimiento. La precision para muestras de biota fue
menor al 5% de desviacion estandar relativa en todos los
casos, para alicuotas de la misma muestra independiente.

Concentracién de mercurio en muestras de biota: muestras
de Lemna minor: como se muestra en la tabla 5, el método
permitié la determinacion del elemento en muestras de
tejido foliar de Lemna minor en un ensayo de
biorremediacion. La concentracion de mercurio para
muestras foliares secas, al dia 21 del ensayo de
biorremediacion fue de 40mg.kg™ (tabla 6). Para las
muestras de cachama en general no se detect6 el elemento.

Muestra Limite de Limite de % de Nivel maximo permitido
deteccion cuantificacion (mgkg recuperacion OMS/FAO*
(mgL™) ) (mgkg™)
Tejido foliar de 26 0,6 120 + 26
Lemna minor.

Tejido hepatico de 19 0,2 89+5 05
cachama '

Tejido muscular de 19 0,25 92 +10
cachama

Se encontro la presencia de trazas de mercurio en el limite
de cuantificacién en dos muestras provenientes de las
lagunas de la finca La Montalba, ubicada en el estado
Portuguesa.

Tabla 6: Concentracion de mercurio en muestras de Biota.

Concentracion
Muestra

(mgKg™)
Tejido foliar de Lemna minor. N=5 *40 £ 6
Tejido hepético de cachama. N=54 <0,2
Tejido muscular de cachama. N=54 < 0,25

*Desviacién estandar correspondiente a la variabilidad biol6gica
en réplicas independientes del ensayo.

Conclusiones

Se demostré la capacidad del método para determinar
resultados linealmente proporcionales dentro del rango de
0,05 a 1,00mg.L™ para volimenes de 2, 3y 4mL y de 0,01-
1mg.L™ para volimenes de muestra de 5 y 6mL.

El método tiene una exactitud analiticamente aceptable tanto
para muestras certificadas de agua con mercurio como
muestras de biota enriquecidas. El limite de deteccidn
obtenido por el método es similar al valor maximo
establecido por la normativa para volimenes de muestra de
agua hasta 4mL, lo que permite inferir una respuesta
analiticamente satisfactoria, pero que debe ser mejorada para

muestras con niveles de mercurio menores utilizando
volimenes de muestra de 5 y 6mL que permiten alcanzar
limites de deteccién menores a 10mg.L-*. En muestras de
biota, el método permite obtener limites de deteccion que se
ajustan a los requerimientos, en el caso de tejido foliar de
Lemna minor, en ensayos de biorremediacion (0,6mg.kg™) y
para tejido de cachama menores a 0,25mg.kg™. La precision
por repetitividad, en muestras de agua Yy certificadas
aplicando el criterio del porcentaje de coeficiente de variacion
menor a 5%, es adecuada en la mayor parte de los puntos de
muestreo.

Para las muestras de biota la precision es menor al 10%. En
general, el método analitico cumple con el propdsito
planteado de la determinacion de mercurio en aguas Yy biota.
El rio Turbio presentd niveles ligeramente superiores al
maximo permitido en cinco de las seis estaciones
muestreadas, todas anteriores al punto de convergencia con el
Guardagallo, lo cual indica la presencia de fuentes antrépicas
y no antrépicas de contaminacion que deben ser analizadas en
un estudio detallado. Las muestras de Pozos de agua profunda
de la zona de Tucacas, presentan niveles menores al
establecido por la normativa venezolana (10mg.L™). El agua,
por tanto, es adecuada para uso en piscicultura y cultivo de
cachama en lo que respecta a este elemento. Los niveles de
mercurio en las muestras de tejido de cachama, tanto de
estaciones piscicolas cerradas como de los rios Orinoco y
Apure son menores al valor maximo permitido por la
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Organizacién Mundial de la Salud (0,5mg.kg™) y no fueron
detectados en el ensayo. La presencia de trazas en el limite de
cuantificacion en dos muestras de lagunas abiertas exige un
estudio méas exhaustivo sobre los niveles de mercurio en el
centro de produccion involucrado.
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