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VALIDACION DE UN METODO PARA DETERMINAR METILMERCURIO
EN TEJIDO DE PESCADO POR CROMATOGRAFIA DE GASES
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RESUMEN

Se validé el método para determinar metilmercurio en tejido de pescado, por cromatografia
de gases con detector de captura electrdnica, descrito en la Association of Official Analytical
Chemist (AOAC) International. El intervalo lineal de la curva se obtuvo entre 0,02 y
1 pg/mL, el coeficiente de correlacién lineal fue de 0,9979. Una muestra de pescado
contaminada con 1 mg/kg analizada 20 veces, permitid determinar la repetibilidad del
método. El limite de cuantificacién fue 0,16 mg/kg y el limite de deteccion 0,06 ppm. Las
muestras de pescado contaminadas de 0,2 a 10 mg/kg presentaron recobrados entre 108,8 y
94,66 %. Los coeficientes de variacion oscilaron desde 1,65 hasta 9,26 %.

Descriptores DeCS: COMPUESTOS METILMERCURIO/anélisis; CROMATOGRAFIA

DE GASES/métodos; PECES

El metilmercurio es un compuesto
téxico que aparece en el ambiente produc-
to de la contaminacion por fuentes natura-
les o antropogénica.!-3 Este compuesto se
produce en medio acudtico por via
enzimdtica y mediante la accidn
microbiana.

El metilmercurio es rdpidamente acu-
mulado por casi toda la biota acudtica y se
ha demostrado que sus concentraciones mas

elevadas se encuentran en el tejido de los
peces de mayor edad y tamano.*

En la mayoria de los paises el pescado
y los productos pesqueros presentan nive-
les de metilmercurio en su porcién comes-
tible que no exceden de 200 a 300 ug/kg.
Sin embargo, en las especies depredadoras
como la tuna, el tiburén y el pez espada
(atn en areas no contaminadas) pueden
tener niveles de este contaminante por
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encima de 1 000 ug/kg, asi como en de-
terminados peces de agua dulce.>®

El consumo de pescado contaminado
con metilmercurio representa un riesgo
mayor para las mujeres embarazadas que
para el hombre adulto, ya que este conta-
minante pasa al feto provocdndole dafios
neuroldgicos severos, por ser éste un orga-
nismo mas susceptible.” El sistema nervioso
central es el tejido blanco principal de los
efectos del metilmercurio en adultos, sien-
do las funciones més afectadas: la senso-
rial, la auditiva, y la visual, junto con las
areas del cerebro, y especialmente en el
cerebelo las areas relacionadas con la co-
ordinacion.® Los efectos tempranos de la
intoxicacién son sintomas no especificos
como: parestesia, indisposicion ligera y
vision borrosa.® Existen evidencias de que
el metilmercurio afecta el sistema
inmunoldgico del hombre en exposicion
croénica.!?

Se ha encontrado una asociacion en-
tre las anormalidades neuroldgicas y la
exposicion a metilmercurio, mediante el
consumo de pescado contaminado en hom-
bres y mujeres adultos.®! La OMS ha es-
tablecido una ingesta diaria tolerable para
metilmercurio de 0,48 ug/kg de peso cor-
poral.2

Varios paises han establecido en sus
regulaciones sanitarias limites de mercu-
rio total en especies de peces depredadores
de 1 mg/kg y en otros productos pesqueros
0,5 mg/kg, y Noruega ha propuesto 1 mg/kg
para metilmercurio en las mismas espe-
cies.!?

Varios métodos analiticos estan dispo-
nibles para la determinacién de mercurio
total, inorgdnico y orgdnico en diferentes
sustratos. Todos representan una mejora
considerable del método original
colorimétrico de la ditizona. El método de
activacion neutrénica se considera como
el mas exacto y sensible y usualmente es

utilizado como método de referencia. El
método de absorcién atdmica sin llama es
el mas ampliamente usado en muestras bio-
l6gicas y ambientales, aunque no es selec-
tivo, puede determinar tanto el mercurio
total como el mercurio inorgdnico y por
diferencia el mercurio organico. El méto-
do de cromatografia de gas-liquido con
detector de captura electronica se prefiere
cuando se requiere medir selectivamente
el metilmercurio en tejidos de pescado en
presencia de otros compuestos de mercu-
rio."

En el presente trabajo se validdé un
método por cromatografia de gases con
detector de captura electrénica para deter-
minar metilmercurio en tejido de pescado,
el cual elimina las interferencias organicas
con lavados de acetona y tolueno y libera
el metilmercurio enlazado a la proteina con
acido clorhidrico. El extracto se redisuelve
entolueno. '’

METODOS

Para verificar la linearidad de la res-
puesta del detector de captura electronica
con respecto a la concentraciéon de
metilmercurio, se construy una curva
de calibracion con 8 puntos por triplica-
do a partir de 2 soluciones de trabajo
(2 y 40 pg/mL) en frascos volumétricos de
25 mL con las concentraciones siguientes:
0,02; 0,04; 0,05; 0,08; 0,1; 0,2; 0,5y
1 pg/mL.

Para ensayar este método se empled
1 kg de un tejido de pescado homo-
geneizado, el cual se dividi6 en 7 porcio-
nes de 100 g cada una. Una de estas por-
ciones fue contaminada con un patrén de
metilmercurio (Sigma Chemical Co.) aun
nivel de 1 mg/kg para el estudio de
repetibilidad. Otra porcién se mantuvo sin
contaminar como blanco muestra, para
conocer las interferencias de la matriz. Las
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restantes porciones se contaminaron con
0,2; 0,5; 1; 5y 10 ug/kg respectivamente,
para los estudios de recuperaciéon. Cada
porcidon contaminada fue subdivida en
muestras de ensayo de 5 g cada una. Las
muestras de ensayo fueron procesadas por
la técnica descrita por la Association of
Official Analytical Chemist (AOAC)
International, para la purificacion y extrac-
cioén del metilmercurio.

En la identificacion y cuantificacién
del metilmercurio se inyectaron 5 uL del
extracto en una columna de 2 m de longi-
tud por 2 mm de didmetro interno empa-
cada con 5 % de DEGS-PS sobre
Supelcoport 100-120 mesh, con las condi-
ciones cromatograficas siguientes: tempe-
ratura del detector 300 °C, temperatura
del inyector 200 °C, temperatura de la
columna 155 °C, flujo de gas portador
30 mL/min, purga del detector 100 mL/min
y la corriente de polarizacion en 8. En es-
tas condiciones se compar6 la respuesta
de la muestra de ensayo contaminada con
la de los patrones y se calculd la concen-
tracion de metilmercurio por la ecuacién
siguiente:

VI.CIIA2.Vd
Concentracién en mg/kg =
V2. AI.Pm

donde:

V, = volumen de la solucién de referencia
inyectada en uL.

C, = concentracion de la solucion de refe-
rencia en pg/mL.

A, = éarea del pico de la solucion de refe-
rencia en mm?.

V, = volumen de la muestra inyectada en
ul.
A, = area del pico de la muestra en mm’.
V, = volumen de dilucién del extracto en

mL.
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P_ = peso inicial de la porcién de ensayo
m
eng.

RESULTADOS

La figura 1 muestra el gréfico de cali-
bracion y la ecuacion de regresion obteni-
da por el método referido que relaciona
las areas promedio de cada pico calcula-
das por integracion manual y la cantidad
de metilmercurio en el intervalo de 0,1 a
5 ng, con un coeficiente de correlacion li-
neal de 0,9979. Como la respuesta del de-
tector de captura electronica varia dia a
dia, una inyeccion de 25 pL de una solu-
cion patrén de cloruro de mercurio debe
ser realizada al finalizar cada jornada de
trabajo.
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Fig. 1. Curva de calibracion.

Bajo las condiciones descritas en este
articulo, 400 pg de metilmercurio produ-
cen la sefal que se observa en la figura 2,
con un tiempo de retencion de 3,0+0,1 min.

El detector de captura electrénica a
corriente constante utilizado es menos sen-
sible al metilmercurio que el detector de
captura electrénica con voltaje de polari-
zacion variable descrito en la AOAC, que
informa una sensibilidad minima de 25 pg.

En la figura 3 se presenta un
cromatograma de una muestra de pescado
contaminada con 1 mg/kg de metilmercu-
rio. No se observaron picos de inter-



Fig. 2. Metilmercurio (400 pg).

Fig. 3. Muestra de pescado contaminada con 1mg/kg de
metilmercurio .

ferencias provenientes de la matriz y de
los solventes, siendo la repetibilidad de
0,0415 mg/kg con un coeficiente de varia-
cion del 2,39 %.

SUMMARY

En la tabla aparecen los recobrados
de las muestras de pescado contaminadas
con metilmercurio en el intervalo de 0,2 a
10 mg/kg. Los valores de recuperacion se
encontraron entre 94 y 108,8 %, con un
coeficiente de variacion maximo de 9,26 %.

El limite de deteccion se establecié en
0,06 mg/kg inyectando 5 uL del extracto
de pescado, equivalente a una masa de 1 mg.
Este limite se considera modesto si se com-
para con el método de absorcién atdmica
sin llama, que determina mercurio total e
inorgénico, pero tiene el inconveniente de
que requiere una limpieza rigurosa de la
cristaleria, para evitar las interferencias, y
ademds no es selectivo a este compuesto.

El presente método es rapido y sim-
ple para el andlisis de metilmercurio en
tejido de pescado. Alrededor de 10 mues-
tras pueden ser ficilmente procesadas en
8 h para su determinacién por cro-
matografia de gases.

TABLA. Recobrados de metilmercurio en tejido de pescado

Nivel de Media  Recobrado cv

contaminacion  (mg/kg) (%) DE (%)

0,2 0,197 98,62 0,01826 9,26
05 0,5440 108,80 0,04320 8,60
1,0 1,0178 101,80 002440 2,39
5,0 4,7650 9530 0,11880 2,44
10,0 9,4660 9466 0,15619 1,65

We validated a method to determine methylmercury in fish tissues using gas chromatography with an electron
capture detector as described by the Association of Official Analytical Chemist (AOAC) International. The linear
curve range was 0.02 to 1 pg/ml and linear correlation coefficient was 0.9979. A 1 mg/kg mehtylmercury-
contaminated fish sample was analyzed 20 times to determine repeatability of the method. The quantification limit
was 0.16 mg/kg and detection limit was 0.06 ppm. Fish samples contaminated with 0.2 to 10 mg/kg methylmercury

showed recovery indexes from 94.66 to 108.8 %

Subject headings: METHYLMERCURY COMPOUNDS/analysis; CHROMATOGRAPHY; GAS/methods; FISH
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