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RESUMEN

Se determiné mercurio total en pescado pargo mediante la técnica de vapor
frio acoplado a espectrofotometria de fluorescencia atémica (CV-AFS, por sus
siglas en inglés). Se llevo a cabo un muestreo no probabilistico en el mercado
América de la ciudad de Quito. Las muestras de pescado se sometieron a un
proceso de liofilizacion y digestion dcida asistida por microondas. Se obtuvo
valores de concentracién de mercurio total de 0,077; 0,079; 0,046; 0,093 y
0,113 mg kg respectivamente, cuyos coeficientes de variacién fueron 5,00;
3,91; 3,01; 16,1 y 14,5 %. Para las muestras de pargo mediano se obtuvieron
valores de 0,163; 0,111; 0,176; 0,201 y 0,185 mg kg", y sus coeficientes de
variacién fueron 13,3; 17,6; 8,18; 9,64 y 14,5 %. Mientras que para las mues-
tras de pargo grande los valores obtenidos fueron: 0,160; 0,182; 0,176; 0,361
y 0,170 mg kg, dando coeficientes de variacién de 10,6; 8,79; 16,8; 4,57 y
9,45 %. Las muestras de pargo grande presentaron un mayor contenido de mer-
curio en su organismo. Se determiné que las muestras de pescado contienen
mercurio, sin embargo, no exceden los limites maximos permisibles estableci-
dos por el Codex Alimentarius.

ABSTRACT

The determination of total mercury in fish allows estimating what concentration
of this metal is present in these aquatic organisms. Total mercury was determi-
ned in 45 samples of snapper fish by means of the cold vapor technique cou-
pled to atomic fluorescence spectrophotometry. A non-probabilistic sampling
was carried out in the América market in Quito. The fish samples were subjected
to a microwave-assisted acid digestion and lyophilization process. In the expe-
rimental results, total mercury concentration values of 0.077 were obtained;
0.079; 0.046; 0.093 and 0.113 mg kg respectively, whose coefficients of va-
riation were 5.00; 3.91; 3.01; 16.1 and 14.5 %. For the medium snapper sam-
ples, values of 0.163 were obtained; 0.111; 0.176; 0.201 and 0.185 mg kg™,
and their coefficients of variation were 13.3; 17.6; 8.18; 9.64 and 14.5 %.
While for the large snapper samples the values obtained were: 0.160; 0.182;
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0.176; 0.361 and 0.170 mg kg™, giving coefficients of variation of 10.6; 8.79;
16.8; 4.57 and 9.45 %. The large snapper samples had a higher mercury content
in their body. It was determined that the fish samples contain total mercury, ho-
wever, they do not exceed the maximum permissible limits established by the

Codex Alimentarius.

INTRODUCCION

Los rios y océanos son propensos a la
contaminacion de metales pesados
ocasionada por fuentes naturales y
antropogénicas, sobre todo por in-
dustrias que desechan multiples ma-
teriales con metales pesados entre los
que se encuentra el mercurio (Reyes
et al., 2016). Por lo anterior, es nece-
sario determinar si las especies acua-
ticas como los peces y en particular
los considerados altamente comesti-
bles, como el pargo (Lutjanus colo-
rado), estan siendo afectados por la
presencia y cantidad de este metal, y
sobre todo si al ser consumidos por
el ser humano éste lo esta asimilando
en su organismo.

El pescado es un alimento que posee
proteinas de alto valor biolégico y
acidos grasos esenciales, de alli su
alto consumo (Miller et al., 2014).

Los peces son parte del grupo de ali-
mentos que pueden acumular en su
organismo grandes cantidades de
metales traza como el mercurio y el
selenio (Bergés et al., 2015). El mer-
curio (Hg) es un contaminante persis-
tente de elevada toxicidad para los
seres vivos, lo que aumenta el riesgo
en el ambito de la salud humana, ya
que el ingreso de este metal al medio
ambiente facilita su acumulacién en
la cadena alimenticia llegando de
esta manera a las personas por medio
del consumo del pescado (Moraes et
al., 2013).

El mercurio orgdnico se encuentra en
el agua, principalmente como metil-
mercurio [CH;Hgl* v es el compo-
nente mds comdn en la cadena
alimentaria (Rezende, Silva, Moura,
& Windmoller, 2018).
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La espectrometria de fluorescencia
atémica (AFS, por sus siglas en inglés)
se ha convertido en una de las herra-
mientas analiticas mas importantes
para el andlisis de oligoelementos in-
cluido el mercurio (Krishna et al.,
2005). La deteccién de Hg por esta
técnica acoplada a la técnica de
vapor frio (CV, por sus siglas en in-
glés), como técnica de introduccion
de muestra, estd reemplazando a la
espectroscopia de absorcién atémica
(AAS, por su siglas en inglés) en el
analisis de este metal, debido a su
instrumentacion simple y Iimites de

deteccion ultra bajos, alta sensibili-
dad, selectividad, facil y bajo con-
sumo de gas argén (Aranda, Gil,
Moyano, De Vito & Martinez, 2009);
convirtiéndose en una de las herra-
mientas analiticas mas importantes
para el analisis de oligoelementos
(Krishna et al., 2005). En el presente
trabajo se reporta la deteccién vy
cuantificacion de Hg por CV- AFS, a
fin de obtener un acercamiento sobre
el contenido de este metal en los
peces que cominmente estd consu-
miendo la comunidad citadina de
Quito-Ecuador (Chaves, 2016).

MATERIALES Y METODOS

Toma de muestra

Para este trabajo diagnéstico, la toma
de muestras de pescado pargo se rea-
liz6 en el mercado popular de abas-
tos “América” del Distrito Metropoli-
tano de Quito (Pichincha — Ecuador),
mediante muestreo no probabilistico
por conveniencia, basado en la se-
leccion de una muestra de la pobla-
cion por el hecho de ser accesible
(Ochoa, 2015).

La muestra se recolecto vy tipificd en
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cinco por cada tamafo, pequefio,
mediano y grande, y cada pescado se
analizé por triplicado, dando un total
de 45 muestras analizadas. Los pes-
cados se transportaron al laboratorio
bajo cadena de frio a una tempera-
tura aproximada de 4 °C, mantenién-
dola hasta su posterior preparacién y
tratamiento (EPA, 2000).

Preparacion de muestra

Se realiz6 la medicién de los pesca-
dos, determinando la longitud total




(largo del pescado) y la longitud es-
tandar que excluye el largo de la
aleta caudal (Segura et al., 2011). Se
determinaron los rangos de medicion
conforme a los datos obtenidos de la
longitud estandar de cada pez, dando
como resultado (25,0-26,5 cm),
(35,0-43,0 cm) y (43,5-50,5 cm) para
las muestras de pargo pequefio, me-
diano y grande respectivamente.
Posteriormente, se obtuvieron sub-
muestras del muisculo dorsal de cada
pez y se realizé la determinacion de
humedad mediante la balanza infra-
rroja HB43-S, marca Mettler Toledo,
Suiza, la cual utiliza un sistema de
andlisis termogravimétrico. Para la
medicién de humedad se colocé la
muestra del mdsculo de pargo en el
plato de la balanza en un rango de
2,6-3,5 g, donde se secd a una tem-
peratura de 160 °C por un periodo
aproximado de 40 minutos.

La muestra se someti6 a un proceso
de ultracongelacién a -25 °Cen la ul-
tracongeladora marca Infrico Med-
care, Espafa; y luego se liofiliz6 por
un tiempo aproximado de 48 horas
en un equipo Cool Safe Touch 55-4,

DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE MERCURIO TOTAL
EN TEJIDO MUSCULAR DE PARGO (LUTIANUS COLORADO)
Bustamante et. al., 151—166

marca Labogene, Dinamarca. Una
vez liofilizada la muestra, se pulve-
rizé y se separ6 en submuestras de 1
g en bolsas herméticas y debida-
mente etiquetadas dentro de un de-
secador.

Digestion dcida asistida por mi-
croondas

Las muestras de pescado liofilizadas
se digirieron en un equipo microon-
das MARS 6, marca CEM, EUA. Se
trabaj6 en viales de teflon para diges-
tién de alta presion, MARS EasyPrep.

Para la digestién de muestra de pesca-
do se adecud el método propuesto por
Shah et al. (2012), utilizando 0,3 g de
muestra liofilizada. Posteriormente, se
anadio en el vial de teflon 1 mL de aci-
do nitrico concentrado (HNO;), 1T mL
de peréxido de hidrégeno concen-
trado (H,O,) y T mL de acido perclé-
rico concentrado (HCIO,). A continua-
cién, se acondiciono el programa de
digestion. En la Tabla 1 se presentan
las condiciones utilizadas para esta
digestion:

155




InfoANALITICA 9(1)
Enero 2021

Tabla 1. Condiciones del programa de digestion en microondas

Potencia Rampa Temperatura Tiempo de

Paso Max—‘7 de tiempo ’()°C) retencién
° (min) (min)
1 1400 W 80 20 210 15

Posterior a la digestion por microon-
das, las muestras se filtraron y se afia-
di6 1 mL de 4cido clorhidrico con-
centrado (HCI). Luego se aforé en
matraces aforados de 50 mL con
agua grado reactivo de alta pureza
(resistividad 18,2 MQ cm a 25 °C)
obtenida de un sistema de agua pura
directa Genie 5 Direct-Pure Water
System marca Rephile, China. A con-
tinuacion, se trasvasaron las solucio-
nes a los viales de inyeccion para
realizar el andlisis en el equipo de
CV-AFS.

Cuantificacion de mercurio me-
diante la técnica de vapor frio aco-
plado a espectrofotometria de fluo-
rescencia atomica

La mejor senal de absorbancia se de-
terminé mediante un disefio experi-
mental completamente al azar, ya
que las unidades experimentales fue-
ron homogéneas y es un método fle-

xible en cuanto al ndmero de
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repeticiones. Los niveles fueron las
relaciones de concentracién (Figura
1)y la variable de respuesta fue la in-
tensidad de absorbancia de senal ob-
tenida.

Para la cuantificacién de mercurio
total mediante CV-AFS, se utilizo el
equipo Mercur-Plus, marca Analytik
Jena, Alemania. Para la operacion del
equipo se utilizé acido clorhidrico al
2 % para blancos, solucién acida de
reaccion, soluciones de dilucién y de
enjuague, y cloruro de estafo al 2 %
preparado en acido clorhidrico al
4 %, para la reaccién de reduccion.

Se preparé una soluciéon madre de
mercurio de 50 pg L a partir del es-
tandar de mercurio (9,995 + 0.056
mg L7), Inorganic Ventures, Estados
Unidos. El equipo se programé para
diluir esta solucion e inyectar auto-
maticamente para la construccion de
una curva de calibracién de 1, 2, 3,
4y 5 pg L. Todas las soluciones fue-




ron preparadas en agua grado reac-
tivo calidad alta pureza.

La reaccion de generacion de vapor
se dio empleando SnCl, en medio
acido como agente reductor (Pohl et
al., 2008). Las muestras se analizaron
por triplicado y las lecturas por du-
plicado. Ademas, por cada lote de 11
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muestras se leyé un material de refe-
rencia certificado (MRC) DORM-4
fish protein, National Research Coun-
cil Canadd y un blanco. Finalmente,
se programé el software para la in-
yeccion automatica de las muestras
previamente digestadas en microon-
das.

RESULTADOS

En las Tablas 2, 3 y 4 se detalla el
contenido de humedad de las mues-
tras, se reporta el peso de cada una'y
el promedio total de las cinco dife-
rentes muestras de pescado pargo,
por tamanos. A cada pescado se le
asign6 un codigo respectivo para su
identificacién, donde se indica el

nombre de la especie (PG), el na-
mero de muestra (001) y el tamafo
del pescado (p). Como se ve en la
Tabla 2 se determiné el peso de las
muestras de pargo pequefio cuyo
valor promedio fue de 262 g, y el
porcentaje de humedad fue de 78,10
0/O.

Tabla 2. Contenido de humedad de 5 muestras de pargo pequeno
(Lutjanus colorado)

Cédigo asignado Peso (g) Humedad (%)
Pg001p 273,6 79,32
Pg002p 262,6 79,53
Pg003p 282,0 77,05
Pg004p 231,8 77.79
Pg005p 2599 76,83

Promedio 261,9 78.10
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En la Tabla 3 se observa que las
muestras de pescado mediano pre-
sentaron un peso con un valor pro-
medio aproximado de 891,2 g y un
porcentaje de humedad de aproxi-
madamente 76,68 %.

Tabla 3. Contenido de humedad
de cinco muestras de pargo mediano
(Lutjanus colorado)

Céddigo Peso Humedad
asignado (9) (%)
Pg00ém 726,1 75,75
Pg007m 641,5 75,80
Pg008m 1095 76,95
Pg009m 116 77,22
Pg010m 876,7 77,68
Promedio 8912 76,68

En laTabla 4 se detallan los datos ob-
tenidos del espécimen con mayor ta-
mafio. El porcentaje promedio de las
muestras de pargo grande dio un
valor de 76,38 %, siendo el valor mas
bajo obtenido en el andlisis. Por otro
lado, las muestras que tuvieron un
mayor porcentaje de humedad fue-
ron las de pargo pequefo con un
valor aproximado de 78,10 %.
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Tabla 4. Contenido de humedad
de cinco muestras de pargo grande
(Lutjanus colorado)

Cédigo Peso Humedad
asignado (9) (%)
Pg006m 1070 77,78
Pg007m 1619 76,00
Pg008m 1356 76,66
Pg009m 1726 74,58
Pg010m 1352 76,87
Promedio 1425 76,38

Para determinar la concentracién de
mercurio total en cada una de las
muestras se elaboré una curva de ca-
libracion multipunto, Figura 1, a con-
centraciones 1,2,3,4y5 pg L', que
fueron diluidas por el inyector auto-
matico utilizando la solucién estan-
dar de 50 pg dm= de Hg.

0,80

y =0,1447x + 0,005

0,60 R?=0,999

'S 0,40
[%]
0,20

0,00
0 2 4 6

Concentracidon

Figura 1. Curva de calibracién
obtenida en el equipo de CV-AFS

Como se muestra en la Figura 1, la re-
lacién senal-concentracién es direc-




tamente proporcional. En otras pala-
bras, la intensidad de emisién de
energia (fluorescencia) se va a dar en
funcién de la cantidad de atomos del
analito que se encuentren en estado
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Como se puede evidenciar en la
Tabla 5, los resultados obtenidos en
la curva de calibracién garantizan un
ajuste lineal positivo, considerando el
coeficiente de regresién lineal (R? >

excitado. 0,999). Esto demuestra que los valo-
res obtenidos son aceptables.
Tabla 5. Datos obtenidos
de la curva de calibracién
Coeficiente Pendiente Intercepto
de correlacion
0,9999 0,1447 0,005
Tabla 6. Porcentajes de recuperacién obtenidos
del material de referencia certificado (MRC)
Peso  Lectura 1 Promedio Resultado Resultado
Muestra (@) (Ug.L) Lecturas Blanco 1 pesoseco %R
’ (wg.L) (wg.L) (Mg kg)
0,296 2,421 2,421 0,109 390,1 95
0,293 2,350 2,350 0,051 391,1 95
MRC 0297 2,500 2,500 0,073 409.3 99
0,306 2,567 2,567 0,073 407,1 99

*Volumen de aforo es de 50 mL

La exactitud de la metodologia se es-
tablecié analizando un material de
referencia certificado CRM DORM-4.
Esto en base a la recuperacion de
mercurio total (T-Hg) calculada de
acuerdo con el valor certificado
(MRC) que es de 412 + 36 pg kg'. El
porcentaje de recuperacién obtenido

fue del 95-99 %, como se ve en la
Tabla 6. Los porcentajes de recupera-
cién estan dentro del rango de acep-
tacion determinado por el Codex
Alimentarius (80-120 %). Por tanto, el
método propuesto muestra la exacti-
tud necesaria para analizar mercurio
en el pescado.
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Concentraciones de mercurio

A continuacion se detallan las con-
centraciones de mercurio total obte-
nidas en las muestras de pargo
(Lutjanus colorado) que se expenden
en el mercado América de la ciudad
de Quito (Tabla 7). Se obtuvieron va-
lores de mercurio total en peso seco

de 199,4 pg kg' + 0,70 hasta 486,4
pg kg' + 3,37; mientras que la con-
centracion en peso himedo fue entre
45,76 pg kg' + 3,03 hasta 112,7 pg
kg' + 14,6. Finalmente, se obtuvie-
ron valores entre 0,046 mg kg' +
3,01 hasta 0,113 mg kg + 14,5 de
mercurio total en peso himedo o
peso fresco de pescado pequefo.

Tabla 7. Concentraciones de mercurio total obtenidas
en las muestras de pargo pequeno

Promedio % CV Peso Peso

(ug.kg) (HOmedo) (Seco)
Pg001 373,5 1,03 77.24 0,077
Pg002 386,6 0,80 79.13 0,079
Pg003 199,4 0,70 45,76 0,046
Pg004 419,2 3,58 93,10 0,093
Pg005 486,4 3,37 112,7 0,113

En laTabla 8 se observa que los valo-
res de concentracion de T-Hg en peso
seco fueron entre 460,2 pg kg' +
4,24 hasta 881,2 pg kg' + 2,19,
mientras que la concentracién en
peso himedo fue entre 111,4 pg kg’
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+ 17,5 hasta 200,7 = 9,65. Final-
mente, se obtuvieron valores entre
0,111 mgkg' + 17,6 hasta 0,201 mg
kg' + 9,64 de mercurio total en peso
himedo o peso fresco de pescado
mediano.
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Tabla 8. Concentraciones de mercurio total obtenidas
en las muestras de pargo mediano

Promedio Peso Peso
(Mg kg) %cv (HOmedo) (Seco)

Pg006 672,8 3.23 162,9 0,163
Pg007 460,2 4,24 111.4 0,111
Pg008 762,1 1,88 175.7 0,176
Pg009 881,2 2,19 200,7 0,201
Pg010 828,9 3.24 185,0 0,185

En la Tabla 9 se reportan concentra-
ciones de T-Hg entre 719,6 ug kg +
2,35 hasta 1419 pg kg' + 1,16, mien-
tras que la concentracion en peso hu-
medo fue entre 159,9 pg kg + 10,6
hasta 360,7 + 4,6. Finalmente, se ob-
tuvieron valores entre 0,160 mg kg
+ 10,6 hasta 0,361 mg kg = 4,57 de

mercurio total en peso himedo o
peso fresco de pescado grande. Las
muestras de pescado pargo grande
presentaron un mayor contenido de
mercurio en su organismo seguin los
datos obtenidos en el presente estu-
dio.

Tabla 9. Concentiraciones de mercurio total obtenidas
en las muestras de pargo grande

Promedio % CV Peso Peso

(ng kg™ (Homedo) (Seco)
Pg011 719.6 2,35 159.9 0,160
Pg012 756,5 2,12 181,6 0,182
Pg013 753,0 3,92 175,8 0.176
Pg014 1419 1,16 360,7 0,361
Pg015 735,3 2,18 170,1 0,170

Tanto el limite de deteccion (LD)
como el [imite de cuantificacion (LC)
se determinaron mediante la medi-

cién de blancos. Se prepararon 47
muestras blanco de 4cido clorhidrico
al 2 % y se realizaron las respectivas
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lecturas aplicando el método de es-
tudio. El LD se determiné cono-
ciendo el promedio de la sefial del
blanco mas tres veces su desviacion
estandar (y + 395); y el LC se calcul6
conociendo el promedio de la senal
del blanco mas 10 veces su desvia-
cion estandar (y + 10S). Dichos valo-
res se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Limites de detedeteccién
y cuantificacién obtenidos
en el presente estudio

LD (ug L")

0,111 0,237

LC (ug L)

DISCUSION

Concentracion de mercurio

De acuerdo con el Codex Alimenta-
rius, se aclara que el metilmercurio
constituye la mayor parte del mercu-
rio total en la mayoria de las especies
marinas. El metilmercurio es una de
las formas mds toéxicas que presenta
el mercurio y puede llegar a confor-
mar entre el 80-100 % del mercurio
total que estd presente en los peces
(Gonzélez et al., 2015).

La concentracion de mercurio de-
pende de la afinidad que posee con
el muisculo de pescado. La acumula-
cion de mercurio se debe precisa-
mente al metilmercurio, el cual se
adsorbe y acumula mas que otras for-
mas en el muisculo de pescado (Gon-
zalez et al., 2014). Los peces fijan con
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fuerza al metilmercurio, el cual equi-
vale casi al 100 % del mercurio que
se bioacumula, por lo que la mayor
parte del metilmercurio en tejidos de
peces forma enlaces covalentes con
grupos sulfidrilo proteinico, con lo
que la vida media de eliminacion re-
sulta larga (De Carvalho et al., 2010).

La cantidad de mercurio en la mues-
tra, ademas, va a depender de otros
factores como la localidad en la cual
puede estar en contacto o disponibi-
lidad hacia ella; ya que las concen-
traciones de tipo de metal van a ser
mayores en ciertos lugares geografi-
Cos que estan expuestos a una mayor
contaminacion, ya sea por la elimi-
nacion de desechos causado por las
industrias o por procesos bioldgicos
naturales (metilacion). Aunado a lo




anterior, esta la disponibilidad de ali-
mentos (otros organismos acuaticos)
y el contenido de mercurio que pre-
senten (biomagnificacion), ya que las
especies mas proclives a la acumula-
cién de mercurio son las especies de-
predadoras que se encuentran en el
nivel mas alto de la cadena tréfica
como albacora, atln, pez espada, ti-
burén, entre otros. Por tanto, van a
tener una mayor cantidad de mercu-
rio (metilmercurio) en su organismo.
Ademas, hay otros factores que tam-
bién podrian influir como el género,
el tamano, la edad, etc. (Gonzalez et
al., 2014).
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En la literatura no existen los limites
maximos permisibles con relacién a
la cantidad de mercurio total que
existe en el pez pargo (Lutjanus colo-
rado). Sin embargo, de acuerdo con
el Codex Alimentarius, se ha estable-
cido que el contenido maximo de
metilmercurio en la carne de pescado
debe ser de 0,5 mg kg en peso fresco
para los productos de pesca incluidos
los mariscos (Comision del Codex Ali-
mentarius, 2018). Los resultados ob-
tenidos en el presente trabajo indican
que ninguna de las muestras de pargo
analizadas excede los limites maxi-
mos permisibles establecidos sobre el
mercurio en el pescado.

CONCLUSION

El porcentaje de humedad obtenido
en las muestras de Pargo de tamafios
pequeiio, mediano y grande dio un
valor promedio de 78,10; 76,68 vy
76,38 % respectivamente.

Se determind que todas las muestras
de pescado presentan mercurio total
en su organismo, sin embargo, estos
valores no exceden los limites permi-
tidos por el Codex Alimentarius que
es de 0,5 mg kg de mercurio.

Con respecto a la técnica CV- AFS, es
una técnica selectiva para el analisis
de mercurio total en el pescado, ya
que éste es el Ginico metal que puede
ser analizado mediante el sistema de
vapor frio, por ser liquido a tempera-
tura ambiente.

Ademads, se obtuvo un limite de de-
teccion de 0,111 pg L7, mientras que
el limite de cuantificacion fue de
0,237 pg L', lo que demuestra que la
técnica CV- AFS es mas sensible en
comparacion a las técnicas de AAS.
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