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. RESUMEN

Se evaluaron tres materiales de envases, vidrio, polietileno de alta densidad
(HDPE) y polietilentereftalato (PET) como recipientes que pueden emplearse para
colectar muestra de orina durante 24 horas para el analisis de mercurio con el
objetivo primordial de seleccionar el que posea las caracteristicas especiales de

no interferir con la cuantificacién del analito de interés.

Para la evaluacion de cada envase se prepard una disolucion estandar de
una sal de mercurio a tres concentraciones diferentes (1, 1.5y 2 mcg%) y se
analizaron tres réplicas por concentracién a tres tiempos diferentes (0, 24 y 48
horas) para determinar si el material de envase y el tiempo son factores que
afectan significativamente la concentracion de mercurio. Las muestras fueron
analizadas mediante la técnica de analisis de mercurio UV de Sydney Kaye
(procedimiento B) ™ cuyo fundamento es la quelacién mercurio — ditizona bajo
condiciones especiales y su medicion de la absorbancia en un espectrofotometro a

una longitud de onda de 490 nm.

Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante
analisis de varianza (ANDEVA) de un disefio factorial y prueba de la minima
diferencia significativa de Fisher (LSD) determinandose que existe diferencia
significativa entre los materiales de envase para el analisis de mercurio (p<0.05).
Con el polietilentereftalato (PET), se obtuvo una mejor reproducibilidad vy
estabilidad. Asimismo se determind que el tiempo es un factor que afecta
significativamente la concentraciéon de mercurio (p<0.05), ya que conforme
transcurre el tiempo la concentracién disminuye excepto en el envase PET en el
cual se mantuvo constante. Este fendmeno ocurrié posiblemente por adsorcion del
analito a los materiales de envase vidrio y polietileno de alta densidad (HDPE),
unicamente a las 0 horas no existe diferencia significativa entre los envases
(p>0.05). Por lo anterior se concluye que el material de envase ideal para colectar

la muestra de orina durante 24 horas para el analisis de mercurio es el PET.



II. INTRODUCCION

Los envases tienen como objetivo contener, preservar y proteger su
contenido, que puede ser alimento, cosmético, medicamento, etc, utilizandose
ademas para el almacenaje y transporte de muestras para analisis de laboratorio.®
Entre los materiales de envase mas comunes se encuentran los de vidrio que
datan de épocas remotas, y los plasticos, cuya tecnologia puede decirse es nueva
y que en muy poco tiempo ha desplazado al vidrio debido a que presenta grandes
ventajas como su bajo costo, resistencia, facil produccién y la buena capacidad de

barrera que ofrecen ante el vapor, la humedad y gases como el oxigeno. @.3)

Actualmente los materiales de envase son diversos por lo que las industrias
farmacéuticas y de alimentos han investigado la interaccidon que puede existir
entre ellos y la sustancia almacenada, especialmente los fenbmenos de absorcion

y resorcidon que pueden afectar su concentracion y tiempo de vida util. “"

En el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, se realizan analisis de
mercurio en muestras bioldgicas por lo que se realizé una revision bibliografica
para encontrar el envase ideal para colectar la muestra. Sin embargo, en
Guatemala no se dispone de estudios que demuestren la compatibilidad de este
metal con los diversos materiales de envase utilizados mas frecuentemente, por lo
tanto es necesario realizar una investigacion con el objetivo de determinar si el tipo
de material de envase y el tiempo de interaccidn con el analito afecta la

concentracion final del mercurio en la muestra.

Tomando en cuenta lo anterior, se realiz6 el presente estudio tomando
como universo de trabajo los materiales de envase mas comercializados en

Guatemala siendo estos el vidrio, polietileno y polietilentereftalato (PET).



[II. ANTECEDENTES

A. COMPARISON OF DRUG STABILITY IN GLASS VERSUS PLASTIC
CONTAINERS: ANALYSIS OF PREFILLED SYRINGE ADMIXTURES.
University of Oklahoma. Walter F. Stanaszek. 1978
Este estudio compara las posibles diferencias de estabilidad de la mezcla
de hidroxizina HCI, meperidina HCI y sulfato de atropina, almacenadas en
jeringas de plastico y vidrio como tratamiento preanestésico, durante 10
dias a 25°C y 3°C. Los analisis que se realizaron durante este periodo
fueron caracteristicas visuales, determinacion de pH, espectro de absorcion
UV y cuantificacion por cromatografia de gases. En ninguna de las mezclas
se detectd alguna degradacion significativa ni formacion de otras
sustancias, por lo que se concluye que el almacenamiento de esta
preparacion puede realizarse en jeringas de vidrio o plastico debido a que

no hay diferencias significativas en su estabilidad.

B. PLASTICS AND THEIR PHARMACEUTICAL APPLICATIONS. Convention
for the Mutual recognition of Inspections in respect of the manufacture of
Pharmaceutical Products. Sigtuna 1986.

En esta Convencion se presentan entre otros articulos, los siguientes

relacionados con los plasticos y su uso en la industria farmacéutica:

1. SORPTION OF CHEMICALS TO PLASTIC MATERIALS by A. Gara ©
Este articulo expone que el fendmeno de adsorcién y absorcion
puede ocurrir tanto en materiales de vidrio como en plasticos y
estudia los factores que pueden influirlo, tales como estructura
molecular, material polimérico, concentracién, solventes, pH vy

temperatura.



2. RELEASE OF CHEMICALS FROM PLASTIC MATERIALS. By A.
Arvin. ")
Este articulo explica que existen componentes del plastico que
pueden migrar a su contenido, como son los aditivos, monémeros,
impurezas, productos de descomposicion y de reacciones y los
factores que influyen como propiedades quimicas y fisicas,

concentracion, temperatura, tiempo y area de contacto.

3. PLASTICS AS PACKAGING MATERIALS by L. Ernerot ®
En este articulo se comparan las propiedades del material de vidrio y
plastico para su uso en el campo farmacéutico. Las ventajas que
sobresalen del plastico se refieren a su peso liviano, flexibilidad,
facilidad para adoptar diferentes formas, costo mas econémico y sus

buenas propiedades de barrera.

C. ESTUDIO COMPARATIVO DE ENVASES DESCARTABLES DE PET VS.
RETORNABLES DE VIDRIO: ASPECTOS AMBIENTALES, SANITARIOS Y
ECONOMICOS. Boletin Técnico Informativo No. 19 PLASTIVIDA. Lic. Raul
A. Segretin. 2002 ©
En este estudio se evalua el uso de envases de vidrio vrs los envases de
plastico PET, para el agua mineral y las bebidas carbonatadas, en donde se
determina que el uso de envases de vidrio no ofrece beneficios al
consumidor al ser menos seguros debido a su fragilidad y menos practicos
por su peso, mientras que los envases PET ofrecen mayores ventajas
debido a sus buenas propiedades de barrera, a su resistencia quimica,
ademas de ser un material liviano, inerte y reciclable, debido a esto se
concluye en este estudio que el envase PET es mas costo eficiente que el

envase de vidrio.



D. EVALUACION DE PROYECTOS: ESTUDIO DE MERCADO PARA EL
ANALISIS DE FACTIBILIDAD DE LA SUSTITUCION DEL ENVASE DE
VIDRIO POR ENVASE DE PLASTICO "PET" PARA EL PRODUCTO
BRANDY DON PEDRO EN LA PRESENTACION DE 750ML. Sebashtian
Walter. México 2002. 19

En esta investigacion se realiza un estudio de mercado, técnico vy
economico acerca de la implementacion del PET como material de envase
para la comercializacion de las botellas del Brandy "Don Pedro" de 750mi
con el fin de reducir los costos y aumentar las ventas sin alterar la calidad
del producto, ya que se determina por pruebas sensoriales en envases PET
miniatura que este material no afecta la calidad de su contenido. Se
concluye que el cambio al envase PET permitiria la reduccién del precio sin
comprometer la calidad del Brandy, favoreciendo su consumo al ser mas

accesible a la poblacion.

E. ENVASES PARA ALIMENTOS Y MIGRACION DE MATERIALES. Diario de
la Seguridad Alimentaria. José Juan Rodriguez Jerez. Agosto 2006. ("
En este articulo se expone la posibilidad de migracion de materiales a los
alimentos envasados en plasticos. Se realiza una clasificacion de los
envases como pasivos o tradicionales, cuando sélo pretenden aislar a su
contenido del medio ambiente; y activos, cuando se aprovechan las
caracteristicas de migracion para transformarlas en una ventaja y conservar
de mejor manera los alimentos al liberarse sustancias en forma constante

como antioxidantes o conservantes.



IV.JUSTIFICACION

Debido a que el mercurio es un metal pesado toxico para el ser humano,
que ingresa al organismo mediante la exposicion ambiental y laboral, por medio de
la inhalacién de vapores en su forma metalica o por ingestion de alimentos
contaminados, provocando serios dafios irreversibles al cerebro, higado y rifién,'?
es importante disponer de un analisis que provea de datos confiables para el

correcto diagndstico de una intoxicacién por mercurio.

Siendo el nivel normal del Hg en orina menor a 20 pg/L (2ug%) ¥, es
necesario contar con un método sensible para su determinacién y eliminar todas
las causas posibles de error, dentro de las cuales se encuentra el envase
recolector de la muestra que debe ser de un material inerte con el cual no exista
adsorcion, absorcién o resorcion del metal y debido a que los pacientes deben
colectar una muestra de orina durante 24 horas, el tiempo en que la muestra se
mantiene en contacto con el envase se convierte en un factor importante. Es por
ello que se investigaron 3 materiales diferentes de envases, vidrio, polietileno de
alta densidad (HDPE) y polietilentereftalato (PET); a tres concentraciones, 1, 1.5y
2 ug% y 3 tiempos 0, 24 y 48 horas, con el fin de elegir el mas adecuado para la

recoleccion de la muestra y asi obtener resultados mas confiables.



V. OBJETIVOS

A. GENERAL

Seleccionar el envase para colectar muestras de orina cuyos componentes

no interfieran en el analisis de Hg.

B. ESPECIFICOS

1. Determinar si la concentracion de mercurio es afectada por el tipo de

material de envase a analizar.

2. Determinar si la concentracion de mercurio varia significativamente entre
los envases de vidrio, polietleno de alta densidad (HDPE) vy
polietilentereftalato (PET)

3. Determinar si el tiempo es un factor que afecta la concentracién de

mercurio



VI.HIPOTESIS

El tipo de material de envase, asi como el tiempo son factores que afectan

la concentracion del mercurio.



VIl. MATERIALES Y METODOS

A. UNIVERSO DE TRABAJO Y MUESTRA

1. UNIVERSO DE TRABAJO:
Materiales de envase de vidrio y plastico que se comercializan en

Guatemala

2. MUESTRA:
Envases de vidrio, polietieno de alta densidad (HDPE) vy
polietilentereftalato (PET) con capacidad no menor a 1 Litro que se

comercializan en Guatemala

B. MEDIOS

1. RECURSOS HUMANOS
a. Autora: Leslie Aida Rojas Garcia

b. Asesora: Licda. Mayté Donis de Recinos

2. RECURSOS INSTITUCIONALES

a. Departamento de Toxicologia, Escuela de Quimica Farmacéutica,
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de
San Carlos de Guatemala

b. Centro Guatemalteco de Informacion de Medicamentos
(CEGIMED)

c. Biblioteca de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala (CEDOBF)



3. RECURSOS MATERIALES

1. Equipo

10

a. Balanza analitica:
- Precision de lectura 0.1 mg
- Reproducibilidad (desviacion tipica) + 0.1 mg
- Carga maxima 160 g

b. Estufas Eléctricas con control para temperatura
- Corriente eléctrica 120 VAC, 1320 Watts
- Control de temperatura: 7 Escalas

c. Estufa con agitacion magnética

- Corriente eléctrica 120 VAC, 858 Watts
- Control de temperatura: 10 Escalas
- Velocidad de agitacion: 10 Velocidades

d. Potencidometro

- Rango: -1.99 a 19.99
- Resolucion: 0.1/0.01
- Exactitud Relativa: +0.01

- Caracteristica del electrodo:
e Electrodo con Combinacion pH/ Compensador

Automatico de Temperatura.

e Solucion de Referencia: Ag/AgCI
e Rango pH 0-14
e Rango Temperatura -5a80°C
e. Espectrofotémetro UV — VIS ThermoSpectronic Genesis 10 UV
- Rango 325 - 1100 nm
- Lampara: Tungsteno — Halégeno
- Exactitud £ 1.0 nm

- Repetibilidad £ 0.5nm



f.

Campana de extraccion de gases
- 2 cabinas de base preparadas para almacenar
acidos y solventes
- Superficie de trabajo de ladrillo
- Ventanas de vidrio
- Flujo de aire vertical

- Extractor incorporado

2. Reactivos (Preparacion Ver pag 12y 13)

a.

@ - o oo T

Agua destilada en vidrio

H.SO4 concentrado

HNO3; concentrado

KMnO4 5%

Hidroxilamina HCI 100%

NH;OH 9N

Solucion stock ditizona (30 mg/L)

Solucién de referencia de ditizona (625 ug /100 ml).
Solucion stock de mercurio (100 mg/ 100 ml)
Solucion de referencia de mercurio (10ug / ml).

Cloroformo

3. Instrumentos y Cristaleria

Q@

-~ ® o 0 T o

Erlenmeyers de 500 ml
Erlenmeyers de 25 ml
Vidrios de reloj
Probetas de 25 ml
Probetas de 50 ml
Probetas de 250 ml

Nucleos de ebullicidon

11
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h. Micropipeteador con capacidad de medicion entre
10 - 100 pl

i. Pipetas de 1 ml

j- Pipetas de 2 ml

k. Pipetas de 5 ml

. Pipetas de 10 ml

m. Balones aforados de 1000 ml

n. Balones aforados de 100 ml

o. Balones aforados de 250 ml

p. Balones aforados de 25 ml

g. Ampollas de decantacion de 250 ml

r. Embudos pequefios

s. Tubos para espectrofotometro UV - VIS
t. Piseta

u. Soportes universales y anillos de metal

v. Pipeteadores

C. METODO

Técnica de analisis de mercurio Sydney Kaye (Procedimiento B,
Modificada en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala) ('¥

1. Preparacion de reactivos:

a. KMnO4 5%: Pesar exactamente 5 gramos de KMnO4 en un
beacker y disolver completamente en 100 ml de agua destilada
en vidrio, con ayuda de un agitador magnético.

b. Hidroxilamina HCI 100%: Pesar exactamente 100g de
Hidroxilamina HCI y disolver en 100 ml de agua destilada en
vidrio. Agitar con agitador magnético y calentar levemente.
Adicionar pequefnas porciones de H,O para evitar que ocurra

precipitacion por sobresaturacion.



13

c. NH4OH 9N: Preparar en la campana de extraccién. Agregar 108
ml de hidroxido de amonio concentrado a 52 ml de agua
destilada, mezclar bien.

d. Solucion stock ditizona (30mg/L): Pesar exactamente 7.5 mg
de ditizona y transferir a un baldén aforado de 250 ml, lavar con
cloroformo, disolver y aforar con el mismo solvente, mezclar
bien.

e. Solucion de trabajo ditizona (625 pg/ 100ml): Tomar de la
solucion stock una alicuota de 21 ml y aforar con cloroformo a
100 ml, preparar en fresco.

f. Solucién stock de mercurio (100 mg/ 100 ml): Pesar 1.668 g de
nitrato de mercurio (HgNO3.2H,0) y transferir a un balén
aforado de 100 ml, agregar agua y 2.0 ml de acido nitrico.
Aforar con agua destilada y mezclar.

g. Solucion de referencia de mercurio (10ug /ml): Diluir un mililitro
de la solucion stock de mercurio en un balén aforado de 100ml

aforar con agua destilada y mezclar.

2. Preparacion del blanco: Colocar 50 ml de agua destilada en vidrio en un

erlenmeyer de 500 ml. Analizar igual que las muestras.

3. Preparacion de los estandares de mercurio:

a. Estandar de 1 ug%: Medir 50 pl de la solucion de referencia de
mercurio y colocarlo en un erlenmeyer de 500 ml que contiene
50 ml de agua destilada en vidrio. Mezclar bien. Preparar y
analizar en duplicado.

b. Estandar de 2 ug%: Medir 100 ul de la solucion de referencia de
mercurio y colocarlo en un erlenmeyer de 500 ml que contiene
50 ml de agua destilada en vidrio. Mezclar bien.

c. Analizar igual que las muestras.
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4. Preparacién de las muestras: (Preparar para cada envase a estudiar)

a.

Concentracion 1ug%: Medir exactamente 1ml de la solucién de
referencia de mercurio y colocarlo en un balén aforado de
1000 ml, aforar con agua destilada en vidrio y mezclar bien.
Concentracion 1.5ug%: Medir exactamente 1.5ml de la solucion
de referencia de mercurio y colocarlo en un balén aforado de
1000 ml, aforar con agua destilada en vidrio y mezclar bien.
Concentracion 2ug%: Medir exactamente 2ml de la solucion de
referencia de mercurio y colocarlo en un balén aforado de 1000
ml, aforar con agua destilada en vidrio y mezclar bien.

Trasvasar cada solucion inmediatamente al envase a evaluar y

analizarlo a las 0, 24 y 48 horas.

5. Analisis de las Muestras: (Correr al mismo tiempo blanco y estandares)

a.

Colocar 50 ml de cada muestra en diferentes erlenmeyers de
500 ml.

Agregar 5 ml de HNO3 y 1 ml de H,SO,4. Mezclar suavemente
después de cada adicion.

Colocar 3 nucleos de ebullicion dentro de cada erlenmeyer

d. Cubrir utilizando los vidrios de reloj como tapaderas y asegurarlos

con masking tape.

Calentar hasta ebullicion suave por aproximadamente 5 minutos,
en estufa eléctrica.

Remover los erlenmeyers de la estufa, dejar enfriar a temperatura
ambiente.

Agregar 50 ml de KMnO4 al 5%, en forma pausada a cada
erlenmeyer para minimizar la reaccion. El didoxido de manganeso
empezara a precipitar. Cuando todo el permanganato haya sido

agregado, calentar la mezcla hasta ebullicibn suave durante
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10 min, usando los vidrios de reloj como tapaderas. Agitar
suavemente de vez en cuando.

. Dejar enfriar a temperatura ambiente. Agregar 3 ml de clorhidrato
de hidroxilamina lentamente, agitando los erlenmeyers para
disolver el dibxido de manganeso y remover el exceso de agentes
oxidantes. Dejar enfriar hasta temperatura ambiente.

Ajustar el pH entre 1 — 2, con NH,OH 9N o H,SO4 concentrado
segun sea necesario.

Transferir las soluciones a las ampollas de separacién de 250 ml.
Inmediatamente agregar 10.0 ml de la solucién de trabajo de
ditizona (625 pg/100ml), tapar y agitar la mezcla vigorosamente
durante un minuto. Dejar que las fases se separen.

Colectar las fases inferiores (ditizona) en los erlenmeyers de
25 ml, taparlos inmediatamente para evitar la evaporacion del
cloroformo.

. Lavar las ampollas con agua destilada y secarlas. Colocar cada
extracto del inciso | en la ampolla correspondiente y agregarle 25
ml de NH4OH 9N para remover el exceso de ditizona, agitar
suavemente. Dejar que las fases se separen.

. Filtrar la fase cloroférmica a través de algodon humedecido con
cloroformo para remover las gotas de agua y recolectar en
diferentes tubos para espectrofotometro UV — VIS previamente
identificados.

. Medir la absorbancia del extracto cloroférmico que contiene al
mercurio en un Espectrofotometro UV — VIS a una longitud de
onda de 490 nm.
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D. DISENO DE LA INVESTIGACION

1. Disefio Experimental: Se utilizé un Diseno Factorial 3 x 3 x 3

Se analizaron 3 materiales de envase (vidrio, polietilieno de alta
densidad (HDPE) y polietilentereftalato (PET). Para cada material se
prepararon 3 concentraciones de mercurio (1, 1.5y 2 mcg %) las cuales
se evaluaron en 3 tiempos (0, 24 y 48 horas) analizandose cada

muestra por triplicado.

2. Analisis de Resultados: Analisis de Varianza para un Disefio Factorial

y prueba post ANDEVA (LSDy graficos de interaccion)



Tabla No. 1: Absorbancias de las muestras a la Concentracién de 1mcg% y 0 horas

VIII.

RESULTADOS

Tabla No. 2: Absorbancias de las muestras a la Concentracion de 1mcg% y 24 horas

MUESTRA ABSORBANCIA MUESTRA - BLANCO mcg%
VIDRIO 1 0.087 0.022 0.94
VIDRIO 2 0.087 0.022 0.94
VIDRIO 3 0.088 0.023 0.98
POLIETILENO 1 0.085 0.020 0.85
POLIETILENO 2 0.085 0.020 0.85
POLIETILENO 3 0.086 0.021 0.89
PET 1 0.086 0.021 0.89
PET 2 0.087 0.022 0.94
PET 3 0.086 0.021 0.89
STD 1mcg% 0.087 0.022 0.94
STD 1mcg% (2) 0.090 0.025 1.06
STD 2mcg% 0.114 0.049 2.09
BLANCO 0.065
MEDIA STD 1 0.0235

MUESTRA ABSORBANCIA MUESTRA - BLANCO | mcg%
VIDRIO 1 0.078 0.013 0.59
VIDRIO 2 0.079 0.014 0.64
VIDRIO 3 0.079 0.014 0.64
POLIETILENO 1 0.079 0.014 0.64
POLIETILENO 2 0.077 0.012 0.55
POLIETILENO 3 0.079 0.014 0.64
PET 1 0.085 0.020 0.91
PET 2 0.085 0.020 0.91
PET 3 0.086 0.021 0.95
STD 1mcg% 0.086 0.021 0.95
STD 1mcg% (2) 0.088 0.023 1.05
STD 2mcg% 0.109 0.044 2.00
BLANCO 0.065

MEDIA STD 1 0.022
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Tabla No. 3: Absorbancias de las muestras a la Concentracion de 1mcg% y 48 horas

MUESTRA ABSORBANCIA | MUESTRA - BLANCO | mcg%
VIDRIO 1 0.078 0.012 0.60
VIDRIO 2 0.078 0.012 0.60
VIDRIO 3 0.076 0.010 0.50
POLIETILENO 1 0.077 0.011 0.55
POLIETILENO 2 0.077 0.011 0.55
POLIETILENO 3 0.079 0.013 0.65
PET 1 0.083 0.017 0.85
PET 2 0.085 0.019 0.95
PET 3 0.085 0.019 0.95
STD 1mcg% 0.086 0.020 1.00
STD 1mcg% (2) 0.086 0.020 1.00
STD 2mcg% 0.107 0.041 2.05
BLANCO 0.066

MEDIA STD 1 0.020

Tabla No. 4: Valores promedio de los resultados obtenidos a la concentracién
1mcg% vy los tiempos de analisis 0, 24 y 48 horas

VALORES PROMEDIO (mcg%)

HORAS VIDRIO POLIETILENO PET
0 0.95 0.87 0.91
24 0.62 0.61 0.92
48 0.57 0.58 0.92




Tabla No. 5: Absorbancias de las muestras a la Concentracién de 1.5 mcg% y 0 horas

MUESTRA ABSORBANCIA | MUESTRA - BLANCO | mcg%
VIDRIO 1 0.094 0.031 1.35
VIDRIO 2 0.095 0.032 1.39
VIDRIO 3 0.095 0.032 1.39
POLIETILENO 1 0.096 0.033 1.43
POLIETILENO 2 0.094 0.031 1.35
POLIETILENO 3 0.095 0.032 1.39
PET 1 0.096 0.033 1.43
PET 2 0.098 0.035 1.52
PET 3 0.098 0.035 1.52
STD 1mcg% 0.087 0.024 1.04
STD 1mcg% (2) 0.085 0.022 0.96
STD 2mcg% 0.110 0.047 2.04
BLANCO 0.063

MEDIA STD 1 0.023

Tabla No. 6: Absorbancias de las muestras a la Concentracion de 1mcg% y 24 horas

MUESTRA ABSORBANCIA | MUESTRA - BLANCO | mcg%
VIDRIO 1 0.094 0.032 1.39
VIDRIO 2 0.093 0.031 1.35
VIDRIO 3 0.094 0.032 1.39
POLIETILENO 1 0.090 0.028 1.22
POLIETILENO 2 0.091 0.029 1.26
POLIETILENO 3 0.090 0.028 1.22
PET 1 0.097 0.035 1.52
PET 2 0.096 0.034 1.48
PET 3 0.097 0.035 1.52
STD 1mcg% 0.085 0.023 1.00
STD 1mcg% (2) 0.085 0.023 1.00
STD 2mcg% 0.107 0.045 1.96
BLANCO 0.062

MEDIA STD 1 0.023
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Tabla No. 7: Absorbancias de las muestras a la Concentracién de 1.5mcg% y 48 horas

MUESTRA ABSORBANCIA | MUESTRA - BLANCO | mcg%
VIDRIO 1 0.091 0.026 1.24
VIDRIO 2 0.091 0.026 1.24
VIDRIO 3 0.090 0.025 1.19
POLIETILENO 1 0.088 0.023 1.10
POLIETILENO 2 0.089 0.024 1.14
POLIETILENO 3 0.089 0.024 1.14
PET 1 0.095 0.03 1.43
PET 2 0.096 0.031 1.48
PET 3 0.097 0.032 1.52
STD 1mcg% 0.087 0.022 1.05
STD 1mcg% (2) 0.085 0.020 0.95
STD 2mcg% 0.108 0.043 2.05
BLANCO 0.065

MEDIA STD 1 0.021

Tabla No. 8: Valores promedio de los resultados obtenidos a la concentracién
1.5 mcg% y los tiempos de andlisis 0, 24 y 48 horas

VALORES PROMEDIO (mcg%)

HORAS VIDRIO POLIETILENO PET
0 1.38 1.39 1.49
24 1.38 1.23 1.51
48 1.22 1.13 1.48




Tabla No. 9: Absorbancias de las muestras a la Concentracién de 2mcg% y 0 horas

MUESTRA ABSORBANCIA | MUESTRA - BLANCO | mcg%
VIDRIO 1 0.112 0.046 1.88
VIDRIO 2 0.113 0.047 1.92
VIDRIO 3 0.111 0.045 1.84
POLIETILENO 1 0.112 0.046 1.88
POLIETILENO 2 0.112 0.046 1.88
POLIETILENO 3 0.110 0.044 1.80
PET 1 0.113 0.047 1.92
PET 2 0.113 0.047 1.92
PET 3 0.111 0.045 1.84
STD 1mcg% 0.091 0.025 1.02
STD 1mcg% (2) 0.090 0.024 0.98
STD 2mcg% 0.114 0.048 1.96
BLANCO 0.066

MEDIA STD 1 0.0245

Tabla No. 10: Absorbancias de las muestras a la Concentracion de 2mcg% y 24 horas

MUESTRA ABSORBANCIA MUESTRA - BLANCO mcg%
VIDRIO 1 0.106 0.040 1.82
VIDRIO 2 0.106 0.040 1.82
VIDRIO 3 0.107 0.041 1.86
POLIETILENO 1 0.102 0.036 1.64
POLIETILENO 2 0.101 0.035 1.59
POLIETILENO 3 0.102 0.036 1.64
PET 1 0.107 0.041 1.86
PET 2 0.108 0.042 1.91
PET 3 0.107 0.041 1.86
STD 1mcg% 0.087 0.021 0.95
STD 1mcg% (2) 0.089 0.023 1.05
STD 2mcg% 0.109 0.043 1.95
BLANCO 0.066
MEDIA STD 1 0.022
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Tabla No. 11: Absorbancias de las muestras a la Concentracién de 2mcg% y 48 horas

MUESTRA ABSORBANCIA | MUESTRA - BLANCO | mcg%
VIDRIO 1 0.104 0.039 1.70
VIDRIO 2 0.102 0.037 1.61
VIDRIO 3 0.104 0.039 1.70
POLIETILENO 1 0.100 0.035 1.52
POLIETILENO 2 0.100 0.035 1.52
POLIETILENO 3 0.102 0.037 1.61
PET 1 0.109 0.044 1.91
PET 2 0.107 0.042 1.83
PET 3 0.109 0.044 1.91
STD 1mcg% 0.087 0.022 0.96
STD 1mcg% (2) 0.089 0.024 1.04
STD 2mcg% 0.111 0.046 2.00
BLANCO 0.065

MEDIA STD 1 0.023

Tabla No. 12: Valores promedio de los resultados obtenidos a la concentracién
2mcg% vy los tiempos de analisis 0, 24 y 48 horas

VALORES PROMEDIO (mcg%)

HORAS VIDRIO POLIETILENO PET
0 1.88 1.85 1.89
24 1.83 1.62 1.88
48 1.67 1.55 1.88




Tabla No. 13: Analisis de Varianza de un Disefio Factorial

Number of obs = 81 R-squared = 0.9947
Root MSE  =.039158 Adj R-squared = 0.9921
Source Partial SS df MS F Prob > F
Model 15.4961555 | 26 59600598 | 388.70 0.0000
Mater .72082216 2 36041108 | 235.05 0.0000
Conc 13.9596074 | 2 6.97980371 | 4552.05 0.0000
Tiem 440466595 | 2 .220233297 | 143.63 0.0000
mater*conc .033081499 | 4 .008270375 5.39 0.0010
mater*tiem .23095555 4 .057738888 | 37.66 0.0000
conc*tiem .046814832 | 4 .011703708 7.63 0.0001
mater*conc*tiem | .064407422 | 8 .008050928 5.25 0.0001
Residual .082799959 | 54 | .001533333
Total 15.5789554 | 80 | .194736943
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Gréfica No. 1: Comparacion entre los materiales de envase Vidrio, HDPE y PET

Mean resp by mater level

Summary of Resp
Mater Mean Std. Dev. Freq
1 1.2781482 4675471 27
2 1.2037037 43270302 27
3 1.4303704 40698215 27
Total | 1.3040741 44129009 81
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Mean resp by tiem level

Grafica No. 2: Comparacion entre los Tiempos de Analisis 0, 24 y 48 horas
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Tiem Summary of Resp
Mean Std. Dev. Freq.
1 1.4007407 | .40582229 27
2 1.2896296 | .46260535 27
3 1.2218519 | 45116973 27
Total 1.3040741 44129009 81

Gréafica No. 3: Comparacién entre las concentraciones (1 mcg%, 1.5 mcg% y

2 mcg%) y los tiempos de analisis (0, 24 y 48 horas)
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Gréafica No. 4: Comparacién entre los materiales de envase (Vidrio, HDPE y PET)

y los tiempos de analisis (0, 24 y 48 horas)

1.60
1.40 - — A
1.20 A
1.00 -
0.80 A
0.60
0.40 4 —e&— Vidrio
—&— Polietileno HDPE
—&— PET
0.20 A
0.00
0 hrs. 24 hrs. 48 hrs.
—e—Vidrio 1.40 1.28 1.15
—a— Polietileno HDPE 1.37 1.16 1.09
——PET 1.43 1.44 1.43

Gréafica No. 5: Comparacion entre las concentraciones (1 mcg%, 1.5 mcg% y

2 mcg%) y los materiales de envase (Vidrio, HDPE y PET)
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Tabla No. 13: Cuadro resumen de los resultados obtenidos indicando los promedios y
porcentajes de recuperacion para las concentraciones de 1, 1.5y 2 mcg%

y los tiempos de analisis 0, 24 y 48 horas.

MATERIAL CONCENTRACION | TIEMPO RESPUESTA PROMEDIO | % RECUPERACION

O horas | 0.94 | 0.94 | 0.98 0.95 95

1 mcg% 24 horas | 0.59 | 0.64 | 0.64 0.62 62

48 horas | 0.60 | 0.60 | 0.50 0.57 57

0 horas | 1.35 | 1.39 | 1.39 1.38 92

VIDRIO 1.5 mcg% 24 horas | 1.39 | 1.35 | 1.39 1.38 92
48 horas | 1.24 | 1.24 | 1.19 1.22 82

Ohoras | 188|192 | 1.84 1.88 94

2 mcg% 24 horas | 1.82 | 1.82 | 1.86 1.83 92

48 horas | 1.70 | 1.61 | 1.70 1.67 84

0 horas | 0.85 | 0.85 | 0.89 0.86 86

1 mcg% 24 horas | 0.64 | 0.55 | 0.64 0.61 61

48 horas | 0.55 | 0.55 | 0.65 0.58 58

Ohoras | 1.43|1.35|1.39 1.39 93

PO'('l'_FDTF',LEE)NO 1.5 meg% 24 horas | 1.22 | 1.26 | 1.22 123 82
48 horas | 1.10 | 1.14 | 1.14 1.13 75

O horas | 1.88 | 1.88 | 1.80 1.85 93

2 mcg% 24 horas | 1.64 | 1.59 | 1.64 1.62 81

48 horas | 1.52 | 1.52 | 1.61 1.55 78

Ohoras | 0.89 | 0.94 | 0.89 0.91 91

1 mcg% 24 horas | 0.91 | 0.91 | 0.95 0.92 92

48 horas | 0.85 | 0.95 | 0.95 0.92 92

Ohoras | 1.43 | 1.52 | 1.52 1.49 99
PET 1.5 mcg% 24 horas | 1.52 | 1.48 | 1.52 1.51 100
48 horas | 1.43 | 1.48 | 1.52 1.48 98

Ohoras | 192|192 | 1.84 1.89 95

2 mcg% 24 horas | 1.86 | 1.91 | 1.86 1.88 94

48 horas | 1.91 | 1.83 | 1.91 1.88 94
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Gréafica No. 6:

Porcentajes de Recuperacion
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Gréafica No. 7:

Comparaciéon de los materiales y tiempos a concentracion 1 mcg%
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Gréafica No. 8:
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Comparacion de los materiales y tiempos a concentracion 1.5 mcg%
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Gréafica No. 9:
Comparacion de los materiales y tiempos a concentracién 2 mcg%
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Gréafica No. 10:

las concentraciones (1 mcg%, 1.5 mcg% y 2 mcg%) y los tiempos

de analisis (0, 24 y 48 horas)

Concentraciones Vrs Tiempos
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IX.DISCUSION DE RESULTADOS

En esta investigacion se evaluaron tres materiales de envase (vidrio, HDPE
y PET) para elegir el que no altere la concentracion de mercurio en muestras
biologicas. Para cumplir con el objetivo principal, se prepararon muestras de una
sal de mercurio a tres concentraciones (1 mcg%, 1.5 mcg% y 2 mcg%) y se

evaluaron a tres tiempos diferentes (0, 24 y 48 horas).

Al analizar estadisticamente los resultados obtenidos en la presente
investigaciéon, mediante analisis de varianza (ANDEVA) de un disefio factorial y
prueba de la minima diferencia significativa de Fisher (LSD), se determiné que
existe una interaccidn entre los tres factores evaluados (material de envase,
concentracion y tiempo). Estos resultados nos muestran que existe una diferencia
significativa (p<0.05) entre el envase PET que presentd la respuesta mas alta en

la cuantificacion de mercurio respecto al vidrio y HDPE (grafica No. 1).

A pesar que se determindé que existe una tendencia a disminuir la
concentracion de mercurio conforme aumenta el tiempo (grafica No. 2), el PET es
el envase que presenta la mejor estabilidad ya que su concentracién no varia en
gran escala al transcurrir el tiempo mientras que el vidrio y el HDPE tienden a
disminuir su respuesta (grafica No. 4), en el caso del vidrio la respuesta mejora al
aumentar la concentracion de mercurio (grafica No. 5), mientras que el HDPE no
posee estabilidad ante este analito a concentraciones bajas. Tanto el vidrio como
el HDPE se comportan de una manera similar entre ellos en los diferentes tiempos
estudiados y en el tiempo O horas, los tres materiales obtuvieron resultados
similares por lo que estadisticamente no existe diferencia significativa entre ellos

bajo este parametro (p>0.05) (grafica No. 4).
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La grafica No. 6 nos muestra los porcentajes de recuperacion del mercurio
para cada concentracion y tiempos analizados para cada material de envase
estudiado, se puede observar que la recuperacion para el PET se mantuvo
siempre superior al 90% mientras que el vidrio y HDPE tienen una recuperacion
dramaticamente baja al transcurrir el tiempo, sin embargo el vidrio a
concentraciones elevadas mejora su recuperacion hasta 24 horas luego vuelve a

declinar.

Las graficas 7, 8 y 9 nos muestran el comportamiento por separado de las
muestras de mercurio en las diferentes concentraciones donde se puede observar
claramente la estabilidad que adquiere el vidrio a concentraciones arriba de
1mcg% y hasta 24 horas, luego de este tiempo nuevamente decrece la

concentracion.

La grafica 10, nos muestra la diferencia en el comportamiento de los tres
envases evaluados a las diferentes concentraciones y en los 3 tiempos distintos.
Se observa como el vidrio y el HDPE tienden a disminuir la concentracion de
mercurio conforme transcurre el tiempo, solamente el envase PET conserva un
comportamiento estable sin pérdida ni ganancia del analito aun a las 48 horas de

permanecer almacenado en el mismo.

La disminucion en la concentracion de mercurio en los materiales de
envase vidrio y HDPE puede deberse a la adsorcion del analito a la superficie de
los envases ya que este fendmeno puede ocurrir cuando las moléculas disueltas
del adsorbato y la superficie solida del adsorbente poseen grupos quimicos
capaces de interaccionar formando enlaces quimicos entre si y dando lugar a la
formacion de capas de moléculas sobre la superficie de un sélido, que en este
caso corresponde a los materiales de envase vidrio y HDPE, cuanto mas similares
sean los grupos de superficie del adsorbente y del adsorbato, mayor sera el grado

de adsorcién. ¥
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Los resultados nos muestran que el material de envase ideal para colectar
muestra de orina durante 24 horas para el analisis de mercurio es el
polietilentereftalato (PET) ya que la concentracion de mercurio de la solucion
contenida en este envase se mantuvo estable hasta por 48 horas, recuperandose

el analito en promedio de 95% entre las tres concentraciones estudiadas.
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X. CONCLUSIONES

. La concentracion de mercurio varia significativamente entre los materiales de
envase, vidrio, polietileno de alta densidad (HDPE) y los tiempos de analisis
estudiados (p<0.05).

. El material de envase ideal para colectar la muestra de orina durante 24 horas
para el analisis de mercurio es el polietilentereftalato (PET) debido a que
presenta la mejor estabilidad y respuesta en comparacion con el polietileno de
alta densidad (HDPE) y vidrio.

. La respuesta del vidrio mejora al aumentar la concentracidon y mantiene un
comportamiento similar al PET a las concentraciones 1.5y 2 mcg% alas Oy 24

horas.

. Alas 0 horas, los materiales de envase evaluados no presentan una diferencia
significativa (p>0.05) para el analisis de mercurio, por lo que si el analisis se
realizara inmediatamente después de la toma de muestra de orina, es

indiferente el tipo de material de envase (vidrio, HDPE, PET) que se utilice.

. La concentracion de mercurio varia significativamente con el tiempo (p<0.05)
en los envases de vidrio y HDPE, presentando una tendencia a disminuir
debido posiblemente a la adsorcion del mercurio a la superficie del material de

envase.
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XI.RECOMENDACIONES

Evaluar los materiales de envase vidrio, polietileno de alta densidad (HDPE) y
polietilentereftalato (PET), empleando soluciones de mercurio en orina para
determinar si los componentes de la orina afectan la adsorcién de mercurio en

los envases.

Realizar un estudio similar de comparacion de envases, utilizando el método
de determinaciéon de mercurio por absorcion atémica, con el fin de comparar

los resultados y establecer el método que mejor se aplica para dichos analisis.
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XIII. ANEXOS

La epidemia mas conocida por intoxicacidn de mercurio ocurrio en
Minamata, una pequefa aldea de Japon, durante los afios 1953 y 1956, debido al
consumo de pescado de una bahia contaminada por los desechos de una fabrica
que empleaba una sal de mercurio como catalizador, afectando a 121 personas de

las cuales 46 fallecieron ).

En 1972 se produjo una grave intoxicacion en lrak y Pakistan por el
consumo de semillas de trigo tratadas con fungicidas que contenian mercurio, este
tipo de intoxicacion también se ha reportado en Guatemala y Ghana. Mas
recientemente en los afios de 1994, mas de 500 alumnos en Belle Glade, La
Florida, resultaron contaminados con mercurio metalico después de que tres nifios
encontraron 4 tarros de mercurio en una camioneta abandonada. En junio de
1996, fue sustraido mercurio de una escuela secundaria en San José, Missouri,

afectando aproximadamente a 200 nifios. ¢ ')

MERCURIO

Es un metal pesado de color blanco plateado, liquido a temperatura y
presion ordinaria. Su simbolo quimico es Hg (hydro argiros o plata liquida),
numero atdomico 80, peso atdmico 200.59. Entre sus propiedades fisico quimicas
se encuentran: Punto de fusién —-38.87°C, punto de ebullicién 356.58° C pero
emite vapores altamente toxicos a cualquier temperatura. Se disuelve en acido
nitrico y en acido sulfurico concentrado. Puede existir en 3 estados de oxidacion:
Hg® (metalico o elemental), Hg* (mercurioso) y Hg?* (mercurico). Las principales
fuentes de mercurio en la atmdsfera son la desgasificacion natural de la corteza
terrestre (volatilizacion desde medios acuaticos, marinos, liberacion de gases de

materiales geoldgicos y emisiones volcanicas) y los procesos industriales. (18 1929
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Toxicidad: @' 222324

- Gastrointestinal: Por esta via ingresan el Hg°, Hg*? y las
especies organicas de mercurio y no se absorbe mas del
0.01% por lo que sus efectos téxicos son practicamente
inexistentes.

- Respiratoria: Se absorbe hasta un 80% en los pulmones,
donde se oxida rapidamente, por lo que se considera
altamente toxico. Por esta via se absorben dos especies
presentes en la atmosfera, Hg® y HgO.

- Dérmica: Es posible la absorcion cutanea de mercurio

metalico y de sus sales inorganicas.

Intoxicaciones agudas: El Hg®° presenta un cuadro clinico de
debilidad, escalofrios, sabor metélico, nauseas, vémitos, diarrea, tos
y opresion toracica. Estos sintomas se producen en pocas horas tras
una exposicién breve al vapor de Hg. El Hg®* precipita proteinas de
las mucosas y da un aspecto ceniciento a la boca, faringe e intestino,
con dolor intenso y vomitos por el efecto corrosivo sobre la mucosa
del estdmago, que produce shock y muerte. Los derivados organicos
no suelen producir intoxicaciones agudas, y cuando éstas tienen

lugar son irrecuperables y producen la muerte del individuo.®" 22224

Intoxicaciones cronicas: ElI Hg® produce efectos neurolégicos y el
llamado sindrome vegetativo asténico, cuyos efectos son: bocio,
taquicardia, pulso labil, gingivitis, irritabilidad, temblores, pérdida
memoria y salivaciéon intensa, todos estos efectos son reversibles. El
Hg”, presenta un cuadro clinico de fuerte sabor metalico,
estomatitis, gingivitis, aflojamiento de dientes, aliento fétido, asi como
una toxicidad renal grave, por necrosis tubular renal. Puede

producirse la llamada enfermedad rosa o acrodinia la cual consiste
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en reaccion de hipersensibilidad, con eritema en extremidades térax
y cara, fotofobia, taquicardia y diarrea. Los derivados organicos
producen una reduccidn del campo visual irreversible, dificultad
auditiva, asi mismo irreversible, ataxia, paralisis y muerte. Ademas
son teratégenos, y afectan al feto, con retardo mental y deficiencias
neuromusculares. La intoxicacién por mercurio se le conoce como

hidrargismo. ¢! 222324

e DIAGNOSTICO DE LA INTOXICACION:

Se debe identificar la exposicidon al metal en la industria o en el
ambiente. Sin esta informacion, la sospecha clinica se confirma sélo
por el analisis de laboratorio entre los que se encuentran las pruebas
de orina de 24 horas y el analisis de sangre que considera como

nivel normal una concentracion menor a 10 — 20 pg/L '

- Niveles de Mercurio en Orina: La concentracion de mercurio
en orina se ha utilizado como indice de la carga corporal del
metal. El nivel normal es menos de 20 ug/L. Existen diferentes
metodologias para este analisis, entre las cuales se encuentra
el método del vapor frio por espectrofotometria de absorcién

atomica y las reacciones de Sydney Kaye ©* 25

MATERIALES DE ENVASE:
Un envase tiene como funcién principal: preservar, contener, transportar y
proteger al producto que contiene. Pueden estar formados por diferentes tipos de

materiales, entro los que se encuentran el vidrio, el plastico, cartén, metal, etc. ("
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Vidrio: Es una sustancia amorfa que se fabrica a partir de silice
(SiOy) fundida a altas temperaturas con boratos o fosfatos. Posee la
ventaja de ser una sustancia relativamente no reactiva e inerte, que
confiere una excelente proteccion contra el vapor de agua y la
permeacion de gases por lo que se considera un material de barrera
al 100% y suministra proteccién a la oxidacion, pérdida o captacion
de humedad, sin embargo, posee dos desventajas que son su
fragilidad y peso. Se clasifican, segtn la USP, en Tipo I, II, Ill y NP ¢
3,4, 27, 28)

Plasticos: Proceden de recursos naturales como el petréleo, gas
natural, carbén y sal comun. Es un material que tiene como
componente esencial una o mas sustancias organicas poliméricas de
alto peso molecular. Se producen a través de un proceso de
polimerizacién en donde el tipo de mondémero, tamano y el tipo de la
estructura de la cadena o molécula del polimero determinan sus
propiedades. Son materiales no biodegradables, que se mantienen
generalmente inertes frente a las sustancias que contienen y al

medio ambiente.

- Polietileno: Se denomina polietileno (PE) a cada uno de los
polimeros del gas etileno (CH,=CH,) que se forman mediante la

polimerizacién por adicién. % 3"

H H H H H HHH
c=C + C=C y . mal c—C—C—C
f rador ) }
H H H ‘H H HHH
Etileno Etileno POLIETILENO

- Polietileno de Baja Densidad: Es un polimero de cadena
ramificada que se obtiene por polimerizacion del etileno a
altas presiones con oxigeno o catalizador de peroxido y por

mecanismo de radicales libres. % %"
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- Polietileno de Alta Densidad: Es un polimero de cadena
lineal no ramificada que se obtiene por polimerizacion del
etileno a presiones relativamente bajas, en presencia de un
catalizador el cual puede ser un metal de transicion, aluminio,
titanio, un alquimetalico o un 6xido metalico sobre silice o
alumina. Su resistencia quimica y térmica, impermeabilidad y
dureza son superiores a las del polietileno de baja densidad.
(30, 31)

- Polietilentereftalato: Se obtiene a partir de la esterificacion
del acido tereftalico con el etilenglicol formando un monémero
que se somete a una policondensaciéon para obtener un
polimero de cadena larga. Entre sus ventajas se encuentra su

gran resistencia, el bajo indice de transmision de gas y vapor

de agua. ©®?
-G 7C O HO-Chg Chy o1 — 40— () )-C-0-CHy-CHy-OH +H0
Acido Tereftalico Etilenglicol Es.ter 'I;ereftélico Agua
{.: Y 0 8] i QO 0
| ANl Calor =l
HO—C~((_J -C-0-CHyCHyoH — 5  —0-C~( ) )-C-0-CHz CHyO-C—~( ) CHy—CH—. .
' Catalizador Ny

Ester Tereftalico

SORCION

POLIETILENTEREFTALATO

DE QUIMICOS @334

La sorcion de quimicos puede tener lugar en los materiales de envases

plasticos, asi como de vidrio. Este proceso sucede en dos etapas: la adsorcién del

quimico a la superficie del polimero, seguido por su absorcién.

ADSORCION: Se refiere a la acumulacion de particulas sobre una
superficie, en otras palabras, es la unién de los atomos, iones o
moléculas de un gas o de un liquido (adsorbato) a la superficie de un

sélido o liquido (adsorbente).
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