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Resumen

Un nuevo enfoque del analisis automatico para la especiacién de compuestos de mercurio inorgénico (Hg>"), metil-
mercurio (MeHg") y etil-mercurio (EtHg") usando la cromatografia multijeringa (MSC), acoplado a un detector especifico
como es la espectrometria de fluorescencia atomica por vapor frio (CV-AFS) se desarrolld y aplico en este trabajo al
analisis de vacunas pediatricas. La separacion de especies de mercurio se llevo a cabo en una columna RP C18 monolitica
utilizando un programa de elucion multi-isocratica. Las especies de mercurio eluidas se oxidaron bajo radiacion UV post-
columna y después fueron reducidas con SnCl, en un medio acido. Posteriormente, el mercurio elemental generado se
separ6 de la fase liquido-gas con una corriente de gas argoén y transportado al analizador atdmico CV-AFS. Bajo las
condiciones experimentales optimas, los limites de deteccion obtenidos son 0.03, 0.11 y 0.09 pg L™ para MeHg", Hg*" y
EtHg", respectivamente. La desviacion estindar relativa (RSD, n = 6) para las concentraciones de las especies a 3, 6y 3
pg L' de MeHg", Hg?" y EtHg" (respectivamente) variaron entre 2.4 y 4.0%. El sistema MSC-CV-AFS propuesto permite
una frecuencia de muestreo alta y bajos costos de operacion e instrumentacion. El método desarrollado fue validado con el
analisis del material de referencia certificado DORM-2 (musculo de cazdn), y se aplicd en la determinacion de especies de
mercurio en vacunas pediatricas.

Palabras clave: Cromatografia Multijeringa (MSC), Espectrometria de Fluorescencia Atomica con generacion de Vapor
Frio (CV-AFS), Especies de mercurios, Columna monolitica.

1. Introduccion afios 30’s en el proceso de fabricacion de vacunas,
para inactivar los gérmenes y como conservante
para prevenir la contaminaciéon fingica y
bacteriana, en la fase final de la produccién [5].

Por lo anterior, el desarrollo de una metodologia
analitica para la especiacion de mercurio en
vacunas para infantes es de gran importancia para
evaluar el contenido real de mercurio y sus formas
quimicas presentes.

La cromatografia en fase reversa basada en la
introduccion de un agente complejante tal como el
2-mercaptoetanol a la fase movil con metanol y/o
acetonitrilo como modificador organico es la
alternativa mas viable para la separacion de las
especies de mercurio [6-7]. La presencia de un
agente quelante es necesaria para mejorar la
separacion cromatografica y/o para evitar la
adsorcion de las especies de mercurio en la fase
estacionaria. Algunos reportes sobre métodos por
HPLC para la determinacion de las especies de
mercurio emplean columnas convencionales a base
de particulas con fase estacionaria C18 unidos
quimicamente a la silice porosa. Sin embargo, este
material posee ciertas limitaciones cuando se

El mercurio es uno de los metales pesados mas
toxicos. Muchas de sus especies son facilmente
liberadas al medio ambiente debido a su alta
volatilidad y movilidad. Por lo tanto, diferentes
formas de mercurio pueden acumularse en animales
y plantas, y también pueden entrar en el cuerpo
humano a través del ciclo de los alimentos, lo que
resulta en un dafio del sistema nervioso central [1,
2]. Las especies organicas como el metil-mercurio
(MeHg") y etil-mercurio (EtHg ") presentan una alta
toxicidad. La exposicion a éstas especies de
mercurio, se produce principalmente a través del
consumo de pescado contaminada (MeHg") y como
resultado de la inmunizacién con vacunas que
contienen timerosal (EtHg") donde la poblacion
mas susceptible son los nifios pequeiios debido a su
menor peso y por estar en desarrollo su sistema
nervioso central (especialmente menores de 2 afios)
[3]. El timerosal, cuyo nombre quimico es
tiosalicilato de etil-mercurio sodico contiene 49.6
% de mercurio [4]. El EtHg' presenta accion
antimicrobiana, por la que se ha utilizado desde los
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utilizan como fase estacionaria como son: una
transferencia de masa lenta entre las fases movil y
estacionaria, y el aumento de la presiéon debido al
empleo de velocidades de flujo elevadas [8]. Por lo
tanto, el empleo de columnas monoliticas
representa una atractiva opcion. Las columnas
monoliticas constan de una sola pieza con una
estructura de poros bimodal (macroporos y
mesoporos) que demuestra una estabilidad
mecanica muy alta y largos tiempos de vida
operativa [9, 10]. La compatibilidad de las
columnas monoliticas de baja presion ha permitido
el acoplamiento con sistemas en flujo como la
técnica de andlisis por inyeccion en flujo
multijeringa (MSFIA) [11], llamada cromatografia
multijeringa (MSC) [12], constituye una excelente
herramienta para lograr resultados similares a los
reportados por HPLC, con la ventaja de ser capaz
de trabajar a bajas presiones sin perder eficiencia y
resolucion. La técnica MSFIA presenta las
siguientes caracteristicas: una alta frecuencia de
muestreo, la capacidad de dispensar
simultdneamente los volumenes exactos de la
muestra y los reactivos, facilitando su mezcla; y la
viabilidad del uso de disolventes orgénicos, [13-
14]. Una ventaja adicional de la combinacién de
columnas monoliticas con el sistema multijeringa
es la capacidad de desarrollar métodos
cromatograficos multi-isocraticos, ya que las
columnas monoliticas son mas tolerantes el uso de
diferentes fases moviles y estds se equilibran mas
rapidamente [15]. Varios estudios han demostrado
el gran potencial de la deteccion por espectrometria
de fluorescencia atdmica por vapor frio (CV-AFS)
para el analisis de especies de mercurio. Ademas,
los equipos de AFS son mucho mas simples y los
costos de mantenimiento son mas bajos, por lo que
esta técnica es adecuada para el analisis de rutina
[16-17].

La aplicacion de MSC acoplado a CV-AFS para
el andlisis de especiacion de mercurio ha sido
explotada por primera vez en este trabajo utilizando
columnas de fase inversa C18 de tipo monolitico.
La viabilidad de esta técnica hibrida para la
especiacion de mercurio en vacunas para infantes
ofrece una excelente alternativa para conocer los
niveles reales de mercurio a los cuales se
encuentran expuestos los nifios de nuestros Pais.

2. Parte experimental

2.1. Materiales y reactivos

Los reactivos quimicos fueron grado analitico. El
agua fue ultrapura (18.2 M Qcm) purificada con un
sistema Milli-Q (Millipore, Billerica, MA, EE.UU.)

J.L. Guzman Mar, et al

y se empled para preparar todas las disoluciones.
La solucion estandar de 1000 mg L™ de mercurio
inorganico (Hg*") en 4cido nitrico al 2 mol L™ fue
de Scharlab SL (Sentmenat, Espana). Cloruro de
metil-mercurio  (CH3;HgCl, abreviado como
MeHg") fue adquirido en Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemania) y cloruro de etil-mercurio
(CH;CH,HgCl, abreviado como EtHg") fue
adquirido en Supelco (PA, EE.UU.). Las
disoluciones estandar de MeHg" y EtHg" (como
Hg) se prepararon en metanol (Scharlab) y se
almacenaron a 4°C en frascos de vidrio ambar. Las
soluciones de trabajo  fueron  preparadas
diariamente y se obtuvieron por dilucion de las
disoluciones estandar con agua ultrapura.
Acetonitrilo  (Scharlab) fue utilizado como
modificador organico de la fase movil. La fase
movil contenia una disoluciéon amortiguador de 240
mM de acetato de amonio con 0.005% de 2-
mercaptoetanol (Merck), a pH 6. La fase movil se
filtr6 a través (membrana nylon 0.45 pm) y se
desgasifico en un bafo de ultrasonidos durante 15
min antes de su uso.

El agente reductor, 0.5% (p/v) de cloruro de
estaio (II) en 1% (v/v) de HCIl, se prepard
diariamente disolviendo la cantidad requerida de
SnCl,.2H,0 (Merck Pro analisis, max. 0.000001%
de Hg). El HCI1 (37%, grado reactivo) se adquirid
de Riedel-de-Haén (Seelze, Alemania).

2.2. Preparacion de muestras

El material de referencia certificado DORM-2
(Mtsculo de Cazén) del Consejo Nacional de
Investigaciones de Canadd (Ottawa, Ontario,
Canadd) se prepar6é utilizando un método de
extraccion acida [18]. Aproximadamente 0.25 g de
muestra se pes6 en un tubo de polietileno de 10 mL
con tapa. Se adiciono la disolucion extractante de
0.1% (v/v) de HCI, 0.1% (p/v) 2-mercaptoetanol y
0.15% (p/v) de KCI. La disolucién resultante se
agitd durante la noche (12h) o se sometid a
extraccion por ultrasonidos durante 30 min.
Después, el sobrenadante se recogié por
centrifugacion a 3000 rpm durante
aproximadamente 10 min. El sobrenadante se filtro
antes del analisis. Los blancos reactivos se
prepararon de igual manera.

La concentracion total de mercurio en los
extractos del material de referencia DORM-2 y las
disoluciones de las vacunas pediatricas se
analizaron por espectrofotometria de absorcion
atdmica con generacion de hidruros (HG-AAS)
(modelo 4110 ZL, Perkin-Elmer, Uberlingen,
Alemania). El analisis de especiacion de mercurio
se realizo por el sistema propuesto en este trabajo
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MSC-CV-AFS. Para ambas técnicas las
concentraciones se determinaron por el método de
calibracion externa.

2.3. Instrumentacion y software

Un diagrama del sistema utilizado para el
analisis MSC-CV-AFS de especiacion de mercurio
se presenta en la Figura 1. El sistema comprende
una bureta multijeringa (BU-4-S, Crison
Instruments, Alella, Barcelona, Espafia) como
unidad de propulsion con dos jeringas (Hamilton,
Bonaduz, Suiza), una de 5 mL y otra de 10 mL.
Una vélvula de conmutaciéon de tres vias (N-
Research, Caldway, NJ, EE.UU.) colocada en la
cabeza de la jeringa S2, lo que permite el acceso al
contenedor del reactivo reductor SnCl, (posicion
Off) o dispensarlo al sistema para la reaccion
(posicion On). Un conector de dos vias (Sciware,
Palma de Mallorca, Espafia) de Delrin® resistente a
disolventes organicos. Un modulo de valvulas
equipada con una valvula de seleccion de 8 puertos
multicanal (MPV, Crison). El puerto central se
conecta a la jeringa S1 a través de un espiral de
carga (HC, 200 cm de longitud, 1.5 mm de
diametro interno (d.i.)), permitiendo la aspiracion
secuencial de la fase movil 1 (MP1, puerto 2), fase
movil 2 (MP 2, puerto 4), la muestra (puerto 5) y la
columna monolitica (MC) a través del puerto 7. El
MPV canal 6 fue utilizada para los desechos. El
sistema fue construido con tuberia de
politetrafluoroetileno (PTFE) 0.8 mm de d.i.
(Omnift, Cambridge, Reino Unido). El HC y el
espiral de reaccion para la generacion del vapor frio
(VGC, 1 m de longitud) fueron construidos con 1.5
mm de d.i.

Figura 1. Sistema MSC-CV-AFS para el analisis de
especiacion de mercurio. HC, espiral de carga; jeringas
S1y S2; MPV, véalvula multicanal; MP1 y MP2, fases
moviles 1 y 2; MC, columna monolitica; OC, espiral de
oxidacion; RC, espiral de reduccién; VGC, espiral
generador de vapor frio; y MP, micro-bomba.
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La separacion cromatografica de las especies de

mercurio se realizd en una columna monolitica
OnyxTM C18 (50 mm x 4.6 mm, Phenomenex®,
EE.UU.) con una guarda columna de 10 mm x 4.6
mm.
El sistema de oxidacion post-columna constd de
una lampara de irradiacion UV (8W, 254 nm,
Zhenjiang, China) con un espiral de Teflon (OC,
0.8 mm d.i.) de 1 m de longitud. Un espiral de
reduccion (RC, 50 cm de longitud, 0.8 mm de d.i.),
un separador gas-liquido (Perkin-Elmer modelo
B0507959) se utilizaron para separar el vapor frio
de mercurio generado. Una membrana de PTFE
intercambiable (25 mm de d.i., 1 um, Schleicher y
Schuell, Dassel, Alemania) colocada en la tapa del
separador. La eliminacion del exceso de liquido
procedente del separador gas-liquido se controla a
través de una micro-bomba solenoide (MP,
Biochem valvula, Inc., Boonton, NJ). El modulo
multijjeringa (Palma de Mallorca, Espafia) se
conecta a la computadora mediante una interfase
RS485/RS232. El vapor frio de mercurio elemental
se purgd con una corriente de gas argon y se secoO
en una unidad de PermaPure® (Torms River,
Nueva Jersey, EE.UU.) usando como gas de secado
nitrégeno (170 mL min"). Las condiciones
experimentales para el sistema MSC-CV-AFS se
presentan en la Tabla 1.

Un detector de Fluorescencia Atomica PS
Analytical modelo 10.023 Merlin (PS Analitica,
Reino Unido) se utilizo como un detector
especifico para mercurio. El control, adquisicion de
datos y el procesamiento se realizo con el software
Autoanalysis v5.0 (Sciware, Palma de Mallorca,
Espaiia). Los datos obtenidos se procesaron con el
software Origin v6.1 (OriginLab Corporation,
Northampton, MA, EE.UU.).

2.4. Procedimiento MSC-CV-AFS

El procedimiento completo consta de 10 pasos.
La secuencia de funcionamiento incluye los
detalles del movimiento de la bureta multijeringa,
la posicion de la micro-bomba, la valvula
multicanal, y los consumos de muestra, fases
moviles y el agente reductor. Después de cargar un
volumen definido de fase mévil 1 y la muestra (600
pL) en el HC, en procedimiento multi-isocratico se
utiliz6 para la separaciéon cromatografico. Las
especies de mercurio que eluyeron de la columna
monolitica fueron oxidadas con radiaciéon UV y
después se redujeron a mercurio elemental (Hg°).
Las especies volatiles de mercurio fueron
detectadas por AFS.




Especiacion de Mercurio en Vacunas Pediatricas

mediante

Cromatografia Multijeringa Acoplada a Espectroscopia de Fluorescencia

Atomica

J.L. Guzman Mar, et al

Tabla 1. Condiciones experimentales para la determinacion de especies de mercurio mediante MSC-CV-AFS.

Condiciones cromatogrificas

Columna

Monolitica C18 Onyx (50 x 4.6 mm), Phenomenex.

Etapa 1: 0.005 % 2-mercaptoetanol en 240 mM acetato de amonio

Fase movil

Programa multi-isocratico de separacion

Flujo

Volumen de inyeccion

(pH 6)-acetonitrilo (99:1, v/v) (A).

Etapa 2: 0.005 % 2-mercaptoetanol en 240 mM acetato de amonio

(pH 6)-acetonitrilo (90:10, v/v) (B).

Etapal1:0a4.5min 100 % Ay
0%B
Etapa2:4.6a10min 100 % By 0% A

0.8 mL min™'
600 uL

Oxidacién UV

Lampara UV

Bucle de oxidacion

8 W, 254 nm (City Bright)

0.8 mm d.i., 1 m de largo

Generacién de vapor frio

Bucle de reduccion
Agente reductor

Bucle de generacion de vapor

0.8 mm d.i., 50 cm de largo
SnCl, (0.5 % p/v) en HC1 (1 % v/v)

1.5 mm d.i., 1 m de largo

Deteccion AFS

Lampara
Voltaje PMT
Corriente

Gas acarreador

Lampara de mercurio de catodo hueco, 253.7 nm

280V
40 mA
Ar, 120 mL min™'

3. Resultados y discusion

El método MSC-CV-AFS se optimizd con
respecto a los parametros individuales que
corresponden a las dos etapas: separacion
cromatografica (MSC) y deteccion por CV-AFS.
Una optimizacion univariante se utilizd para
evaluar parametros de estudio. Para los
experimentos de se utilizo una mezcla de las tres
especies de mercurio 20 pg L. La altura del pico
cromatografico fue utilizada para la cuantificacion
de las especies de mercurio.

3.1. Condiciones de la separacion
cromatografica

Efecto  del  2-mercaptoetanol: ~ El  2-
mercaptoetanol fue utilizado como aditivo de la
fase movil para formar especies de mercurio que se
retuvieran en la fase estacionaria y lograr la
separacion de las especies en la columna monolitica
C18. El complejo de MeHg" con 2-mercaptoetanol
fue mas hidrofilico que los complejos de Hg*' y
EtHg', y estos tltimos tenian mayores tiempos de
retencion en la columna RP C18 monolitica. El

efecto de la concentracion de 2-mercaptoetanol en
la fase movil fue estudiada en el intervalo de 0.005-
0.02% (v/v). Se observo que la separacion de las
tres especies de mercurio no fue influenciada en el
intervalo investigado, sin embargo la recuperacion
de las tres especies de mercurio disminuy6 entre un
40-50% cuando la concentracion de 2-
mercaptoetanol fue superior al 0.005%. Ademas, el
uso de concentraciones mayores de @ 2-
mercaptoetanol producia una coloraciéon marroén en
el espiral de reduccion (RC). Asi, 2-mercaptoetanol
0.005% (v/v) se eligi6 para estudios posteriores.

Efecto del acetato de amonio: El efecto de la
concentracion de acetato de amonio se estudio en el
intervalo de 60-300 mM. El tiempo de retencion
para las tres especies de mercurio fue constante al
incrementar la concentracion de acetato de amonio
teniendo en todo los casos una separacion a linea
base. Sin embargo, la concentracion de acetato de
amonio afectd la intensidad de fluorescencia
obtenida (Figura 2).

Las intensidades de las sefiales de las especies de
mercurio aumentaron con forme la concentracion
de acetato de amonio se incremento de 60 a 240
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mM, pero disminuy6 a concentraciones superiores.
Por lo tanto, una concentracion de 240 mM acetato
de amonio fue seleccionada para este trabajo.

Efecto del pH de la fase mévil: Se evalud el pH
en el intervalo de 4 a 7 utilizando 240 mM acetato
de amonio. Como se muestra en la Figura 3, las
intensidades de fluorescencia se incrementan
significativamente con el aumento del pH hasta 6 y
después de este pH la intensidad disminuye con el
aumento del pH. Por otra parte, bajando el pH se
disminuye la resolucién cromatogrifica de las
especies Hg?" y MeHg". Asi, pH 6 fue seleccionado
para la fase movil para estudios posteriores en este
trabajo.

(B

MAlture de plen
z
L 3 —

Comcentraclin de scetato de amonle (|

Figura 2. Efecto de la concentracion de acetato de
amonio en la intensidad de fluorescencia de las especies
de mercurio. La concentracion de 2-mercaptoetanol fue

0.005% (v/v).

pH

Figura 3. Efecto del pH de la fase moévil en la intensidad
de fluorescencia de las especies de mercurio. Las
condiciones de trabajo: acetato de amonio 240 mM y 2-
mercaptoetanol 0.005% (v/v).
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Efecto del acetonitrilo: El acetonitrilo fue
utilizado como modificador orgénico en la
separacion cromatografia de las especies de
mercurio.

Los primeros estudios para la separar de los
analitos se realiz6 en condiciones isocraticas. El
efecto de acetonitrilo como un aditivo en la
separacion cromatografica se estudié en el intervalo
de 1-10% (v/v). Los resultados mostraron que solo
se lograba separar MeHg" y Hg®" a linea base
(resolucion  cromatografica, 1.3) cuando el
contenido de acetonitrilo fue 1% (v/v). Bajo estas
condiciones, EtHg" eluy6é después de 12 min. Sin
embargo, un incremento del contenido de
acetonitrilo en la fase movil redujo el tiempo de
retencion de EtHg', pero produjo el solapamiento
de MeHg" y Hg”". Para evitar este problema se
utilizé un programa de elucion multi-isocratico. El
modo multi-isocratico conlleva el bombeo de un
volumen definido de fase movil 1, que consistia en
0.005% 2-mercaptoetanol en acetato de amonio 240
mM (pH 6)-acetonitrilo (99:1, v/v) durante 4.5
minutos para la elucién de MeHg" y Hg?**, seguido
por una disminucién adicional de la polaridad de la
fase moévil 2, constituida por 0.005% 2-
mercaptoetanol en acetato de amonio 240 mM (pH
6)-acetonitrilo (90:10, v/v) durante 4.5 minutos, lo
que permitié la elucién rapida de EtHg'. Usando
estas condiciones, las especies de mercurio fueron
separados con un tiempo de analisis menor a 9
minutos.

Efecto del caudal de fase movil: Aunque las
columnas monoliticas son altamente permeables
debido a su estructura tinica de poros bimodales,
caudales entre 0.5 y 1 mL min™ se recomiendan en
los sistemas en flujo para evitar fugas y
sobrepresion dentro del sistema. Por lo tanto, el
caudal de la fase moévil se estudio en el rango de
0.6 a 1 mL min™ utilizando el programa de elucién
multi-isocratico (Tabla 1). Una caudal bajo de la
fase movil dio lugar a la difusion de las especies de
mercurio y una disminucion en las intensidades de
fluorescencia. Mediante el uso de un caudal de fase
mévil de 0.8 mL min’, la separacién y las
intensidades de fluorescencia fueron adecuadas
para las tres especies.

3.2. Condiciones de deteccion CV-AFS

Efecto de la longitud del espiral de oxidacion:
La longitud del espiral de oxidacién se determind
en funcion del tiempo de exposicion de las especies
de mercurio a la radiacion UV, lo que es importante
para la transformacién rapida de las especies
orgénicas de mercurio a Hg”*'. La longitud del
espiral de oxidacion se estudié entre 1 y 3 m. Las
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intensidades de fluorescencia para todas las
especies de mercurio se vieron disminuidas cuando
el espiral de oxidacion era muy largo (2 y 3 m). Por
consiguiente, se decidié utilizar 1 m de tubo para
generar el espiral de oxidacion y obtener
intensidades maximas de fluorescencia para cada
especie de mercurio. El tiempo de irradiacion fue
de aproximadamente 30 segundo, calculada a partir
del volumen interno del espiral de reaccion y el
caudal de la fase movil.

Efecto de la concentracion de SnCl,: La
concentracion de SnCl, es una de las variables mas
importantes en la generacion de vapor frio para la
deteccion por AFS [19]. Las concentraciones en el
rango de 0.5-2% (p/v) de SnCl, se estudiaron
utilizando 1% de HCI (v/v). Una mayor respuesta
se obtuvo utilizando 0.5% (p/v) de SnCl,. El SnCl,
se solubilizé en 1% de HCl (v/v) para evitar su
descomposicioén [19]. Concentraciones mayores de
SnCl, dieron lugar a la precipitacion de la
disolucion de SnCl, en el espiral de reduccién
cuando se mezcl6 con la fase mévil. El uso de una
concentracion baja de SnCl, en el sistema
proporciona un blanco reactivo bajo, un método
mas limpio, y un menor costo de analisis.

Efecto del caudal del gas acarreador: El argéon
se utilizé como un gas portador para llevar el vapor
generado Hg” de la fase liquida a la fase gaseosa y
luego entrar a la celda de deteccion. El efecto del
caudal de argén en la deteccion de MeHg" se
estudi6 de 100 a 300 mL min™'. Bajas intensidades
de fluorescencia se observaron a velocidades de
100 mL min”, probablemente este resultado fue
debido a la liberacion incompleta de las especies
volatiles de mercurio en el espiral de reduccion.
Una mejor intensidad se obtuvo con un caudal de
120 mL min’ de gas. Un caudal de gas portador
mayor que 120 mL min™ disminuye la sensibilidad
para MeHg". Por lo tanto, un caudal de gas de 120
mL min"' se utilizo para mantener una intensidad
maxima de fluorescencia.

Efecto del caudal en la generacion del vapor
frio: El caudal a través del espiral reductor donde
se genero el vapor frio se estudi6 entre 5 y 11 mL
min”. La longitud del espiral de reduccién fue de
50 cm, 1 metro del espiral para la generacion del
vapor frio y un caudal de argén a 120 mL min’,
fueron seleccionados como condiciones finales de
analisis. Un caudal de 9 mL min™ fue elegido ya
que permite asegurar la sensibilidad y la eficiencia
en el separador gas-liquido. Las condiciones
instrumentales optimizadas se resumen en la Tabla
1.
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3.3. Parametros analiticos R

Los parametros analiticos se evaluaron en las
condiciones experimentales establecidas. Un
cromatograma de los estandares de MeHg", Hg*" y
EtHg" a 6, 12 y 6 pg L™ (como Hg) se presenta en
la Figura 4. Las tres especies de mercurio presentan
buena resolucion y la separacion se llevo a cabo en
9 minutos. Las caracteristicas analiticas del método
para la especiacion de mercurio se muestran en la
Tabla 2. Las desviaciones estandar relativas (RSD,
%) de la altura del pico para seis repeticiones
fueron 2.4% para MeHg", 4.0% para Hg*" y 2.7%
para EtHg'. Los limites de deteccién (30) para
MeHg", Hg*" y EtHg" fueron 0.03, 0.11 y 0.09 pg
L', respectivamente; limites de deteccion absolutos
fueron 17.8, 64.9 y 53.1 pg (como Hg). El método
permiti6 el andlisis de 6 muestras por horas (tiempo
de equilibrio de la columna no requerido). El
presente método proporciona ademas un bajo costo
instrumental y operativo, comparado con un
sistema clasico de HPLC.
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Figura 4. Cromatograma MSC-CV-AFS de una solucién
estandar de MeHg", Hg?" y EtHg" a las concentraciones
de 6,12y 6 pg L (como Hg).

3.4. Aplicaciones de 1a metodologia

La exactitud del método se evalué mediante el
analisis de especiacion del material de referencia
certificado DORM-2 (musculo de cazon) después de
extraccion acida. Los resultados para DORM-2 se
resumen en la Tabla 3. La extraccion de los
compuestos de mercurio se llevo a cabo a temperatura
ambiente usando un agitador horizontal (12 horas) y
en bafio de ultrasonidos (30 min). Como se observa en
la Tabla 3, el contenido de MeHg+ determinado por
los dos procedimientos de extraccion, esta en
concordancia con el valor
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Tabla 2. Parametros analiticos para las tres
especies de mercurio mediante el procedimiento

MSC-CV-AFS.
Parametro + 2+ o
asalitica MeHg Hg EtHg
Tiempo de 75 190 477
retencion
Pendiente de , /0110036 029340013 1.15840.060
calibracion
Ordenadade 15314 065 0320£0.102 042040118
calibracion
Cocficiente de , 50 0.9957 0.9979
correlacion (r)
Rango de
calibracion 05-8 2-16 1-8
(ngL™h
LOD (pgL™) 0.03 0.11 0.09
RSD (%)* 24 4.0 279

*Las concentraciones de MeHg", Hg?" y EtHg" fueron 3,
6y 3 pg L', respectivamente; n = 6.

certificado a un nivel de confianza del 95%.
Asimismo, la suma de las especies de mercurio fue
igual que el contenido total de mercurio certificado
y que fue determinado por CV-AAS.

Tabla 3. Contenido de Hg total y MeHg" en el material
de referencia certificado DORM-2 (mg kg, intervalo de
confianza al 95%, paran = 3).

Mercurio total®
Procedimiento de

extracciéon Valor

certificado Determinado
Ultrasonido
Horizontal (12 h) 4.6410.26 4.6510.16
Bafiorulirasonidos 4.6410.26 4.7710.26
(30 min)
MeHg"™
Valor .
certificado Determinado
Ultrasonido
Horizontal (12 h) 4.4710.32 4.48+033
Bafio ulsasonidos 4.4710.32 4.11£0.36
(30 min)

 Hg Total se determin6 por HG-AAS.
® MeHg" se determiné por MSC-CV-AFS.
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El método se aplico en la determinacion de
especies de mercurio en tres vacunas pediatricas.
Los resultados analiticos se presentan en la Tabla 4.
Las vacunas de dosis unica analizadas fueron:
DTPa: Difteria-tetanus-acellular pertussis, Hib:
Haemophilus influenzae tipo b y Hepatitis B
comercialmente distribuidas en México. El nivel
mas alto de mercurio se encontrd en la muestra 1
(hepatitis B), la especie de mercurio encontrada en
esta muestra fue EtHg'. En la muestra 2 (DTPa y
polio) se detecté la presencia de las tres especies de
mercurio, y en la muestra 3 (Hib) se encontrd
MeHg" y EtHg".

Tabla 4. Determinacion de las especies de mercurio por
el sistema MSC-CV-AFS y de mercurio total por HG-
AAS en las vacunas pediatricas (mg L™, n = 3).

MSC-CV-AFS CV-AAS

Vacuna
MeHg"  Hg”  EtHg' Hg total
Hepatitis-B ~ ND° ND°  69.4+0.6  68+2

DTPay (651002 0.03£0.01 0.05:0.02 0.71£0.09
polio
DTPa,
polio y
Hib"

0.32+0.03 ND°  0.05+0.02 0.33+0.09

? DTPa: Difteria-tetanus-acellular pertussis.
° Hib: Haemophilus influenzae tipo b.
° No detectada (ND).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
establece un limite maximo permitido suministrado
en vacunas a nifios de 4.2 ug de mercurio por Kg
de peso corporal, si se considera un nifio de 6
meses de edad y 8 Kg de peso corporal medio, la
vacuna Hepatitis-B (0.5 mL) que contiene 68 nug
Hg L' contribuye 10.6 veces el valor recomendado
por la FDA.

4. Conclusiones

Se desarrolld un método analitico sencillo,
rapido y reproducible para el anélisis de especies de
mercurio en vacunas pediatricas mediante
Cromatografia Multijeringa (MSC) con deteccion
por Espectroscopia de Fluorescencia Atémica con
generacion de Vapor Frio (CV-AFS). Este método
fue validado mediante el analisis del material de
referencia certificado DORM-2 y fue aplicado a la
determinacion de especies de mercurio en vacunas
pediatricas. Los resultados obtenidos demuestran
que el timerosal empleado como preservativo en
algunas vacunas pediatricas representa un riesgo
potencial para la poblacion infantil de nuestro pais.
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