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RESUMEN

Se cuantifico el contenido de mercurio en siete muestras de termoformados
y seis de peliculas flexibles biodegradables, por espectrometria de absorcion
atomica con vapor frio; previamente a ésta cuantificacion, se realizo la
implementacion y estandarizacion del método analitico, en el cual se
determinaron los parametros de calidad estadistica (Limite de deteccion y
de cuantificacion, intérvalo lineal, sensibilidad de calibracion, precision y
exactitud), que establecieron el rendimiento del método.

Los termoformados se digestaron con una mezcla HNO ;HCIO,, relacion
3:1, durante 3 horas a 70°C y las peliculas flexibles por 45 minutos a 50°C.
Las muestras se cuantificaron por el método de curva de calibracion a
253,7 nm, obteniéndose concentraciones de mercurio en el rango de no
detectable a 60 ug/L en termoformados y de no detectable a 6 ug/L en las
peliculas flexibles.

ABSTRACT

The mercury content of seven thermoformed and six biodegradable flexible
films samples were evaluated by atomic absorption spectrometry with
cold vapor; before the experiments, the statistical quality parameters were
implemented and standardized (Detection and quantification limit, linear
range, calibration sensitivity, precision and accuracy), who established the
performance of the method.

The thermoformed were digested with a mixture HNO ;HCIO,, ratio 3:1, by 3
hours at 70°C and the flexible films by 45 minutes at 50°C. The calibration
curve at 253.7 nm was the quantification method, obtaining concentrations
of mercury in the range from not detectable to 60 ug/L in thermoformed and
not detectable to 6 ug/L in the flexible films.

RESUMO

Quantificamos o teor de mercurio em sete amostras de termoformados
e seis peliculas flexiveis biodegradaveis por espectrometria de absorgao
atémica com vapor frio; antes de esta medida, realizamos a implementagao
e padronizacdo do método analitico, na qual os pardmetros de qualidade
gstatistica foram determinados (limite de deteccao e quantificagao, faixa
linear, sensibilidade de calibragao, precisao e exatidao), que estabeleceu o
desempenho do método.

0 digestor € termoformado com uma mistura HNO,:HCIO,, uma proporgao
de 3:1 durante 3 horas a 70°C e filmes flexiveis por 45 min a 50°C. As
amostras foram quantificadas pelo método da curva de calibragdo 253,7
nm, resultando em concentragoes de mercurio na faixa de nao detectavel a
60 mg/L em termoformados e nao detectavel a 6mg/L em filmes flexiveis.
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INTRODUCCION

La creciente industria del plastico y el uso indiscriminado
de empaques sintéticos, han generado serios problemas
ecologicos que contribuyen a la contaminacion
ambiental, provocada por los desechos solidos de
baja degradabilidad y baja biodisponibilidad; esto ha
impulsado a la busqueda de biopolimeros naturales,
en los cuales se aprovechan los recursos naturales
como fuente de conservacion y reciclaje, convirtiéndose
en una excelente opcion para el desarrollo de nuevos
productos biodegradables [1, 2].

Uno de los principales usos de los biopolimeros, es
como empaques para la preservacion y proteccion
de todo tipo de productos, siendo los alimentos y las
materias primas los de mayor prioridad; estos productos
requieren especial atencion, dada la contaminacion que
pueden presentar [1], principalmente por la presencia de
metales pesados, [0s cuales generan una preocupacion
importante en la salud publica por su toxicidad aguda
y/o cronica debido a que no son biodegradables y
permanecen durante mucho tiempo en el entorno,
biocumulandose [3, 4, 5].

Uno de los metales pesados potencialmente toxicos es
el mercurio, el cual tiene caracteristicas de persistencia
y bioacumulacion; aproximadamente un 95% se
encuentra en los suelos, en los sedimentos y en todo
organismo viviente, alrededor de un 3% en el agua
mientras que el 2% restante, existe como vapor en la
atmosfera [3]. El mercurio tiene una larga vida media en
la atmaosfera, lo que le permite viajar grandes distancias
y depositarse en otros lugares, lo cual genera problemas
de contaminacion y representa un riesgo para la salud
humanay la de los ecosistemas, ya que puede modificar
una gran variedad de células y de procesos bioquimicos;
adicionalmente, se ha demostrado que el mercurio
interfiere en la sintesis de proteinas y acidos nucleicos
e inhibe varias enzimas citosolicas, afectando el sistema
nervioso central [3, 6].

Para que los biopolimeros elaborados a partir de harina
y almidon de yuca, fibra de fique, acido polilactico,
glicerol, entre otros, puedan utilizarse en contacto
con los alimentos y/o bebidas, deben ser no toxicos
y degradables, ya que el producto final debe ser
ambientalmente asimilable y amigable; sin embargo,
durante la obtencion de la materia prima y/o en los

procesos de elaboracion de estos polimeros, pueden
adquirir una posible contaminacion [7, 8]. La norma
técnica colombiana NTC-4096 [9], regula, junto a
otros parametros, la concentracion de metales pesados
presentes en los empaques, por lo tanto, es de gran
importancia realizar la determinacion de mercurio
y asegurar que los biopolimeros cumplan con los
requerimientos especificados para garantizar una buena
calidad del producto.

Para tener certeza de la concentracion de dichos
metales, los andlisis se deben realizar mediante técnicas
confiables y es por ello que el presente trabajo tuvo como
finalidad estandarizar el método para la determinacion de
mercurio en empaques termoformados (T) y peliculas
flexibles (PF) biodegradables por espectrometria de
absorcion atomica con atomizacion por vapor frio.

METODO
Muestra

Los termoformados (MBRA-383, MPER-183, CM 523-
7, CM 7951-5, CM 4574-7, NATAIMA 31, HMC 1) y
las peliculas flexibles (SM 707-17 nativo e hidrolizado,
SM 1498-4 nativo e Hidrolizado, CM 7138-7 nativo
e hidrolizado) biodegradables analizadas, fueron
elaboradas y aportadas por el grupo CYTBIA de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
del Cauca, en el laboratorio de Reologia.

Reactivos.

Todos los reactivos fueron grado analitico; se empled
una soluciéon madre de mercurio de 1000 mg/L, acido
nitrico al 65%, acido perclorico al 48%, acido clorhidrico
al 1y 10%, y solucion de borohidruro de sodio (Merck)
al 5%, preparadas con agua Milli-Q.

Elaboracion de los biopolimeros.

El termoformado, material bioplastico semirigido, fue
elaborado a partir de harina nativa e hidrolizada de yuca,
fibra de fique y plastificantes. Durante su preparacion se
evaluaron, ademas de otros parametros, las diferentes
concentraciones de fibra, harina y plastificante,
con el fin de obtener adecuadas caracteristicas
mecanicas, térmicas y de adsorcion de humedad
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y su comportamiento estructural, para determinar
el envejecimiento de las matrices con respecto a la
variedad de yuca usada en las muestras.

Las peliculas flexibles, fueron elaboradas a partir de
almidon nativo e hidrolizado de yuca combinados
con acido polilactico, policaprolactona, plastificante
y agentes acoplantes. De la experiencia desarrollada
a nivel de laboratorio se evaluaron, entre otras, las
proporciones de los componentes de la mezcla con
los cuales se obtuvo la mayor resistencia a la tension,
elongacion en el punto de rotura y modulo de elasticidad,
y su comportamiento microestructural.

Pre-tratamiento de la muestra.

Todas las unidades de cada muestra se llevaron a
un tamano mas pequefio mediante el empleo de
métodos mecanicos de macerado (termoformados) y
cortado (peliculas flexibles); se conformo una muestra
compuesta [10].

Optimizacion del peso y digestion acida.

Se optimizo el proceso de digestion con acido nitrico y
perclorico [11, 12] (20 mL, mezcla o individualmente
cada &cido), variando el peso de la muestra (0,51,0y
2,0 g para termoformados y 0,5y 1,0 g para peliculas
flexibles), Ia relacion acido nitrico:acido perclorico (1:0,
1:1, 1:3, 3:1), el tiempo de digestion (1, 2 y 3 horas
para termoformados y 15, 30 y 45 minutos, 1y 2 horas
para peliculas flexibles) y la temperatura de digestion
(35, 50 y 70°C). Una vez digestadas las muestras, se
filtraron a través de un crisol de filtracion (vidrio Schott
Duran porosidad 2), y se almacenaron en recipientes de
polietileno a 4°C para su andlisis posterior por absorcion
atomica (Thermo AA S4) [12, 13, 14].

Estandarizacion del método analitico.

Para realizar la estandarizacion del método analitico, se
evaluo la linealidad en el rango de trabajo (2,0 a 20,0
g de Hg/L) mediante curva de calibracion, partiendo
de un estandar de mercurio comercial de 1000 ug/L
(Merck); se determinaron los limites de deteccion
y de cuantificacion [15] preparando tres curvas de
calibracion, obteniendo la desviacion estandar del
intercepto (S,) y el promedio de las pendientes [16, 17].
La precision fue evaluada en dos niveles: precision

intermedia, que se evalud con la preparacion de siete
curvas de calibracion durante siete dias diferentes,
mientras que |a repetibilidad se evalud tras la preparacion
de cinco curvas de calibracion que se analizaron el
mismo dia; la exactitud del método de extraccion se
evalu6 como el porcentaje de recuperacion, adicionando
cantidades conocidas del estandar de mercurio (1000
ug/L) ala muestra de termoformado (Nataima 31) y a
la muestra de pelicula flexible (CM 7138-7 nativo) antes
del proceso de digestion [18, 19].

Cuantificacion de mercurio en los biopolimeros.

Se utilizé un equipo de absorcion atémica (Thermo AA
S4) con vapor frio (VP100) [5, 19, 20]. La atomizacion
se realizo en una celda T de cuarzo y se programo con
las siguientes condiciones: longitud de onda 253,7 nm,
ranura 0,5 nm, altura de mechero 15,2 mm y flujo de
nitrogeno de 180 mL/min. La reduccion fue realizada
con borohidruro de sodio al 0,5% (m/v) en hidroxido
de sodio al 0,5% (m/v) y acido clorhidrico al 10% v/v
fue la matriz.

La cuantificacion se realizo por curva de calibracion,
preparando ocho patrones en el rango de 2,0 a 20,0 ug/L
en una solucion de HCl al 1,0%, a partir de un estandar
puro comercial de 1000 ug/L de mercurio (Merck).
Todos los analisis fueron realizados por triplicado y
los valores correspondieron a las concentraciones
promedio en partes por billon [20]

Adicionalmente, se estudio la estabilidad de un estandar
(12 ug de Hg/L), una muestra de termoformado diluida
(Nataima-31) y de pelicula flexible concentrada (CM
7138-7) nativo durante diez dias, para estandar y
termoformado y 8 dias para pelicula flexible.

Estadistica.

Los datos de estandarizacion e implementacion se
analizaron con el programa estadistico SPSS (version 11,5)
para Windows. Se realizaron las pruebas de normalidad
y homogeneidad Shapiro-Wilk y Levene, desviacion
estandar, coeficiente de correlacion y la comparacion de
medias por analisis de varianza ANOVA de un factor [21,
22], para comparar las medias de las concentraciones y
determinar si existian diferencias significativas entre las
muestras cuantificadas y para confirmar que el método
estandarizado es confiable y reproducible.
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RESULTADOS
Optimizacion del peso y digestion acida

Los ensayos de digestion de las muestras de
termoformados y peliculas flexibles, dieron como
resultado que la mezcla de acidos nitrico:percldrico en
la relacion 3:1, dan la mayor eficiencia.

Con respecto al peso, al utilizar 0,5 g de muestra, el
mercurio no fue detectable; con 1,0 g se presentd una
digestion completa y las muestras fueron detectables y
cuantificables. Cuando se usaron 2,0 g de muestra de
termoformados, la digestion no destruy6 por completo
la materia organica; una vez establecido el peso, se
optimizo el tiempo de digestion que fue de 3 horas
para termoformados y de 45 minutos para las peliculas
flexibles; la temperatura optima fue de 70°C para
termoformados y de 50°C para las peliculas flexibles.

Estandarizacion del método analitico
Linealidad.

Lafigura 1 muestra la curva de calibracion del mercurio,
que fue lineal en el rango de concentraciones de 2,0 a
20 ug/L. Se obtuvo un coeficiente de regresion (R) de
0,999, un coeficiente de determinacion (R?) de 0,998
y un valor de R cuadrado corregido de 0,998.

El valor de R indicé que los datos tienen un
comportamiento lineal; R? hace referencia a que el
99,8% de la variacion observada, se puede explicar
por medio de una linea recta, mostrando asi que el
ajuste es satisfactorio y por lo tanto la relacion entre
los valores de “X” (concentracion) y “Y” (absorbancia),
se describe adecuadamente por una linea recta; el R

Figura 1. Curva de calibracion (intervalo lineal de Hg)

0,160

0,120 y= 0,0066x- 0,0037
R*=0,9939

0,080

Absorbancia

0,040

0,000

o 2 4 5] 8 10 12 14 16 18 20 22
Concentracion (ug Hg/L)

cuadrado corregido, indica que el valor se encuentra
dentro del parametro permitido (0,70).

Precision intermedia.

La precision intermedia fue evaluada tras la lectura de
los estandares en siete curvas de calibracion (Figura 2),
que fueron analizadas en diferentes dias, por el mismo
analista, en el mismo laboratorio y bajo las mismas
condiciones. Los valores obtenidos fueron examinados
estadisticamente por medio de los estadisticos de
Shapiro-Wilk y Levene, demostrando que los datos son
normales y presentan homogeneidad en la varianza.

Los niveles de concentracion en las curvas de
calibracion, presentaron una desviacion estandar
relativa inferior a 0,005 ug Hg/L vy un coeficiente de
variacion menor al 5%, indicando que el método es
preciso.

Repetibilidad.

La repetibilidad del método completo, se examino
mediante la preparacion y analisis de cinco curvas
de calibracion (Figura 3), las cuales se obtuvieron el
mismo dia, en el mismo equipo y bajo las mismas
condiciones de trabajo. Los datos fueron evaluados
mediante las pruebas estadisticas de Shapiro-Wilk
y Levene, encontrandose que los valores provienen
de una distribucion normal y que las varianzas son
homogéneas.

Los niveles de concentracion en las curvas de
calibracion, presentan una desviacion estandar relativa
inferior a 0,004 ug Hg/L, un coeficiente de variacion
menor al 5%, indicando asi que el método presenta
repetibilidad.

Figura 2. Curvas de calibracion (precision intermedia)
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Figura 3. Curvas de calibracion (repetibilidad)
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Sensibilidad analitica.

La sensibilidad analitica esta dada por la pendiente de
calibracion, que en este caso son 0,0066 y 0,0067 para
la precision intermedia y repetibilidad, respectivamente;
lo anterior indica que para el método se obtiene mayor
sensibilidad cuando se trabaja el mismo dia.

El limite de deteccion del mercurio fue de 0,54 ug/L,
calculado como la cantidad necesaria para obtener
un valor de 3 en la relacion senal/ruido. El limite de
cuantificacion, calculado como la cantidad necesaria
para obtener un valor de 10 en la relacion senal/ruido
fue de 1,79 ug/L.

Exactitud.

Para determinar la exactitud del método, calculado
como el porcentaje de recuperacion del mercurio, se
adicionaron cantidades conocidas del estandar de 1000
ug/L de mercurio a las muestras de termoformado
(NATAIMA 31) (Cuadro 1) y de pelicula flexible (CM
7138-7 NATIVO) (Cuadro 2).

Cuadro 1. Recuperacion (%) de Hg en T (Nataima 31)

Cantidad| Cantidad Cantidad | Recupe cv
inicial | adicionada | detectada | racion (%)
(9) (L) (vg/L) (%)
1,0013 60 6,470 97,71
1,0025 100 8,237 96,72 0,69
1,0016 180 12,572 98,15

Cuadro 2. Recuperacion (%) de Hg en PF (CM 7138-7 nativo)

Cantidad | Cantidad | Cantidad | Recupe cv

inicial | adicionada | detectada | racion (%)
(9) (L) (tg/L) (%)
1,0011 40 5,342 94,99

1,0012 80 6,689 94,64 0.87
1,0015 160 10,476 93,65

Se obtuvo porcentajes de recuperacion promedio de
97,64% (+0,68) para el termoformado y 94,54%
(=0,82) para la pelicula flexible, indicando que el
método es adecuado.

Debido a que el valor de recuperacion media obtenido
se aproxima al 100%, se aplico un test estadistico
(t-student), con el cual se demostrd que existen
diferencias significativas entre los valores promedio y
el 100%, dado que el t tabulado (2,31) fue menor que
el t calculado (10,44 para termoformados y 19,94 para
peliculas flexibles).

Determinacion de mercurio.

Una vez estandarizada la técnica analitica por absorcion
atomica, se determind la concentracion de mercurio en
las muestras de biopolimeros.

En el Cuadro 3 se presentan los resultados obtenidos
de la concentracion de mercurio en ug/L en los
termoformados, donde solo tres muestras fueron
cuantificables, con un coeficiente de variacion inferior
al 6,0%.

Cuadro 3. Concentracion promedio (= s) de Hg (N=3) de siete muestras
de T biodegradables

Termoformado | Concentracion (ug/L) | CV (%)
MBRA-383 2,808 + 0,157 5,5
MPER-183 3,995 + 0,182 4,6
CM 523-7 0,864 + 0,1336 15,5
CM 7951-5 No detectable.

CM 4574-7 1,461 = 0,0386 2,6
NATAIMA 31 67,273 + 2,624 5,5
HMC 1 No detectable
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Segun ANOVA, existen diferencias significativas p<0,05
(p=0,000) entre las tres muestras cuantificables;
adicionalmente, el valor de F calculado (1762,575) fue
menor que el F tabulado (7,260).

Debido a que hay diferencias significativas entre las
muestras, se aplico la prueba estadistica de Tukey para
determinar cuales medias difieren. Se encontr6 que la
muestra “Nataima 31” difiere de las otras dos con una
significancia de 1,000, pero MPER-183 y MBRA-383
tienen la misma significancia con un valor de 0,629. A
estas dos muestras se les aplicé la prueba de t-student,
y Se encontro que existe diferencia significativa entre las
dos, dado que el valor de t calculado (8,631) es mayor
que el t tabulado (2,78).

En la Cuadro 4 se muestran las concentraciones de
mercurio en las peliculas flexibles; solo la muestra SM
1498-4 NATIVO fue no detectable.

Los resultados de ANOVA muestran que existen
diferencias significativas p<0,05 entre las diferentes
muestras de peliculas flexibles (p=0,00); el F calculado
(994,050) fue mayor que el F tabulado (4,468) y se
aplico Tukey, encontrandose que todas las muestras
difieren una de otra.

Para determinar la procedencia de esta concentracion de
mercurio, se realizo la determinacion de este elemento
en las materias primas (harinas, almidones y fibra de
fique) empleadas en la elaboracion de cada uno de los
termoformados y peliculas flexibles. En el Cuadro 5, se
muestran las concentraciones estimadas de mercurio
en MBRA 383, MPER-183, NATAIMA 31, SM 707-17
nativo e hidrolizado, SM 1498-4 HIDROLIZADO y CM
7138-7 nativo e hidrolizado.

En este caso, se puede inferir que el mercurio
encontrado en los termoformados y peliculas flexibles,
proviene de las materias primas, principalmente de las
harinas y almidones de yuca o lafibra con las que se han
fabricado estos biopolimeros; se cree que el mercurio
puede llegar a éstas materias primas por absorcion de la
planta de yuca desde el suelo, ya que este se encuentra
enun 95% en este [3, 23]; también puede provenir de los
sistemas de riego, donde el agua empleada para dicho
fin, puede presentar contaminacion por este elemento,
lo cual puede ser debido a la actividad minera que se
daenlaregion del pacifico, en donde emplean mercurio
para la extraccion de oro; sin embargo, los valores
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Cuadro 4. Concentracion promedio (+ s) de Hg (N=3) de PF
biodegradables
Peliculas Flexibles c°“?;';‘/f’)°'°“ CV (%)
SM 707-17 Nativo 2,194 + 0,1391 6,2
SM 707-17 Hidrolizado | 6,394 + 0,1101 1,7
SM 1498-4 Nativo No detectable -
SM 1498-4 Hidrolizado | 4,710 + 0,1166 2,5
CM 7138-7 Nativo 3,338 + 0,1536 4,6
CM 7138-7 Hidrolizado | 2,657 = 0,0668 2,5

Cuadro 5. Concentracion promedio (= s) de Hg (N=3) en las materias

primas.

Muestra (harinas) c°“‘(’52‘/’|_a)°'°“ CV (%)
MBRA 383 1,916 +0,0887 4,6
MPER 183 1,163 = 0,0386 2,3
NATAIMA 31 2,581 = 0,1336 5,2
Muestra (almidones) Concentracion (ug/L) | CV (%)
SM 707-17 nativo 3,894 + 0,1972 5,1
SM 707-17 hidrolizado | 0,847 + 0,0292 3,4
SM 1498-4 hidrolizado | 0,830 = 0,0636 7,7
CM 7138-7 nativo 5,375 + 0,1827 3,4
CM 7138-7 hidrolizado |0,889 = 0,0758 8,5
Fibra de Fique 2,715 = 0,1021 3,8

indican que estos materiales no seran toxicos y podran
ser empleados como envolventes y contenedores de

alimentos.

Estabilidad.

En las figuras 4, 5y 6, se representa el seguimiento
durante 10 dias de la estabilidad del estandar de 12,0
ug/L de mercurio, del termoformado (Nataima-31) y
de la pelicula flexible (CM 7138-7), para determinar el
tiempo de preservacion de las muestras.

Se evalud la normalidad y homogeneidad de los datos
y se aplicd ANOVA de un factor. Para la pelicula flexible,
no existen diferencias significativas (p>0,05) entre
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Figura 4. Estabilidad (10 dias) estandar de 12 ugHg/L
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Figura 5. Estabilidad (10 dias) T (Nataima 31)
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Figura 6. Estabilidad (8 dias) de PF (CM 7138-7)
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los dias analizados (p=0,59), mientras que para el
estandar y el termoformado, si existen diferencias
significativas (p<0,05) durante los diez dias analizados
(p=0,000). De acuerdo a estos resultados, se puede
concluir que la muestra de pelicula flexible concentrada,
puede guardarse durante ocho dias sin presentarse
modificaciones en la concentracion del metal, mientras
que en la muestra que se diluye, lo mejor es analizarla
el mismo dia, dado que presenta fluctuaciones de
concentracion en diferentes dias; en lo referente al
estandar, este también presenta fluctuaciones en
la absorbancia, y por tanto, lo mejor es preparar el
estandar y analizarlo el mismo dia.

CONCLUSIONES

Latécnica estandarizada de absorcion atomica descrita
en este articulo para la cuantificacion de mercurio en
termoformados y peliculas flexibles es lineal, precisa,
exacta, altamente sensible y por tanto es un método
confiable para analizar los polimeros biodegradables.
Las concentraciones de mercurio encontradas en
las muestras de termoformados y peliculas flexibles,
estan por debajo (<1,0 mg de Hg/L) de las cantidades
permitidas para productos que van a estar en
contacto con alimentos y podran ser empleados como
envolventes y contenedores de alimentos, sin riesgos
para el consumidor; sin embargo, hay que tener cuidado
con este elemento, ya que su bioacumulacion causa un
problema muy grave a nivel medioambiental.
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