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CAPITULO I : EL MERCURIO Y LOS COMPUESTOS ORGANOESTANNICOS EN
EL MEDIOAMBIENTE

El uso extendido de compuestos metalicos y organometalicos en las Ultimas décadas vy,
COMO consecuencia, su presencia en los diferentes compartimentos medioambientales,
ha suscitado la necesidad de un estudio mas profundo en relaciébn a su toxicidad,
movilidad y capacidad de acumulacién para predecir su comportamiento y establecer
medidas legales. Debido a su amplia distribuciéon y a sus efectos toxicos a muy bajo
nivel de concentracion, la busqueda de metodologias para la determinacién de
compuestos de mercurio y organoestannicos ha constituido uno de los principales
objetos de investigacion para un gran numero de laboratorios. A continuacién se

detallan las principales caracteristicas de dichos compuestos.

I.1. Propiedades fisico-quimicas, origen y aplicaciones del mercurio

inorganico y de los derivados organicos de mercurio y estafno

El estario y sus derivados organicos:

El estafio es un elemento metalico perteneciente al grupo 14 del sistema periddico,
cuya configuracion electrénica es [Kr] 4d'°5s’5p®. Forma enlaces como un metal
divalente o tetravalente, originando compuestos inorgénicos que presentan una
toxicidad relativamente baja, ya que al pH fisiolégico el metal no es reactivo y sus
oxidos son insolubles. Sin embargo, puede unirse covalentemente a grupos organicos
originando compuestos que poseen efectos tdxicos sobre la actividad bioldgica. Estas
sustancias de férmula general R,SnX,., se denominan compuestos organoestannicos
(OTCs) y en ellas, el estafio se encuentra como metal tetravalente. Entre los posibles
derivados organicos de estafio, los que presentan un mayor interés desde el punto de

vista medioambiental son los butil- y fenil- sustituidos.
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BuSn®*

Monobutilestario

Bu,Sn%*

Dibutilestafo

BU3sn+

Tributilestafio

(MBT) (DBT) (TBT)
PhSn** Ph,Sn** PhsSn*
Monofenilestafio Difenilestario Trifenilestafio
(MPhT) (DPhT) (TPhT)

En el medioambiente, los compuestos organoestannicos se encuentran en forma de
cloruro, carbonato, sulfuro, sulfato, 6xidos o hidréxidos, e incluso asociados a
biopolimeros. También existen algunos derivados en los que el estafio se encuentra

como metal divalente.

El enlace Sn-C no se rompe debido a la accion del agua, del oxigeno atmosférico ni se
degrada térmicamente hasta 200 ©C [1], por lo que es térmicamente estable en
condiciones ambientales. Sin embargo, la radiacién ultravioleta, la presencia de acidos
fuertes o agentes electréfilos producen su ruptura. Las propiedades fisico-quimicas de
los compuestos organoestannicos dependen del nimero y de la longitud del
sustituyente alquilico, siendo la solubilidad en agua una de las mas importantes, ya

gue regula su distribucion en el medioambiente.

Debido a la presencia de sustituyentes alquilo, los compuestos organoestannicos
presentan una naturaleza hidrofébica. Esta propiedad es mayor a medida que se
incrementan el grado de alquilacién y la longitud de la cadena del sustituyente. La
solubilidad en agua de la mayoria de estos compuestos es baja y depende del pH, de
la fuerza idnica y de la temperatura [2]. La solubilidad para estos compuestos varia

entre 5x 107y 5 x 10° g L™, el Log Kow entre 0.09y 2.2, y el pka 5.2 y 6.51.

En funcién de las condiciones ambientales, los compuestos organoestannicos pueden
encontrarse en forma de pares ionicos neutros, formando complejos o bien en forma
cationica. Esta Ultima es estable si el pH es inferior a la constante de acidez (pKa) del

compuesto [3, 4]. En el caso del TBT y del TPhT se ha observado una relacion entre el
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pH y el valor de la constante de particion octanol-agua (Log Kow) [5], encontrando

gue esta constante aumenta a medida que lo hace el pH.

Aunque el uso de estafio y sus aleaciones se remonta a la edad de Bronce, los
primeros datos relativos a la existencia de compuestos organoestannicos (OTCs) datan
de los dltimos 150 afios. Desde la sintesis del primer derivado organico de estafio en
1853 hasta la actualidad, se han caracterizado mas de 800 compuestos en su mayoria
de origen antropogénico [6] exceptuando los derivados metilados generados por
biometilaciéon [7]. En 1940, y asociado al crecimiento de la industria del cloruro de
polivinilo (PVC), se encontraron sus principales aplicaciones ya que la adicion de
compuestos di- y tiralquilsustituidos durante la sintesis de PVC, previene su
degradacion térmica y luminica [8]. En los afios 50 se descubrieron las propiedades
biocidas de los compuestos organoestannicos y han sido ampliamente utilizados como
aditivos en pinturas anti-incrustantes, agentes de conservacion de la madera,
fungicidas en agricultura y biocidas en general [9]. Los derivados mas aplicados con
estos fines son el tributil-, trifenil y triciclohexilestafio, siendo el TBT el de mayor
interés por su ubicuidad y elevada toxicidad en el medio acuatico. Los principales usos

industriales de los compuestos organicos de estafio quedan recogidos en la 7abla 1.

Tabla 1 Principales aplicaciones industriales de los compuestos organoestannicos

Aplicacion Funcion Compuesto**
. Evitar la degradacion térmica y
Estabilizador de PVC R,SnX; y RSnX;
luminica
Pintura antiincrustante Biocida R3SnX (R= Bu, Ph)
Agroquimica Fungicida, insecticida, acaricida R3SnX (R= Bu, Ph, Cy*)
Conservante de la madera  Fungicida, insecticida BusSnX

_ o Precursor de peliculas de oxidos
Tratamiento del vidrio Me,SnX,, RSnX3 (R= Me, Bu)
de estafio (IV) en cristal

Proteccion de materiales Funguicida, alguicida,

Bus;SnX
(piedra, cuero, papel) bactericida
Impregnacion de textiles Insecticida Ph;SnX
Explotacién avicola Desparasitador Bu,SnX,

*Cy= Ciclohexano
** X= CI_, Br_, R= Me (CHg-), Bu (C4H9-), Oct (C8H17')
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El mercurio y sus derivados organicos

El mercurio, en su forma elemental y, a temperatura y presién ambiental, es un liquido
plateado cuya configuracion electrénica es [Xe] 4f 5d*° 6s®. Su baja presion de vapor
(0.16 Pa a 25°C) unida a su elevada densidad y tension superficial determinan el

comportamiento de este metal al ser vertido en la superficie terrestre.

El mercurio puede aparecer en tres estados de oxidacion: Hg® (metélico), Hg (1)
(mercurioso) que solo es estable en forma dimérica (Hg,*") y Hg(ll) (mercirico).
Ademas, forma compuestos organometdalicos, muchos de los cuales presentan
aplicaciones industriales y agricolas. Las propiedades y el comportamiento ambiental
del mercurio van a depender del estado de oxidacién en que se encuentre. En estado
univalente (Hg,?") forma compuestos estables con ligandos dadores de oxigeno como
oxalato y succinato, que no originan complejos fuertes con Hg®*. El mercurio
inorganico (Hg®*) es un &cido débil segin la escala de Lewis que muestra una fuerte

afinidad por los aniones CI', Br, I, S%, Se” y ciertos ligandos nitrogenados.

En sus complejos, presenta nimeros de coordinacion de 2 a 6, con preferencia por los
mas bajos. El mercurio inorgénico, puede formar compuestos organometalicos simples
(R2Hg) o mixtos (RHgX, donde X= CI, OH) de naturaleza lineal, en los que la unién del
metal a R es covalente. Aunque muchos de estos derivados fueron sintetizados con
fines industriales y agricolas (EtHg*, PhHg",etc), las especies mas abundantes en la
naturaleza son metilmercurio y en menor medida dimetilmercurio. El dimetilmercurio
(Hg(CH3),) es un liquido muy volatil que se elimina rapidamente de las aguas a menos
que se transforme en condiciones &cidas a la forma monometilada. El ion CH;Hg" se
forma més facilmente que la anterior sobre todo en medios acidos y neutros. Es muy
persistente y puede formar una gran variedad de compuestos del tipo CH3;HgX donde X
es un grupo unidentado o polidentado [10]. EI CH3HgOH tiene una alta solubilidad

debido a la alta capacidad de formar puentes de hidrégeno del grupo OH.

Las propiedades fisicas y quimicas de estas especies del mercurio controlan su
comportamiento atmosférico, acuatico y su importancia como contaminante ambiental.

Las principales son su solubilidad [11] que es de 66 g L™ para el HgCl, y de 5 g L™
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para CH3;HgCl, y Log Kow que es de 0.5 y 2.5 respectivamente para cada especie. A
diferencia de sus compuestos inorganicos y organometélicos, el mercurio elemental es
bastante insoluble en agua [12] por ello, en los medios acudticos, su concentracion es

mayor en la interfase aire-agua [13].

El mercurio es un elemento conocido desde civilizaciones antiguas. Se aisla facilmente
desde su principal mineral, el cinabrio (HgS), el cual era utilizado por los antiguos
chinos e hindues antes del 2000 a.C. como pigmento (bermellén) [14]. El uso de
mercurio como extractante de metales preciosos por amalgamacion presenta una larga
historia y fue ampliamente usado en Espafia durante el siglo XVI para la extraccion de
plata en Méjico. Posteriormente, se ha empleado como revestimiento para la
fabricacion de espejos, para la cura de la sifilis y para el tratamiento de algunas
enfermedades parasitarias del intestino [15]. Otras de las aplicaciones mas
importantes del mercurio son la fabricacion de fieltro, asi como detonador en la
industria de los explosivos, hecho que elevé la explotacion de las minas de mercurio

hasta récords historicos.

En la actualidad, la mayor parte del mercurio producido anualmente se consume en la
industria del clor-alkali. En pequefias cantidades, el mercurio conduce la electricidad,
responde a cambios de temperatura y presién, y forma aleaciones con la mayoria de
los metales. Estas propiedades favorecen su aplicacion en: lamparas fluorescentes,
hilos e interruptores (termostatos) y en las baterias de 6xido de mercurio. Forma parte
de las amalgamas empleadas para la reparacién de las caries. Otros usos incluyen
amalgamacion de metales reactivos y preciosos, como catalizador, como fungicida en
el tratamiento de la madera, en reactores nucleares e incluso como conservante de

muchos productos farmacedaticos.

Los principales compuestos organometdlicos de mercurio presentes en el
medioambiente tienen un origen natural debido a la metilacién del mercurio inorgénico
en los ecosistemas acuaticos. Aunque actualmente esta prohibida, la aplicacion
industrial mas importante de los derivados organicos de mercurio, y que causé entre
1970 y 1972 uno de los mayores episodios de intoxicacién por este metal, fue su
empleo en formulaciones agricolas. Concretamente, el metil y etilmercurio fueron muy
utilizados en Suecia como fungicidas entre 1940 y 1966 [16]. Ademas, el fenilmercurio

(PhHgX) se empledé en la produccién de pasta de papel, asi como fungicida y
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bactericida. La 7abla 2 resume los principales usos industriales de los derivados
organicos de mercurio.
Tabla 2 Principales aplicaciones industriales (va prohibidas) de los derivados organicos

de mercurio

Aplicacion Funcion Compuestos organomercuricos

CsHsHgX (X= NO3", CH;C00),

Agroquimica Fungicida CHsHg" HgO, Acetato de
metoximercurio
(C2Hs0OHQCH;COO0)

Médica Antiséptico, desinfectante HgX, (X= CI', Br’, CcHsCOO"),

CH3Hg", Hg,0, Hgl, Hg’

Tratamiento de la
Funguicida, Insecticida HgCl,, CHsHg", fosfato de

etilmercurio (C,HsHgH,PO,)

madera

La eliminacion de aditivos de mercurio en pinturas y pesticidas, y la reduccién del
mercurio en baterias, han favorecido una disminucién de la demanda industrial. Sin
embargo, la contaminacion futura puede aumentar ya que en la actualidad se estan
recuperando las técnicas de amalgamamiento en la extraccion de oro en los paises en
vias de desarrollo, como Brasil [17], asi como el establecimiento de nuevas plantas de

produccion de cloro con células de mercurio en paises subdesarrollados.

10
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1.2. Importancia medioambiental del mercurio inorganico y de los

derivados organicos de mercurio y estafio

Derivados organicos del estafio:

La importancia medioambiental de los compuestos orgénicos de estafio deriva de su
elevada produccion y aplicacion industrial. Se estima que la produccién anual de estos
compuestos es de aproximadamente 40.000 toneladas [18], de las que un 20%
corresponde a derivados trisustituidos aplicados como biocidas, mientras que la
mayoria de la produccion corresponde a derivados mono y disustituidos que se aplican
como estabilizantes de plasticos (76%) y catalizadores (5%). Los puertos, las zonas de
elevado trafico maritimo y fluvial, junto a los estuarios son las areas de mayor
acumulacién de tributilestafio (TBT), siendo éste el derivado de mayor impacto
ambiental. Las aguas de escorrentia procedentes de la agricultura, asi como los lodos y
aguas fecales, también constituyen un foco de entrada de compuestos
organoestannicos al agua. Entre ellos hay que destacar el TPhT que es utilizado como
pesticida y que presenta un alto interés debido a sus efectos toxicos. En cuanto a los
derivados di- y monosustituidos, su presencia en el medio es debida, no solo a
mecanismos de degradacion del correspondiente derivado trisustituido, sino a su
lixiviacion desde PVC [19]. Ademas de las fuentes antropogénicas, los derivados
organicos de estafio también tienen un origen biolégico debido a la accién metilante de
algunas bacterias (Pseudomonas, sulfatoreductoras) asi como a reacciones de

transmetilacién con otros metales presentes en el medio.

La persistencia de los compuestos organoestannicos en los diferentes ecosistemas
depende de mecanismos fisicos, quimicos y bioldgicos, por lo que para conocer su ciclo
en el medio ambiente es necesario estudiar su distribuciébn y mecanismos de

degradacion ambiental.
La degradacién medioambiental de los compuestos organoestannicos consiste en la

pérdida secuencial de los sustituyentes alquilo unidos al Sn, lo que en general origina

una disminucién de la toxicidad:
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R4Sn —> RgSnX —> stnXZ —> RSﬂXg —> SnX4

Este proceso tiene lugar mediante mecanismos bioticos y abidticos siendo, en este
caso, la radiacion UV y los mecanismos quimicos los méas importantes [20]. En la
ruptura quimica del enlace Sn-C estdn implicados tanto agentes electréfilos como
nucledfilos, entre los que se encuentran los acidos minerales, acidos carboxilicos y
metales alcalinos. El TBT en puertos y estuarios presenta una vida media en agua que
varia entre 4 y 14 dias [21], en sedimentos la velocidad de degradacion es mas lenta,

encontrando valores para la vida media del TBT de entre 1 y 5 afios [22].

Una de las propiedades que favorecen la persistencia de los compuestos
organoestannicos en el medio ambiente es su caracter lipofilico dado que permite su
bioacumulacion. El grado de bioacumulacién depende de la fraccion de
organoestannico biodisponible, la cual es funcién de las condiciones ambientales. En el
ecosistema acuatico, la biodisponibilidad de estos compuestos depende principalmente
del pH, del carbono orgéanico disuelto y de la presencia de acidos himicos, de modo
gue la bioacumulacién de TBT y TPhT aumenta a pH alcalino, mientras que disminuye
en presencia de una elevada concentracion de materia organica tal como los acidos
hamicos [23]. Ademas, un elevado porcentaje de los compuestos organoestannicos
introducidos en el medio se encuentran asociados a la materia particulada y
sedimentos [24]. Las arcillas y 6xidos metalicos constituyen unos absorbentes muy
eficaces de estos compuestos, por lo que los suelos y sedimentos juegan un
importante papel en su destino. En aguas, se estima que, en funcion del pH y del
contenido en materia organica, entre el 10 y el 70% de los derivados trisustituidos se
encuentran asociados a la materia organica disuelta [25]. Un comportamiento analogo
se observa para sus productos de degradacion y para TPhT, por lo que los sedimentos
actian como depoésito y también como futura fuente de estos compuestos. La 7abla 3
recoge los niveles de compuestos organoestannicos presentes en el ecosistema
acuatico [26-28].
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Tabla 3 Concentraciones medias de compuestos organoestannnicos en diferentes

compartimentos medioambientales

Matriz MBT DBT TBT TPhT
Rio 28-132 1.5-580 0.5-1150 <l.d*-20
Agua Mar 8.9-41 5.5-68 7.2-21.9 <l|.d*-9
ng L™ Puertos 3.6-76 4.4-50 9.0-280  <l.d*-9.0
Residual 10-440 11-523 5-277 -
Rio/Estuario 1-2100 1-9600 0.6-520 0.1-3.9
Sedimentos
" Mar <1-2720 5.3-5500 <3.8-7673 | <I.d*-896
99 Lago 6-100 4-367 4-2830 -
Alga marrén - - 2-6 <5-14
_ Mejillén 3-2190 1-3720 3-57900 <5-98
BIOti Ostra (C. Gigas) 400 280.9 417.2 -
99 Higado delfin 150-200 800-1600 250-400 -
Higado humano 14-22 45-78 <2 -

*|.d = Limite de deteccion

Mercurio y sus derivados organicos

Para conocer la procedencia del mercurio movilizado al medio ambiente, las emisiones

se han clasificado en tres grupos [29]:

e Emisiones naturales: En ellas la movilizaciéon o liberacion a la atmésfera del

mercurio geologicamente unido a la corteza terrestre tiene lugar mediante

procesos naturales. Las principales fuentes naturales de mercurio son la

desgasificacion de la corteza terrestre, las erupciones volcanicas, la erosion, los

incendios forestales y la evaporacion desde la hidrosfera. La cantidad de

mercurio aportada por estas fuentes es del orden de 2700-6000 toneladas/afo

[30]

e Emisiones antropogénicas: El mercurio es liberado a la atmosfera debido a la

actividad humana. La actividad minera junto con la combustion de combustibles
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fosiles, la extraccion de metales, la industria del clor-alcali y la incineracion de
residuos constituyen las principales fuentes antropogénicas de mercurio. Se
estima que entre el 50% y el 75% del mercurio que se emite tiene esta fuente
[31].
e Re-emisiones de mercurio. La transferencia de masa a la atmosfera se produce
a través de procesos biolégicos y geologicos movilizando el mercurio
anteriormente depositado en la superficie terrestre debido a las actividades
humanas y naturales. La emision a la atmosfera desde vertidos de mercurio en
suelos contaminados, o las emisiones desde aguas contaminadas son ejemplos
de estas emisiones antropogénicas indirectas [32, 33].
La 7abla 4 recoge las concentraciones medias de mercurio en diferentes

compartimentos medioambientales.

Tabla 4 Concentraciones medias de mercurio total en diferentes

compartimentos medioambientales

Matriz Mercurio total

Aire Medio rural 1-10 ng-m™

Medio urbano 50-170 ng-m™
Lluvia Medio rural 4-90 ng-L™*

Medio urbano 100-1000 ng-L™*
Agua Océano no contaminado 0.5-5 ng-L*

Rio no contaminado <5ng-L™*

Rio contaminado 10-200 ng-L*

Lagos ricos en &c. humicos  1-20 ng-L™
Suelos No contaminado <200 ng-g*

Contaminado 0.2- 100 pg-g*
Sedimentos Océano no contaminado 50-500 ng-g™

Océano contaminado 1-100 pg-g™

Bahia de Minamata 908 pg-g™

Rio contaminado 50-200 ug-g™
Peces Sin contaminar (rio) 0.2-1 pg-g™

Sin contaminar (océano) 0.01-1 pg-g™

Contaminados 1-10 ug-g™

Existen dos ciclos implicados en su transporte y distribucion en el medio ambiente, uno
de ellos relacionado con la circulacion atmosférica del mercurio elemental desde sus
fuentes al suelo y océano, y el segundo dependiente de la metilacion del mercurio

inorganico procedente de fuentes antropogeénicas.
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La cantidad de mercurio elemental (Hg®) presente en las aguas naturales es mayor que
la existente en el aire, ya que en la atmosfera el 95% del mercurio total que se
encuentra en estado elemental es oxidado lentamente al estado mercurico [13]. El
oxidante més importante en este proceso es el ozono. Debido a la lenta oxidacion del
mercurio elemental su tiempo de residencia en la atmosfera es del orden de un afio
[34]. Como consecuencia, y aunque las principales emisiones de mercurio proceden de
fuentes puntuales localizadas en zonas industriales, su larga permanencia hace que la

contaminacion por mercurio sea global y afecte a zonas remotas del planeta.

Una vez oxidado el mercurio atmosférico regresa a la superficie terrestre por
deposicién hiumeda; el 60% del Hg (II) generado se deposita en el suelo y el 40%
restante lo hace sobre el agua [35]. En el océano, tras una serie transformaciones
;. . s . , 2+ . .
quimicas y bioldgicas, la mayoria del Hg=" es reducido a mercurio elemental que vuelve
nuevamente a la atmésfera y solo una pequefia fraccidn queda retenida en los
sedimentos. Por el contrario, en el suelo, ocurre una pequefia re-emisién a la
atmosfera del mercurio reducido a mercurio elemental, mientras que la mayoria

permanece en este medio.

En las aguas superficiales de areas no contaminadas, el Hg (II) se encuentra en
concentraciones de 1-20 ng L™* formando complejos con OH (Hg(OH)*, Hg(OH)-,
Hg(OH)s) y con cloruros (HgCl", HgCIOH, HgCl,, HgCls', HgCl*,) en funcion de la
concentracion de cloruro presente en el agua y de su pH. También es posible que una
parte se una a iones sulfuro (S*) y bisulfuro (HSY), o incluso a 6xidos de hierro [36].
Ademas, una fraccion de Hg(ll) es probable que se una a los acidos humicos. La
reduccion de Hg(ll) a mercurio elemental puede tener lugar mediante dos mecanismos
en funcion de la concentracion de Hg (I1) en el medio circundante. Cuando esta
concentracion es la natural, del orden de unos pocos picogramos, la reduccion es
debida a un proceso fotoquimico [37]. Sin embargo, en aguas contaminadas, con
concentraciones de Hg (1) superiores a 50 pM, el mecanismo predominante es de

naturaleza microbiana [38].
Las principales fuentes del metilmercurio presente en las aguas superficiales son las

precipitaciones, el generado en las aguas anaerobias superficiales y una pequefa

fraccion producida en las propias aguas aerobias debido a la accion de
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microorganismos. En estas especies organometalicas, los enlaces metal-carbono son
estables en agua debido a que son covalentes y su hidrélisis, aunque es
termodinamicamente favorable, estd impedida cinéticamente [39]. La metilacion del
mercurio en aguas y sedimentos se ve favorecida por la ausencia de oxigeno y puede
darse mediante mecanismos fotoquimicos o, al igual que la metilacion del Sn, mediante
reacciones de transferencia catalizadas por microorganismos tales como las bacterias
sulfato-reductoras, siendo el principal reactivo metilante la vitamina Bj, [40]. La
cantidad neta de metilmercurio presente en las aguas es el resultado de un balance
entre los procesos de metilacion-desmetilacion. Este Gltimo también es un proceso
biol6gico que implica actividad bacteriana. Ambos fendémenos dependen de la

disponibilidad del carbono orgénico disuelto facilmente degradable.
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1.3. Toxicidad del mercurio inorganico y de los derivados organicos de

mercurio y estafo

Derivados organicos del estafio:

El estafio en su forma inorganica es un elemento inocuo para la flora y la fauna, sin
embargo la presencia de sustituyentes orgénicos le confiere de un caracter lipofilico del
que deriva su toxicidad. Los efectos biologicos de estas sustancias dependen de la
naturaleza y namero de sustituyentes, y es independiente del contraién (X) que les
acompafe. Asi, la actividad biologica sigue el siguiente orden: R3;SnX > R,SnX, >
RSnX;. Para los derivados trisustituidos, la toxicidad depende de la longitud de la
cadena hidrocarbonada, un incremento de la misma produce un descenso de la
actividad biocida. Asi los sustituyentes octilo son inocuos para todos los organismos,
mientras que los derivados tri-butilados y etilados los més toxicos para todos los

organismos, incluso para mamiferos.

En el caso de tributilestafio (TBT), son conocidos diversos episodios de contaminacion
relacionados con su uso que han llevado a la extincién de especies de gasteropodos en
determinadas zonas costeras del Mar del Norte en Bélgica [41], y a la reduccion de la
poblacién de ostras en la Bahia de Arcachdon en Francia [42]. El efecto de este
compuesto sobre los organismos acuaticos tiene lugar incluso a muy bajo nivel de
concentracion. Asi, concentraciones de 1-2 ng L™ producen un efecto nocivo cronico en
aquellos organismos mas sensibles, como algunas especies de algas, zooplacton,
moluscos y larvas de algunos peces, e incluso niveles entre 0.04 y 16 pg L™ son
considerados letales para algunos organismos acuaticos [43]. Ademéas del TBT, sus
productos de degradacion DBT y MBT poseen también efectos adversos derivados de

su mayor solubilidad en agua.

El trifenilestafio (TPhT) también es nocivo para el ecosistema acuético. Este compuesto
presenta una elevada toxicidad en los primeros estadios de vida de determinados
peces pues posee una concentracion letal entre 0.15-3.9 pg L™ para el 50% de la
poblacién de larvas de determinadas especies. Tanto el TPhT como el TBT son
disruptores endocrinos capaces de producir transformaciones morfolégicas en

determinados organismos entre las que destacan las modificaciones en los érganos
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reproductores producidas en algunas especies de gasterépodos, engrosamiento de la
concha e inhibicidon de la liberacion de larvas en ostras, retrasos en el crecimiento de

mejillén, cambios histopatolégicos en larvas de peces, etc [26].

Los efectos toxicos de los derivados butilados y fenilados de estafio acumulados por
ingestion en niveles troficos superiores son poco conocidos. En general, las especies
préximas a la costa presentan mayores niveles de concentracion de compuestos
organoestannicos que aquéllas que habitan mar adentro. En cuanto a la distribucion
entre mamiferos acuaticos, el TBT es la especie predominante en la mayoria de los
organismos que habitan en las profundidades. Este hecho sugiere una baja capacidad
de descomposicién para esta especie en estos sistemas 0 habitats, que se encuentra
en mayores niveles de concentracién debido a la baja temperatura y luz. En cetaceos,
los derivados butilados tienden a acumularse en el higado, rifiébn, y en menor
extension, a pesar de su naturaleza lipofilica, en el tejido adiposo. Esta distribucién es
analoga a la del mercurio. En peces, también se encuentran niveles significativos en
sangre. Los valores de concentracion hallados siguen el siguiente orden: TBT > DBT >
MBT, aunque en higado se encuentran mayores niveles de DBT y MBT debido a la

actividad metabdlica de este Grgano [44].

El efecto de los compuestos organoestannicos también aparece en aves costeras
debido a su transferencia a través de la cadena tréfica, encontrando niveles de
biomagnificacion entre 1.1 y 4.1 en cormoranes [45]. El TBT y sus productos de

degradacion tienden a acumularse en plumas, higado, masculo y rifién.

Para humanos, los datos de contaminacion y toxicidad disponibles son el resultado de
exposiciones accidentales. Existen dos vias de intoxicacion de compuestos
organoestannicos, la primera es la ingestion de alimentos, y la segunda es una via
indirecta relacionada con articulos domeésticos. En el primer caso, se han realizado
estudios que demuestran la liberaciébn de compuestos organoestannicos adicionados al
PVC utilizado con fines domésticos (tuberias, recipientes para el almacenamiento de
alimentos, etc). La segunda de las vias esta relacionada con el uso de poliuretano,
polimeros, siliconas, guantes, celofan, agentes para el tratamiento de la madera, etc.
La informacién relacionada con la concentracién de compuestos organoestannicos en
humanos es escasa. Kannan y Falandysz [46] publicaron niveles de butilestafio total

(MBT+DBT+TBT) entre 2.4 y 11 ng g* para tejido himedo de higado. En el caso de
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sangre, Kannan y col. [27] hallaron concentraciones de 8.7, 4.3 y 4.6 ng mL™ para
MBT, DBT y TBT respectivamente. Por otra parte, los efectos relacionados con la
manipulacién de sustancias que contengan derivados de estafio trisustituidos van
desde quemaduras por contacto con la piel, irritacibn de los foliculos capilares e
irritacion de la mucosa nasal, hasta hemorragias nasales y secreciones mucosas si la

exposicion se prolonga durante varias semanas [47].

La problemética relacionada con el uso de TBT en pinturas antiincrustantes de barcos
ha sido estudiada por el Comité de Proteccion de Medio Marino (CPMM) de la
Organizacion Maritima Internacional (OMI) [48]. Este organismo de las Naciones
Unidas es el encargado de la seguridad maritima y de la prevencion de la
contaminacion del mar. En relaciéon al TBT, en la década de los 90, desarroll6 los
instrumentos juridicos pertinentes para limitar el uso de este compuesto en los buques
de navegacion maritima. Entre ellos destacan la promocion de legislacion para eliminar
este compuesto en barcos de menos de 25 m de eslora, la eliminacién de pinturas
antiincrustantes que dieran lugar a un desprendimiento de biocidas mayor de 4 ug cm™
y fomentar el uso de sistemas antiincrustantes alternativos [49]. En 1982, Francia
prohibié el uso de pinturas antiincrustantes basadas en TBT en barcos de eslora
inferior a 25 m. Siguiendo este ejemplo en 1990 Japon impuso reglas estrictas en
cuanto a su utilizacién, prohibiendo su produccion en 1997. Prohibiciones similares se
impusieron en Reino Unido (1987), Estados Unidos (1988), Nueva Zelanda (1988),
Australia (1989) y Noruega (1989) junto a otros paises [50].

La Union europea incluyo los compuestos butilados de estafio en la lista de sustancias
prioritarias (Decision 2455/2001/CE) dentro del marco comunitario de actuacién en
politica de aguas (Directivas 2000/60/CE) y prohibid su uso y comercializacion
(Decision 2002/62/CE) en todas las embarcaciones destinadas a ser utilizadas en
costas. Ademas, el TBT y el TPhT estan incluidos en la lista europea de contaminantes
prioritarios (anexo de la Directiva Europea EU 76/464) [51] y en la lista
medioambiental de disruptores endocrinos de la EPA (Environmental Protection
Agency, EEUU) [52]. Hasta el momento en Espafia solo se regulan los vertidos de
estos compuestos realizados en aguas superficiales continentales (Real Decreto
995/2000) limitando la concentracion méaxima permitida a 20 ng L™ como suma de
MBT, DBT y TBT.
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Mercurio y sus derivados organicos

En el caso del mercurio, su significado bioldgico se limita a su toxicidad, ya que no se
han encontrado evidencias de que sea un elemento esencial para el hombre, la flora o
la fauna. Debido a sus efectos adversos, junto a dos grandes episodios de
contaminacion por mercurio que tuvieron lugar al sur de Japdn, en la bahia de
Minamata (1940-1960), y en Irak (1971-1972), se han realizado muchos estudios

sobre el metabolismo y sus efectos toxicos en animales y seres humanos.

La exposicion en lugares de trabajo o accidentes son las principales causas de
contaminacion por mercurio vapor [30]. Al ser un gas monoatdémico sin carga, presenta
una alta difusibilidad y es soluble en lipidos, por lo que es capaz de atravesar las
paredes celulares. Los érganos diana son los pulmones, los rifiones y el cerebro. Es
capaz de atravesar la barrera hematoencefélica y, una vez en el cerebro, es oxidado a
Hg(Il) por medio de un mecanismo que implica a las enzimas catalasa e hidrégeno
peroxidasa. Una oxidacion similar también tiene lugar en la sangre. La exposicion
aguda a niveles altos de mercurio vapor (>1000 ug m™) puede causar neumonia y
otros signos de dafio pulmonar. Exposiciones més largas a niveles menores (100 ug m’
%) dan lugar a gingivitis, temblores de manos y eretismo (desordenes de personalidad y
psicologicos que incluyen delirio, alucinaciones, cambios de comportamiento, etc.). Las
exposiciones crénicas a niveles mas bajos (25-100 ug m™®) estan asociadas con
sintomas mas suaves como temblores, irritabilidad, insomnio o lasitud. También se ha
observado disminucion de la memoria a corto plazo o disminucion de la respuesta
nerviosa. En estos niveles, el mercurio vapor produce afecciones renales. La
eliminacién tiene lugar a través de la orina, heces, saliva, sudor y aire exhalado y va a

depender de la extension en la que el mercurio elemental haya sido oxidado.

La quimica del Hg (Il) dentro de los seres vivos viene determinada por su alta
tendencia a unirse a los grupos tiol que abundan en los diferentes tejidos, bloqueando
de este modo grupos biolégicos esenciales. En concreto, se une a los grupos —SH de
los restos del aminoacido cisteina que constituye el centro catalitico activo de

determinadas enzimas por lo que se inhibe su actividad.
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La principal via de entrada de las especies de mercurio (Il) a los seres vivos son las
pequefas particulas de polvo o aerosol, 0 bien por su presencia en alimentos o agua.
La absorcion a través del tracto gastrointestinal varia con la sal mercurica implicada ya
qgue disminuye al reducirse la solubilidad del compuesto. Asi, las especies menos
solubles, como HgS o HgSe, practicamente no presentan toxicidad mientras que los
cloruros son los derivados mas toxicos. Una vez incorporado a través del tracto
gastrointestinal (7-15% de efectividad si se trata de HgCl,) o la piel, el Hg(ll) tiende

acumularse en los riflones donde afecta a los tubulos renales proximales [53].

El metilmercurio es el compuesto mas peligroso de todas las especies de mercurio
debido a su liposolubilidad y a que se trata de una especie avidamente acumulada por
los organismos. En peces y mamiferos la mayor parte del mercurio se encuentra en
esta forma. La toxicidad del metilmercurio quedd patente en 1952, cuando una planta
de fabricacion de acetaldehido y derivados vinilicos en Minamata (Japén) vertio a la
bahia cercana los productos sobrantes en la reaccion, entre ellos, metilmercurio junto a
otros subproductos organicos de mercurio. EI metilmercurio alcanzé niveles de hasta
100 mg Kg™* en pescados, principal componente de la dieta de la zona, causando la
muerte de 61 personas, y la hospitalizacion y posteriores secuelas para méas de 2200.
Otro episodio importante de contaminacion por metilmercurio tuvo lugar en Irak en el
invierno de 1971-1972. La importacion de una gran cantidad de grano y su tratamiento
por error con metilmercurio como fungicida, condujo a la hospitalizacion de cerca de
6500 personas y a la muerte de 459. Desde entonces ha sido prohibido su uso como
biocida en semillas y plantas, y se ha eliminado en alguno de los procesos industriales

en los que se usaba [30, 31].

El metilmercurio es absorbido, posiblemente como MeHgCl, a través del tracto
intestinal con un 95% de efectividad. También puede absorberse por inhalacién o a
través de la piel. Sortea con facilidad la barrera hematoencefalica convirtiéndose en
una potente neurotoxina capaz de bloquear los centros activos de las enzimas,
interferir en la sintesis de proteinas, impedir la incorporacion de la timina en el ADN,
etc. La gran afinidad del metilmercurio por los grupos tiol es la responsable de la alta
movilidad de esta especie a través de tejidos y células [54]. Ademas, el metilmercurio
es capaz de atravesar la placenta produciendo graves dafios en el cerebro en

desarrollo del embrion.
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Debido a la elevada toxicidad del mercurio y de sus derivados, se halla en la lista de
contaminantes prioritarios de la Union Europea (UE) segun la Directiva comunitaria
76/464/CEE [51] que versa sobre el vertido de sustancias a las aguas. Este hecho ha
supuesto una reduccion en sus aplicaciones. También, la Union Europea incluye al
MeHg" en la lista de compuestos a controlar en productos de pesca dentro del
Reglamento 221/2002/CE, estableciendo un limite maximo de 1 mg Kg* de MeHg" por
peso fresco de pescado. Ademas, la Directiva 89/677/EEC prohibe el uso de
compuestos organicos de mercurio en pinturas antiincrustantes, conservacion de la
madera, tratamiento de aguas industriales y tinte de telas e hilos en la industria textil.
Actualmente el uso de mercurio se ha prohibido en equipos electrénicos y eléctricos
mediante la Directiva 2002/95/CE. EI maximo nivel permitido para la concentracion
total de mercurio en agua de consumo es de 2 pg L™ (US EPA) [52] y de 1 pg L™ (EU
and WHO) [55].
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1.4. Métodos analiticos para la especiacion de mercurio y compuestos

organometalicos de estafo

En las utlimas décadas el desarrollo de la metodologia analitica y de la instrumentacion
han permitido obtener informacion, e incluso legislar, sobre los niveles,
biodisponibilidad y toxicidad de los niveles de las especies de mercurio y de los
derivados butilados de estafio presentes en una muestra. Los métodos analiticos a

desarrollar deben tener en cuenta las siguientes etapas [17, 56]:

1. Extraccion de las especies desde la muestra medioambiental, asegurando la
integridad tanto de la forma quimica como de la concentracion de la especie
buscada.

2. Preconcentracion de las especies en el extracto obtenido con el objeto de
alcanzar un nivel de concentracién final detectable con la técnica elegida.

3. Separacion de las especies sin alterar los niveles de concentracion iniciales.
Detecciobn y determinacion individual de cada especie separada

previamente.

Debido a que los niveles de concentracidén de las especies, tanto de mercurio como de
estafio, en las muestras medioambientales son muy bajos, estas cuatro etapas deben
estar perfectamente acopladas con el fin de desarrollar un método de especiacion
adecuado. La T7abla 5 resume las técnicas mas utilizadas para la especiacion de

mercurio y estafo.
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Tabla 5 Técnicas aplicadas a la especiacion de estarfio y mercurio en muestras

medioambientales

Preparacion Muestras

Analisis Instrumental

Técnica Preconcentracion | Derivatizacion | Separacion Deteccion
extraccion

MAE PT Generacion de GC Absorcion atomica

us SPME Hidruros HPLC Emision atémica

ASE SPE Alquilacion CE Captura electrénica

PSE LLE (reactivos de Espectrometria de

CT Grignard, masas
Amalgamas de oro |alquilboratos) Fluorescencia atomica
Electroquimica

Abreviaturas: ASE (Extraccion Acelerada con Disolventes), CE (Electroforesis Capilar),CT

(Atrapamiento Criogénico), GC (Cromatografia de Gases), HPLC (Cromatografia Liquida de Alta

Eficacia), LLE (extraccion Liquido-Liquido), MAE (Extraccion Asistida por Microondas), PSE

(Extraccion con Disolventes a Presion), PT (Purga y Trampa), SPE (Extraccion en Fase Solida),

SPME (Microextraccion en Fase Solida) y US (Ultrasonidos).

Técnicas de extraccion del mercurio y sus derivados organicos

Teniendo en cuenta que su concentracion total en agua varia normalmente entre 0.5y

200 ng L, y aproximadamente de 0.05 a 1.0 ng L™ corresponden a metilmercurio, los

métodos analiticos para la especiacién estan basados en el procesamiento de grandes

volumenes de muestra y una etapa eficiente de preconcentracion unida a a técnicas de

separacion y deteccion de alta sensibilidad. Las técnicas de preconcentracion

comunmente utilizadas son los siguientes:

e Extraccion liquido-liquido (LLE), en la que se utiliza la capacidad de formacion

de complejos del mercurio con N y S. Entre los extractantes mas utilizados se
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encuentran la cisteina y el tiosulfato sédico. Logar y col. [57] desarrollaron un
método para la extraccion simultanea de Hg** y MeHg" de aguas naturales e
incluso agua de mar utilizando carboxilato de ditizona (acido 4-hidroxibenzoico)
y una extraccion posterior en Na,S previa a su separacion cromatografica. En la
actualidad se ha desarrollado un nuevo método de extraccion liquido-liquido
basado en la transformacion de los analitos en un derivado hidrofébico y su
posterior extraccion en un surfactante no iénico mediante la ayuda de un ligero
calentamiento. Este método denominado Cloud Point Extraction (CPE) ha sido
aplicado, acoplado a HPLC-ICP-MS, a la especiacion de metil-, fenilmercurio y
mercurio inorganico. Para ello las especies se transforman en un quelato
hidrofébico mediante reaccion con dietil ditiocarbamato sédico (DDTC) y el
surfactante Titron X-114 en un bafio a 40°C. Los limites de deteccion obtenidos
se encuentran en el rango 6-13.8 ng L™ [58].

Atrapamiento criogénico (CT), el cual permite extraer y preconcentrar los
derivados volatiles de los analitos de interés mediante una etapa previa de
derivatizacion por generacion de hidruros o etilacién, y su posterior purga con
una corriente gaseosa hacia una columna con un relleno analogo al de una
columna cromatografica sumergida en nitrégeno liquido. Posteriormente las
especies se desorben y separan en funcion de su punto de ebullicion por
calentamiento de la columna [59].

Extraccion en fase sélida (SPE), en este caso la inmovilizacion de un grupo
funcional con una elevada afinidad y selectividad por las especies de interés
sobre un soporte solido de naturaleza inorgénica (gel de silice, alimina,
magnesia, etc.) u organica (polimeros) permite el enriquecimiento de la
muestra en los analitos, asi como la eliminacién parcial de interferentes. Entre
los primeros materiales empleados en la preconcentracion de mercurio
mediante extraccion en fase soélida se encuentran los cartuchos de fibra de
algodon con grupos —SH inmovilizados. En ellos el metilmercurio retenido
procedente de una muestra acuosa es eluido con HClI 2M vy re-extraido
posteriormente en benceno para su andlisis mediante GC-ECD [60].
Posteriormente se han desarrollado otras fases para su utilizacién en cartuchos
y minicolumnas dispuestas en un sistema en flujo. Algunos ejemplos son:

* Dietilditiocarbamatos inmovilizados en minicolumnas de C18 para la retencién
de Hg(ll) y MeHg". La elucion se realiza con tiourea al 5% (m/v) en HCl 0.5%
(v/v) [61].
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% Gel de silice impregnada con ditizona para la retencién de Hg(ll) y posterior
elucién con HCI 10 M [62].

* Ditizona inmovilizada en C18 para la preconcentracion de Hg(ll), MeHg" y
PhHg" y elucién con MeOH [63].

* Modificacién de columnas de gel de silice con 2-mercaptobencimidazol. El
Hg(ll) y MeHg" retenidos son eluidos con KCN 0.05 M y HCI 2 M
respectivamente [64].

¥ Resina quelatante selectiva para Hg (1) y MeHg" con grupos sulfuro y
nitrégeno procedentes de 1,2-bis(o-aminofeniltio)etano y elucion selectiva con
EtOH y tiourea al 10% (m/v) [65].

¥ Resina quelatante 1,5-bis(2-piridil)-3-sulfofenil metileno tiocarbono hidrazida
para la retencion selectiva de mercurio inorganico que es eluido con tiourea
[66].

e Microextraccion en fase solida (SPME), esta técnica unifica la etapa de
muestreo, aislamiento y preconcentracion de una forma sencilla que permite su
acoplamiento a una gran variedad de detectores. Su empleo se basa en el
establecimiento de un equilibrio de absorcion de los analitos, previamente
derivatizados, sobre el recubrimiento de una fibra de silice fundida (divinil-
benceno (DVB), carboxeno (CAR) y la ampliamente utilizada polidimetilsiloxano
(PDMS)) y su posterior desorcion, separacion y cuantificacion. La fibra se puede
disponer en el espacio de cabeza o bien sumergida en la disolucién,
obteniéndose mejores resultados de la primera forma [67]. Para mejorar la
eficacia de la microextraccion, en el caso del metilmercurio se han utilizado
fibras de silice fundida sin recubrimiento tratadas con HF durante tres horas y
posteriormente acondicionadas a 200°C [68]. De forma anéloga, el uso de una
barra agitadora con un recubrimiento de PDMS permite la especiacion de
mercurio inorganico, metil-, etil- y fenilmercurio mediante la acumulacion de las
especies derivatizadas mediante propilacion y su posterior desorcién térmica y
andlisis mediante cromatografia de gases con detector de espectrometria de
masas (GC-MS) [69].

Técnicas de extraccion de los derivados organicos del estafio:

Al igual que el mercurio y sus especies, los compuestos organoestannicos se

encuentran en las aguas al nivel de ng L, por lo que para su cuantificacion se
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requiere una etapa de preconcentracion. Entre las técnicas més utilizadas para

aislar y preconcentrar las especies se encuentran las siguientes técnicas:

Extraccion liquido-liquido, en la que se han utilizado tanto disolventes apolares
como hexano, benceno, tolueno, diclorometano o mezclas de los mismos, asi
como disolventes polares como metanol, acetona, mezclas metanol-acetato de
etilo, diclorometano-metanol, acompafiados, en ambos casos, por agentes
complejantes como la tropolona, o bien empleados tras un tratamiento en
medio &cido (clorhidrico, acético, bromhidrico). Para reducir el tiempo de
extraccion se recomienda el uso de ultrasonidos o bien la extraccion asistida
por microondas [71-73]. Ademés para minimizar el consumo de disolventes y
de acidos también se aplica la extraccion con fluidos supercriticos (SFE) [70].
Sin embargo, estos métodos de extraccidon no siempre mantienen la integridad

de las especies.

Como alternativa a la extraccion liquido-liquido, la extraccion en fase sélida
presenta un mayor nimero de ventajas en cuanto al consumo de disolventes,
tiempo de extraccion, factores de preconcentracion y estabilidad de las
especies. Desde 1980 la mayoria de los métodos de SPE desarrollados para
compuestos organoestannicos en muestras de agua marina estan basados en la
preconcentracion de la muestra en discos de C18 [74]. Para mejorar la
eficiencia y selectividad de la retencion se ha impregnado tropolona sobre un
soporte de Amberlita XAD-2, que es un polimero de poliestireno de naturaleza
hidrofébica [75]. También se han ensayado otros absorbentes como
intercambiadores catidnicos unidos a una matriz de silice (Bond-Elut SCX) o a
una matriz polimérica (Oasis-MCX) [76], asi como el polimero OASIS HLB
formado por mondmeros lipofilicos de m-divinilbenceno e hidrofilicos de N-
vinilpirrolidina [77]. Sin embargo, los mejores rendimientos en cuanto a
retencion y elucion son los obtenidos para C18 unidos a una matriz de silice. En
los ultimos afios se ha introducido el uso de polimeros de impresion molecular
(MIPs) como material para SPE en sensores y como fase estacionaria en
columnas de cromatografia liquida. Aungue aun es una herramienta emergente,
para compuestos organoestanicos se ha sintetizado un MIP no covalente
utilizando TBT como molde. Este MIP es aplicable a este compuesto y a sus
productos de degradacién DBT, MBT, y a estafio en muestras de agua de mar,

consiguiendo factores de preconcentracién de 150 y un limite de deteccién de
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30 ngL* [77]. Ademas, también ha sido sintetizado un MIP covalente que
presenta una mayor selectividad que el anterior y que permite la determinacién

de hasta 0.04 ug L™ TBT en agua de mar [78].

e La SPME ha sido aplicada a la preconcentracion de compuestos
organoestannicos tras una etapa de derivatizacion. Entre los materiales mas
utilizados se encuentra el PDMS y la mezcla PDMS-DVB [79-81]. Una nueva
técnica aplicada a la extraccion y preconcentracion de organoestannicos es la
Microextraccion Liquida Dispersiva (Dispersive Liquid Microextraction, DLME).
Este método consiste en la aplicacion de un disolvente no miscible con agua
gue se pone en contacto con la muestra acuosa a través de un disolvente
dispersante soluble en ambos medios. En el caso de la especiacion de butil- y
fenilestafio tras su etilacion las especies son extraidas con CCl, a través de
etanol como agente dispersante. Con este método acoplado a cromatografia de
gases con detector fotométrico de llama (GC-FPD) se consiguen unos limites de

deteccion en el rango 0.3-1.0 ng L™ [82].

Técnicas de deteccion de los derivados de mercurio y estafio:

En general, y particularmente en muestras de aguas, el principal método utilizado
para la separacion de las especies de estafio y mercurio es la cromatografia de
gases acoplada a diferentes sistemas de deteccidn. Esta técnica de determinacion
requiere que las especies objeto de separacién sean volatiles y térmicamente
estables, por lo que tras la extraccion y preconcentracion se le debe incluir una
etapa de derivatizacion previa a la de separacion. Esta etapa se puede llevar a cabo
con un organoborato (tetraetilborato de sodio (NaBEt,) ¢ tetrapropilborato de sodio
(NaBPr,4)) [83], mediante generacion de hidruros con NaBH, en medio &cido si la
determinacién se efectla por absorcion atomica (AAS) o fluorescencia atomica
(AFS) [84, 85], o de forma alternativa en el caso de mercurio mediante SnCl, como
reductor [86, 87]. También si la extraccion se lleva a cabo con disolventes no
polares (tolueno, diclorometano) la derivatizacién se puede llevar a cabo con un

reactivo de Grignard [84].

A pesar del inconveniente de introducir una etapa de derivatizacion adicional, la

cromatografia de gases es una técnica muy flexible desde el punto de vista de la
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deteccién. En los primeros estudios de especiacion de mercurio y estafio fue
ampliamente utilizada con detectores de captura electronica (ECD), de ionizacion
de llama (FID) y de AAS [17, 56, 68, 88], aunque la baja sensibilidad de estos
detectores unida a una baja selectividad, ha favorecido su sustituciéon por una gran
variedad de detectores: detector FPD y detector FPD pulsado (PFDP) aplicados a
compuestos organoestannicos; detector AFS en el caso de mercurio; y para la
deteccién de ambos el plasma inducido por microondas (MIP-AES), la descarga
luminiscente (GD-AES), el plasma inductivamente acoplado con detector de masas
(ICP-MS) y el detector de masas (MS). Todos ellos proporcionan limites de
deteccion del orden de pg [77, 80, 83, 86, 89-93]. De entre las técnicas
mencionadas, los detectores de masas son los mas populares debido a que ofrecen

informacion estructural.

Una alternativa a la cromatografia de gases, es la cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC). Aungue esta técnica es menos sensible, es mas apropiada para las
especies polares, lo que supone una ventaja en la especiacion de mercurio y
estafio. Ademaés, la flexibilidad de la cromatografia de liquidos, con mas
mecanismos de separacion disponibles, es mayor que la de la cromatografia de
gases, lo cual permite conseguir una mejor separacion de las especies en muestras
medioambientales complejas. Sin embargo, el principal inconveniente de esta
técnica es su baja sensibilidad para la mayoria de los detectores cominmente
utilizados en HPLC (UV-VIS, fluorimétrico, etc) y su dificultad para acoplar el
efluente de la columna con los sistemas de introduccion de muestra caracteristicos
de los detectores atdmicos, los cuales proporcionan una mayor sensibilidad y
selectividad. Aunque el caso del acoplamiento HPLC-AAS / ICPMS sea sencillo, ya
gue consiste en la conexion directa de la columna con el nebulizador a través de un
tubo de teflbn, no se producen grandes mejoras en la sensibilidad,
fundamentalmente en el caso de AAS, debido a la baja eficiencia de nebulizacion
[17]. Este fenbmeno se compensa mediante la introduccion de una reaccion de
derivatizacion a la salida de la columna en linea con el detector [17, 56, 85]. Asi,
en el caso del mercurio, mediante la generacion de vapor frio se ha conseguido

acoplar el HPLC a un detector de fluorescencia atémica [17].

Quiza el sistema de deteccion mas utilizado acoplado a las separaciones con HPLC

es el ICP-MS utilizando un sistema con ionizacion directa (DIN) o un nebulizador
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hidraulico de alta presion (HPF / HHPN) [94], asi como el acoplamiento de
cromatografia liquida a un detector de masas (LC-MS) mediante ionizacidbn con
electrospray (ESI) o a un sistema de ionizaciébn quimica a presion atmosférica
(APCI) [95].

Aungue en menor extension, otra técnica de separacion utilizada en la especiacion

de mercurio y estafo es la electroforesis capilar [65].

El acoplamiento GC-ICP-MS ha sido una de las principales herramientas utilizadas
para la realizaciéon de la presente tesis doctoral ya que ha permitido la especiacién
simultdnea de estafio y mercurio en muestras de agua. Este acoplamiento no es
tan sencillo como el acoplamiento LC-ICP-MS donde, como ya fue indicado, basta
con conectar la salida de la columna al nebulizador debido a la compatibilidad de
los flujos empleados en LC con los de operacion de un nebulizador tipico. No
obstante, el acoplamiento GC-ICP-MS presenta una serie de ventajas con respecto

al acoplamiento a cromatografia liquida [96]:

1. Un 100 % de eficiencia en la introduccién de la muestra al plasma, lo que se
traduce en una mayor sensibilidad.

2. La energia del plasma se utiliza mas eficientemente en la atomizacion e
ionizacion debido a que el analito se encuentra en fase gaseosa y no es
necesario aplicar energia adicional para atomizar las moléculas del disolvente.

3. Al introducirse separados los analitos y el disolvente, no se distorsiona el
plasma ni provoca una disminucidén de la energia disponible cuando los analitos
llegan a él, lo que se encuentra directamente relacionado con la estabilidad de
la linea base y en consecuencia con los limites de deteccidn.

4. Mayor resolucién.

Menos interferencias espectrales al tratarse de un plasma seco.

6. Menos problemas relacionados con el obturamiento de conos al ser muy

pequefia la cantidad de materia que llega al plasma, y por tanto la deriva de la

sefal.
A las caracteristicas mencionadas hay que afadir la elevada sensibilidad que

presenta para numerosas especies organometalicas. Por ejemplo, los limites de

deteccion absolutos obtenidos para las especies organometélicas de estafio y
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mercurio se encuentran en el rango 0.05-0.1 pg [97] y 0.09-0.83 [98] pg,

respectivamente.

Los disefios de interfase disponibles para el acoplamiento del cromatografo de
gases al ICP-MS se diferencian en los dispositivos de calentamiento, en la
temperatura que alcanzan dichos dispositivos, en el modo del acoplamiento y en su
flexibilidad. En funcion del grado de calentamiento se pueden diferenciar tres tipos
de interfases: la interfase no calentada [99] en la que la salida de la columna se
conecta directamente a una pieza en forma de T en la que el efluente
cromatografico se mezcla con un flujo de gas portador. La principal ventaja de esta
interfase es su simplicidad de manejo, sin embargo su uso se limita a los
compuestos con un bajo punto de ebullicibn (< 200 ©C). Para evitar la
condensacion de compuestos menos volatiles se utilizan interfases parcialmente
calentadas [89, 97], aunque este tipo de interfases tampoco se pueden acoplar a
compuestos con un elevado punto de ebullicion. Por dltimo, el tercer tipo de
interfase es aquella en la que la columna capilar se encuentra lo mas cerca posible
del plasma y estd completamente calentada [100, 101]. En este caso se utiliza una
linea de transferencia de 1m que aloja a la columna capilar, el gas de arrastre se
calienta haciéndolo pasar a través de un tubo que se encuentra en el interior del
horno del cromatografo y circula en el espacio comprendido entre la columna
capilar y el tubo que la conduce al ICP-MS. Este tipo de interfase permite trabajar

incluso a 325 ©C por lo que aumenta su aplicabilidad.

En el presente trabajo se ha utilizado una interfase parcialmente calentada
desarrollada por M. Montes y col. en la Universidad de Oviedo [96]. La Figura 1
muestra el disefio de la interfase que consiste en un tubo metalico hueco donde se
introduce el final de la columna cromatografica capilar. Dicho tubo atraviesa
longitudinalmente un blogque metélico externo calentado eléctricamente y que
posee un sensor de temperatura. El tubo metélico est4d conectado en su parte
superior a una pieza en forma de T que permite la introduccién de un flujo
envolvente de gas auxiliar. La salida superior de la pieza se conecta a la antorcha
del ICP-MS mediante un tubo flexible de PFA que se introduce parcialmente dentro

del canal central de la antorcha.
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ICP-MS

Ar de arrastre

Calentador

Sensor de T

Horno GC

Columna

Figura 1 /nterfase GC-ICP-MS desarrollada por M. Montes y col. [96]

En las 7ablas 6, 7 y 8 se recogen los métodos mas utilizados en la especiacion de

mercurio, estafio y de ambos en muestras de agua.
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Tabla 6 Métodos utilizados para la especiacion de mercurio en muestras de agua

Afio Muestra Ubicacion Especies Tratamiento Derivatizacion Analisis L?}é::'?) Concez;rf_cl:lones, Cita
I 0.018 (agua
Agua H,SO, 8M, destilacion N ]
. EEUU + O Etilacion: CT-GC- continental), 5.14-
1993 | continental, (Seattle) MeHg a 154°C, corriente de NaBEt, Pyro-AFS 0.006 24.07 (lago), 0.002 [102]
lago y mar N, y trampa
(mar)
~ Oxidacion L
1995- Agua Espafia 2+ Reduccion: 1 1
1997 | continental  (Almadén) Hg (H2S04/KMnO,/HNO3/ SnCl,-HCl CV-AAS  0.11 pgL <0.11-20 pgL [103]
K2S,0s)
Derivatizacion directa,
) purga con He y L i ot
11%%67 Estuario Francia Hg®*, MeHg" trampa de Eli:f;;n' CT-AAS 0.1 00'177{02'2%4(&4& )+’) [104]
Chromosorb con 10% 4 I 9
SP-2100
s
1999  continental Egipto Hg®* : o L - CV-AAS - - [99]
inmovilizado. Elucion
y mar
agua
SPE C18 con
~ dietilditiocarbamato o4 o4
Agua Espafia 24 L] " . 5.2 (Hg™), 120-130 (Hg™),
2000 > . Hg“", MeHg" | inmovilizado. Elucién - LC-ICP-MS o + [62]
continental | (Asturias) tiourea 5% en HCl 5.6 (MeHg") <5.6 (MeHg")
0.5%
Cronopoten
2000 Agua mar Francia Hg?* - - ciometria 5 13 [105]
de barrido
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Tabla 6 Continuacion

Concentraciones,

Afio Muestra Ubicacion Especies Tratamiento Derivatizacion = Analisis LD (Hg), ngL™ ngL™ Cita
24 . SPE C18 con ditizona 0.14 ugL™ (Hg*",
2000 AS?;‘; {,‘Z;Zr - Hg P’hme'j'g * inmovilizada. Elucién - LC-UV  MeHg"), 0.16 pgL™ - [63]
9 MeOH (PhHg™)
SPE gel de silice con
2- ., 2+ 2+
Agua . 2+ + - Reduccion: UV-CV- 0.07 (Hg*™), 0.05 | 4-12 (Hg™), 0.2
2001 ; Iran Hg“", MeHg" | mercaptobenzimidazol i + i [106]
continental  Elucién KCN 0.05 M y SnCl,-HClI AFS (MeHg™) (MeHg™)
HCl 2 M
SPE 6-
Agua : 2+ mercaptopurina. i 1 i 1
2001 continental India Hg Elucién tiourea 10% AAS 0.02 hgl 252-460 pgl [64]
en HCIO, 0.1 M
Digestion(H,SO4/KMn
Agua mar ) 2+ + | 04/NaOH,HCI/EDTA), Etilacion: CT-GC- | 0.06 (Hg*"), 0.006 i
2002 enriquecida Hg™, MeHg LLE (ditizona — NaBEt, Pyro-AFS (MeHg™") [571
tolueno, Na,S)
conﬁ?]:ital SPE Muromac A-1.
2003 mar ' Japon Hg?* Elucion HNO3 3M:HCI - ICP-AES 0.02 pgL™ - [107]
. . 3M (3:1)
enriquecidas
SPE 1,2-bis(o-
Agua . P + | aminofeniltio)etano. a 102.4-268.9 ugL™*
2003 ontinental India Hg™, MeHg™ ¢ cion HCl 1M-tiourea i CV-AAS 0.09 HgL (Hg*), [65]
10%
Agua 24
. 2+ + G 200-100 (Hg™™), 4-
2004 continental, ) Hg™", Me+Hg , Na_I?DC, SPE CBO: Propilacion: GC-MS 1-15 60 (MeHg™), 4-70  [108]
mar y EtHg Elucion acetato etilo NaBPr, 4
residual (EtHg")
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Tabla 6 Continuacion

Concentraciones

Afio Muestra Ubicacion Especies Tratamiento Derivatizacion = Analisis LD (Hg) e Cita
Derivatizacion 0.7 ogg™ 0.83-8.96 pgg™
. o i _ 0 2+ ~
2004 Hielo Antértida | Hg?*, MeHg = directay HS-SPME  Etilacion:  ICP-TOF- ) ovy - 057 (HG™), 0.12 [109]
fibra Carboxeno- NaBEt, MS +'(MeHg") 0.36 pgg
PDMS a 25 °C P99 9 (MeHg ")
Derivatizacion . 2 ngLt (Hg*"), 24
2005 | Aguamar Arabia Saudi Hg?*, MeHg® directa y HS-SPME F?\I”;'gg'ﬁ”' GC-MS 0.8 gLt <5I-%:{O(I$/|He?-| )+) [110]
fibra PDMS a 40 ©C 4 (MeHg™) : 9
Agua Espafia ot N o 4 0'2906'11'2
2006 continental  (Almadén) Hg™", MeHg Oxidacion (KMnO,) nd CV-AAS 0.5 ngL (Hg™™"), 0.04-30 [111]
(MeHg")
SPE alga Chlorella Generacion
] - +  wulgarisen gel de . _ i 1 pgl™ (Hg*), 4 .
2006 Agua mar Hg=", MeHg silice. Elucion HCI hidruros: CV-AAS ugl? (MeHg") [112]
NaBH,4
1.5M
11 pgl™* (Hg™),
Agua 24 N - 23 ugl™?
. Hg=", MeHg", | Medida directa tras pLC- + .
2006 | subterranea - - N . 9 - _(MeHg"), 8 pgL - [113]
y mar EtHg",PhHg filtracion ICPMS- 1 (EtHg"), 32
(PhHg") gL~
0.28ngL™
(Hg*), 0.59
Agua Replblica  Hg®*, MeHg", | SPE columna C18. ngL* (MeHg"), 24
2007 ontinental Checa EtHg", PhHg" Elucién MeOH i LEMS 948 ugl™? 50-68 (Hg™) [114]
(EtHg"),  0.44

(PhHg") pgL™
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Tabla 7 Métodos utilizados para la especiacion de derivados butilados de estafio en muestras de agua

Concentraciones,

Afio Muestra Ubicacion Especies Tratamiento Derivatizacién | Analisis | LD (Sn), ngL™ ngL™ Cita
4.6 (TBT), 5.3
Espafia TBT, DBT, LLE:HBr/0.07 % Penti!acién: (DBT, MBT),| <4.6-101 (TBT),
1993 | Agua puerto (Huelva) MBT, MPhT, tropolona en Reactivos de GC-FPD |12 (DPHT, <5.3-38 (DBT) [115]
DPhT, TPhT pentano Grignard MPhHT), <12-51 (MBT)
(TPhT)
Derivatizacion
Agua directa,
199g. | continental, : TBT,DBT,MBT, | extraccion en Etilacién: > (BTs), 1| —2:70(TBT), <2-
1999 lago, Grecia TPhT hexano y re- NaBEt GC-MS (TPhT) 159 (DBT), <2-19 [116]
residual y > 4 (MBT), <1 (TPhT)
mar extraccion en
isooctano
3.14  (TBT)
continental Portugal MBT, MPhT, | SPE OASIS HLB. ) GC-FPD ) <3.03-30 (DBT) [28]
2000 y mar DPhT, TPhT NaBEL, 21.67 (MPhT) | _3'35 56 (MBT)
: 20.75 (DPhT) '
22.03 (TPhT)
SPE estireno- Etilacion: 2.9-27.2 (TBT)
2000 Agua mar Noruega | TBT, DBT, MBT | divinilbenceno. NaBEt ) GC-AED |0.5 0.9-6.1 (DBT) [117]
Elucién CH,Cl, 4 0.4-5.3 (MBT)
Agua . TBT,DBT,MBT, Deréviféftif'on Etilacion: 8i1a35 ((SER 1.3 (TBT), 0.7 [118]
2000 residual Francia TPhT extraccion en NaBEt, GC-PFPD 0.24  (MBT), (DBg)é 31'_%r(]¥BT)’
isooctano 0.19 (TPhT) 6 ( )
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Tabla 7 Continuacion

LD (Sn),

Concentraciones,

Afo Muestra Ubicacién Especies Tratamiento Derivatizacion | Analisis ngL'l ngL'l Cita
-1
Derivatizacién ?1'_?31_) “gll'z
directa y HS-SPME Etilacion: a1 )
2000 Agua - TBT, DBT, MBT o NaBEL, GC-FID gL (DBT), - [118]
o 1.0 pgl
(MBT)
SPE Lichrolut PR- | Pentilacion:

2001- Agua mary ., s, . ) 7.2 (TBT) 229.4 (TBT)

2004 puerto Taiwan TBT, TPhT 18. Elu-cn-)n Reaqtlvos de GC-MS 18.2 (TPhT) <18.2 (TPhT) [119]
acetonitrilo Grignard
Agua TBT,DBT,MBT, Derivatizacién Etilacion: SOléTlB(Béif (SDE)BI 4

2001 continental Francia MPhIF,)rI]DTPhT, directa NaBEt, GC-FPD 10.2-0.5 (MPhT), 15 (DPhT), [120]

2.5 (TPhT)

LLE con HCI1 M S 0.3-30.4 (TBT), 3.0-

2001 = Agua mar India TBT, DBT, MBT | en MeOH y 0.1 % Eﬁ:z";'Eot”' Gchgp 0'0619 085 | "26.8 (DBT), 0.64- [121]

tropolona 4 P9 4.97 (MBT)

~ ] Dilucion isotdpica S ~n. 0.04 (TBT), 6-80 (TBT), 05-17
2002 = Agua mar ESPE"G”i?‘égah'a TBT, DBT, MBT | TBT,DBT, MBT Eﬁ:z";'Eot”' :%'Pi%s 0.09 (DBT),  (DBT), 0.5-8.5 [122]
. enriquecido °Sn 4 0.27 (MBT) (MBT)
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Tabla 7 Continuacion

Afio Muestra Ubicacion Especies Tratamiento Derivatizacién = Andlisis L'?]g(f’}) Concentraciones, ngL™ Cita
SPE C18. Elucién
Espafia (Costa TFA 0.02% en ) LC-ES- |16 (TBT), 8
2002  Agua puerto Catalana) TBT, TPhT acetonitrilo-agua M (TPAT) 98 (TBT), <8 (TPhT) [123]
(50:50)
Lago de agua Italia ) i M2 <LD-139 (TBT), 10-586
2003 salada (Venecia) TBT, DBT GC-MS 5 (DBT) [124]
Derivatizacion
~ directa, purga con S ~e. 11 (TBT),
2004 | Agua puerto (iﬂsﬁi?:) TBT, DBT, MBT | He y trampa de Eﬂfg';” PL”GPC 18 (DBT), 0.05-0.5 pgL™ [125]
tenax, gel de silice . 4 16 (MBT)
y Cactivo
Agua 1.5  pgl' < 1.5-11.5 pgL* (TBT),
. e TBT, DBT, MBT, SLMP rellena de Etilacion ) (TBT) 4.8-23 ygL* (DBT), 2.8-
2004 Cont';Z?ta' y = Sudafrica TPhT isooctano NaBet, | OCFP 05 gLt 14.3 pglt (MBT), <0.5- 126
(TPhT) 6.9 pgL™ (TPhT)
. — 12
Espaia MIP. Elucion HCI Etilacion
2005 Agua puerto (Cadiz) TBT, DBT, MBT 0.3 M en MeOH ‘NaBEt, GC-FPD (B1_'I_I§T,DBT,M - [78]
~ Dilucion isotdpica D 0.27 (TBT),
2007 | Agua estuario (iiﬁﬁgg) TBT, DBT, MBT | TBT,DBT, MBT Eﬂfg';” Fclpiis 0.09 (DBT), (238%2 c()TE))éO(}\;BZT')S [127]
enriquecido *°Sn : 4 0.04 (MBT) e
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Tabla 8 Métodos utilizados para la especiacion simultanea de mercurio y derivados butilados de estafio en muestras de agua

Afo Muestra Ubicacién Especies Tratamiento Derivatizacion | Analisis LD (r?g;]Lll-' 9), Conce?qtéiilones Cita
Derivatizacion 0.4-0.6
S TBT, DBT, MBT, . Etilacion: GC-MIP- | (TBT,DBT,MB
2002 Sintética - Hg?*, MeHg", ?ig;a:ta y HS-SPME NaBEt, AES T), 1.1-0.8 - [128]
(Hg*", MeHg")
Derivatizacién 1.4-16.8 50-110
Espafia (Bahia TBT, DBT, MBT,  directay HS-SPME = Etilacion: _ (TBT,DBT,MB | (TBT,DBT,MBT),
2004 Agua mar Gijon)  Hg®*, MeHg", fibra NaBEt, C“MS 1) 2331  210-35 (Hg*, [91]
DVD/CAR/PDMS (Hg**, MeHg")  MeHg™)
1.3-2.6 pgL™
Agua MPhT, TPhT, Derivatizacion Etilacion: 6M3PghT’ E’_IthT),
2004 | continental y Canada Hg?", MeHg", directa y HS-SPME Nagph, | CC-Ms 1.3 ugl™? (H 2+”9MeH N [129]
lago DMeHg*, PhHg*  fibra PDMS 4 g . Meng.
DmeHg",
PhHg™)
NaDDC, SPE 0.8-1 <LD
Agua mar y TB;’ DBT, MBT’ columna Cgo. Propilacion: (TBT,DBT MB (TBT,DBT,MBT),
2005 residual i Hg™, MeHg", Elucion acetato NaBPr GCMS 1), 1.5-1.2 180-4 (Hg** [130]
EtHg” ‘ (Hg>", MeHg", g

etilo

EtHg")

MeHg", EtHg")
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I11.1. Introduccioén a las técnicas de toma de muestra

El aseguramiento de la calidad de un ecosistema acuatico lleva asociado un gran
namero de problemas debido a la complejidad del propio sistema derivada de su
naturaleza dinamica. Este hecho dificulta la toma de muestras, lo que constituye una
de las etapas méas importantes del proceso analitico. Cualquier error cometido en este
paso no puede ser corregido a posteriori, por lo que tras definir el problema analitico
de interés, se debe establecer la estrategia de muestreo mas adecuada en funcion de
la informacion deseada y de los medios de andlisis disponibles en el laboratorio. Hasta
el momento, la mayor parte de los esfuerzos para el aseguramiento de la calidad
dentro de la monitorizacién medioambiental se han centrado en la manipulacién de las

muestras dentro del laboratorio, dejando la toma de muestra en segundo plano [1, 2].

En términos generales, y aunque no deberian considerarse de forma independiente
sino complementaria, se pueden diferenciar tres grupos de metodologias aplicadas a la
monitorizacion acuatica: el muestreo por puntos, el muestreo biolégico y el muestreo

pasivo.
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11.2. Muestreo por puntos

El muestreo directo o0 muestreo por puntos es la técnica mas utilizada en
monitorizacion acuatica. Consiste en la toma de muestras representativas, con una
frecuencia establecida y en puntos especificos donde, por las actividades que se
desempefian, se puede intuir la presencia de las especies que se desean monitorizar.
Una vez llevado a cabo, las muestras son transportadas al laboratorio para su analisis.
Operando de esta forma, se obtienen de forma precisa los niveles de los compuestos
de interés en un punto y un tiempo determinado [3]. Esta es la metodologia
recomendada y validada en la mayoria de directivas, hormas y procedimientos para el
andlisis, y se aplica de manera rutinaria en la mayoria de laboratorios
medioambientales. Sin embargo, el muestreo por puntos es caro, requiere mucho
tiempo y presenta un gran nimero de desventajas en aquellas situaciones en las que
se producen grandes variaciones espaciales y temporales en los niveles de la/s
especie/s de interés [4]. Por ejemplo, los niveles de diversos metales (Cr, Cd, Zn y Sn)
presentes en el rio Mass (Holanda) monitorizados de forma continua en la localidad de
Eijsden [5] muestran una variacion temporal de varios 6rdenes de magnitud (<l.d.
hasta 19.73 ug L™ para Cr). A pesar de los inconvenientes, esta técnica es adecuada
para muestreo en condiciones estéaticas, como las existentes en lagos, en las que la

concentracion de una especie apenas varia con el tiempo.

Para minimizar los errores asociados a la variabilidad temporal y a la frecuencia de
toma de muestra, se han desarrollado estaciones automaticas de muestreo en las que
se recoge un volumen de muestra determinado con una frecuencia establecida. Tras
un tiempo de funcionamiento fijado por el usuario, se obtiene una muestra compuesta
cuyo analisis refleja la concentracion media durante el periodo de muestreo. La
aplicacion de este tipo de sistemas tiene particular interés en aquellas localizaciones en
las que se producen episodios intermitentes de contaminacion causantes de
importantes dafios ecoldgicos y/o econémicos como por ejemplo puntos de descarga
de efluentes industriales o agricolas, plantas de tratamiento de residuos o aguas, O
bien para la monitorizacién de agua de lluvia [6, 7]. Sin embargo, el uso de estaciones
de muestreo favorece la pérdida de los compuestos mas hidrofébicos que se
encuentran en muy baja concentraciéon en el medio acuoso debido a la ausencia de un

medio colector que favorezca su estabilizacion y preconcentracion [4], utilizan una
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instrumentacion cara que requiere conexion eléctrica, asi como una localizacion

segura, lo cual no favorece su uso en andlisis de rutina.

Un problema afiadido en el muestreo por puntos es que se favorecen transformaciones
de la especies durante el transporte y almacenamiento de las muestras [8] a pesar del
uso de aditivos para el mantenimiento de la integridad de las especies. Ademas, en la
mayoria de los casos las especies de interés se encuentran en el medio acuatico en tan
baja concentracién, que hacen necesario el procesamiento de grandes voliimenes de
muestra para poder efectuar el analisis junto a una etapa de preconcentracién previa.
Esta baja concentracion puede disminuir durante el almacenamiento de la muestra
debido a la absorcion de los mismos en la materia en suspension o materia organica
disuelta presente en el agua, o incluso en las propias paredes del contenedor. Para
evitar pérdidas se deben seleccionar unas condiciones de almacenamiento adecuadas
en cuanto a la naturaleza del recipiente, temperatura, luz, tiempo, necesidad de

adicionar conservantes en funcion del andlisis que se vaya a realizar, etc.

A pesar de estas desventajas, los programas de muestreo por puntos son aln
extensamente aplicados en los focos de descarga de contaminantes al agua asi como
en el muestreo de agua de lluvia. Esta es la estrategia que mas se utiliza actualmente
en el muestreo de mercurio y compuestos organoestannicos en aguas. El tipo de
contenedor, la temperatura y la ausencia de luz son parametros de gran importancia
para la preservacion de especies [9-11]. También se recomienda el uso de resinas que

permiten la preconcentracion y almacenamiento [12-14].
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11.3. Muestreo bioldgico

Todos los organismos viven en equilibrio con el medio que les rodea, por ello, la
relacion existente entre las condiciones ambientales y el estado de las especies que
habitan en ese medio permite monitorizar la calidad quimica y biolégica del mismo. La
fauna acuatica constituye un depdsito para los contaminantes vertidos al medio, lo que
permite determinar la fraccion biodisponible de un contaminante a lo largo del tiempo.
Por lo general, los organismos vivos son utilizados como bioindicadores o bien como

biomonitores [15].

Existen tres tipos de bioindicadores: de exposicion para la deteccion de una sustancia
exdgena y/o sus metabolitos, de efecto con el que se miden los efectos bioquimicos,
fisiolégicos o alteraciones relacionadas con la interaccién con una sustancia exégena y
de susceptibilidad que indican la capacidad inherente o adquirida por un organismo
para responder a una sustancia especifica. Asi por ejemplo, la contaminacién por
metales pesados en el medio acuético se refleja a nivel celular mediante la sintesis de
proteinas de estrés térmico HSP (Heat Shock Proteins) [16], la induccion de
metalotioneinas [17] como mecanismo de proteccion celular y mediante el estudio de
cambios en el tamafio y nimero de lisosomas debido a la acumulacién de xenobiéticos
[18]. En el caso de compuestos organoestannicos, un claro ejemplo de bioindicador de
efecto es la aparicién de alteraciones genitales en gasterépodos y malformaciones en
las conchas de determinados moluscos [19]. Con frecuencia se emplea el organismo
completo para detectar la presencia de contaminantes en el medio. En este caso la
biomonitorizacion estd basada en la cuantificacion de las especies acumuladas debido a

un proceso de particion entre el medio que le rodea y su tejido lipidico.

Existen dos tipos de estrategias de muestreo biologico: activa y pasiva. La primera
consiste en seleccionar las especies adecuadas para el muestreo en un punto y
trasladarlas al area que se quiere monitorizar y la segunda consiste en recoger a las

especies en su habitat natural [20].

La principal ventaja del muestreo biolégico frente al muestreo por puntos es que se
favorece la determinacibn de contaminantes que se encuentran en muy baja
concentracion, la monitorizacién es continua y efectiva durante el tiempo de exposicion

del organismo, por lo que la informacidon que proporciona no estd basada en una
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medida puntual, y ademds, es un proceso barato y capaz de preservar la naturaleza de
los analitos durante el transporte de la muestra. Sin embargo, el uso de organismos
presenta una serie de inconvenientes: las especies seleccionadas para el muestreo
pueden sobrevivir solo en su habitat; muchos compuestos no pueden monitorizarse
debido a que son metabolizados y la bioacumulacion varia entre individuos de una
misma especie ya que se ve afectada por el tamafo, edad, sexo, porcentaje de grasa,
etc. Hay que resaltar que la extension en que se produce la acumulacion de una
especie depende de sus propiedades fisico-quimicas, por lo que cuanto mas lipofilica

sea, en mayor extension y velocidad son retenidas en los tejidos grasos.

Entre los organismos mas utilizados en la biomonitorizacién del mercurio presente en
aguas se encuentran pescados de gran tamafio como el atin, pez espada, cazén y
trucha debido a que la bioacumulacién de mercurio y sus especies es mayor en las
especies gue ocupan una posicion mas alta en la cadena trofica [21]. También se
utiliza el mejillén debido a su amplia distribucion geografica y a su alta capacidad para
acumular metales [22]. Desde los afios 50 numerosas aves marinas han sido utilizadas
para la monitorizacién de los niveles de mercurio en el medio acuéatico. Los huevos,
plumas, sangre y tejido blando de garzas y gaviotas son cominmente empleados con
estos fines [23]. Se ha propuesto el uso de mamiferos insectivoros como la musarafia
para la monitorizacién metalica ya que la amplia distribucién de estos roedores en el
sur-este europeo, junto a su posicion en la cadena, sus caracteristicas metabdlicas y
necesidades alimenticias permiten una mayor acumulacién de contaminantes metalicos
gue en otros mamiferos méas pequefios [24]. Concretamente ha sido aplicada en el

estudio de mercurio, plomo y cadmio en el Delta del Ebro [25].

Los organismos comunmente utilizados en la biomonitorizacién de derivados butilados
de estafio son gaster6podos, principalmente caracoles marinos, junto a mejillén y
ostras, debido a sus efectos fisiolégicos. En el caso de algunos caracoles marinos, el
TBT alcanza niveles 1000 veces superiores a los que existen en el medio circundante
[26]. Aunque el efecto de los compuestos organoestannicos es ampliamente conocido
en estos organismos, existen pocos estudios sobre la acumulacion y las implicaciones
ecotoxicoldgicas a lo largo de la cadena alimenticia [27]. Investigaciones realizadas en
areas costeras con gran actividad industrial y naval han demostrado la presencia de
niveles de derivados butilados de estafio superiores a 5000 ng g* en cetaceos que se

alimentan de peces [28]. La presencia de compuestos organoestannicos se ha
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determinado en anguilas [29], marsopa, platija, bacalao, arenque [30], delfin y atun
[31]. Aves acuédticas como el cormoran, pato, gaviotas e incluso cisnes [30] también
han sido empleadas como bioindicadores para la monitorizacion de compuestos
organoestannicos. Estos compuestos tienden a acumularse principalmente en higado y
rifidn, mientras que aparecen en menor nivel en el tejido lipidico. Este hecho parece
indicar que existe una mayor afinidad por las proteinas que por las grasas [28], y por
tanto un comportamiento y distribucion anéloga a los derivados organicos de mercurio.
La informacion en relacién a la presencia de derivados fenilados de estafio en niveles
superiores de la cadena tréfica es aun mas escasa, aunque en estudios realizados en el
mar Baltico se han detectado estos compuestos en algunos peces [32] y marsopas
[33].
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11.4. Muestreo pasivo

Los sistemas de muestreo pasivo han sido desarrollados en un intento de proporcionar
una técnica capaz de monitorizar de forma continua los niveles de determinados
contaminantes en el agua, evitando los inconvenientes derivados del uso de
organismos vivos y de las técnicas de muestreo por puntos. El muestreo pasivo
aplicado a aguas presenta una historia més corta que la del muestreo atmosférico,
donde este tipo de metodologia se aplica desde 1970 para la medida de la calidad del
aire en zonas industriales. En ambos casos el principio por el que se rigen es el mismo:
el flujo de moléculas desde el medio que se desea muestrear hacia un medio colector
como resultado de un gradiente de concentracion entre ambos [34]. El flujo se
mantiene hasta que se alcanza el equilibrio o bien hasta que la sesi6bn de muestreo es
finalizada por el usuario. Las especies que se desean monitorizar, quedan atrapadas o
retenidas dentro del medio colector o fase aceptora, y son posteriormente desorbidas y
analizadas. Este tipo de dispositivos permiten una monitorizacion continua del medio

circundante incluso si éstas se encuentran a nivel de trazas o ultratrazas.

Dependiendo del disefio del muestreador, la masa acumulada puede reflejar la
concentracién de una especie en equilibrio con el muestreador o bien la concentracion

promedio de dicha especie durante el periodo de muestreo.

11.4.1. Muestreadores pasivos para aire

El muestreo pasivo fue utilizado por primera vez en 1927 para la determinacion
semicuantitativa de CO [35], pero no fue hasta 1973 cuando se introdujeron
muestreadores capaces de determinar NO, [36] y SO, [37] cuantitativamente en aire.
Desde entonces se han publicado un gran nimero de articulos relacionados con el
desarrollo de muestreadores pasivos para la monitorizacion atmosférica. De forma
general, e independientemente de que estén basados en mecanismos de difusion o de
permeacion, estos muestreadores se clasifican en dos grupos segun su disefio: En
forma de tubo o en forma de caja o disco [34]. El mecanismo de muestreo es similar
para ambos tipos de muestreadores: una vez expuestos al medio de muestreo, los

analitos alcanzan el medio colector bien por difusién a través de una capa de aire
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estatica contenida en el muestreador, cuyo volumen se encuentra bien definido, o

mediante permeacion a través de una membrana porosa.

En general, los muestreadores basados en difusion presentan un disefio en forma de
tubo, en el que la fase aceptora se encuentra en el interior de un tubo o capilar
inertes. El espacio disponible entre el extremo del tubo y la fase aceptora presenta una
longitud fija (L) y es lo que se llena del medio muestreado. L es la distancia que debe
recorrer el analito a muestrear para alcanzar la fase aceptora lo que define la velocidad
de muestreo [38]. En el caso de los muestreadores en forma de caja o disco se
obtienen mayores velocidades de muestreo ya que poseen una superficie de contacto
mayor y una distancia de difusién mas pequefia. En general estos muestreadores estan
basados en mecanismos de permeacién, aunque también se han desarrollado
muestreadores de difusion en los que se introduce una membrana microporosa para
separar el medio colector del aire circundante. La Figura 2 muestra de forma

esquematica ambos tipos de muestreadores.
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Figura 2 Esquema de un muestreador de difusion en forma de tubo (a) y de un

muestreador basado en permeacion en forma de disco (b)

La 7abla 9 resume las caracteristicas de los muestreadores de aire comerciales que

presentan un mayor nimero de aplicaciones practicas .
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Tabla 9 Resumen de los muestreadores disponibles para la monitorizacion de aire

Extraccion de las

Nombre Descripcion Analitos ) Tipo aire monitorizado Ref.
especies
Tubo de polietileno
con una disolucion de o Analisis directo de la _
PIMS 5 Hg _ _ Ambiental [39]

HNO3 10% y Au**(1 disolucién de Au®**
ppm)
Cilindro poroso con BTX, VOCs, aldehidos, Ambiental, laboral,

Radiello un cartucho gases anestésicos, NO,, Desorcion térmica exposicion personal, aire de [40]
absorbente SO,, O3, HF, HCI interior
Cilindro de vidrio con VOCs, NO, y Extraccién con Exposicion personal, aire de

Analyst _ _ _ _ _ _ [41-43]
carbono activo semivolatiles disolventes interior
Tubo abierto y relleno Extraccién con Ambiental y exposicion

ORSA-5 VOCs [44]

de carbono activo

disolventes

personal
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Tabla 9 Continuacion

o ) Extraccion de las Tipo aire
Nombre Descripcion Analitos ) o Ref.
especies monitorizado
Membrana permeable L Industrial, ambiental y
OwVM _ VOCs Desorcion térmica _ o [44]
con carbono activo aire de interior
Tubo vidrio con capa y _ _
o PCBs, PDBE,OCP y Extraccion con Ambiental y aire de
polimérica de acetato _ o [45, 46]
PUF/POG _ o POPs disolventes interior
de etileno y vinilo
Polipropileno rigido
con un papel Aminas y Extraccion con ) o
UMEX Aire de interior [47]

impregnado con

medio especifico

formaldehido disolventes
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11.4.2. Dispositivos de muestreo pasivo acudtico

Aunque presentan una historia mas corta que en el caso de la monitorizacién
atmosférica, el numero de publicaciones relacionadas con el desarrollo de
muestreadores pasivos acuaticos ha aumentado entre un 30-40 % desde las dos
primeras publicadas en 1987 [48], lo cual demuestra la progresiva incorporacion de
esta metodologia dentro de las técnicas de muestreo convencionales. Los primeros
dispositivos tenian como objeto la monitorizacion de compuestos inorgénicos disueltos
presentes en aguas superficiales y en la interfase sedimento agua [49-52].
Posteriormente, Sodergren desarroll6 un dispositivo para la monitorizacion de
compuestos organicos apolares en aguas haciendo uso de una membrana de dialisis
hidrofilica rellena de hexano [48]. Este sistema, que mimetiza el proceso de
bioacumulacién de compuestos organicos apolares, constituyé la base para otros
nuevos dispositivos, dando lugar a un mayor desarrollo y consolidacion del muestreo
pasivo para polutantes de naturaleza orgéanica frente a las especies inorganicas. En los
siguientes apartados se describen los principales muestreadores pasivos aplicados con
fines cuantitativos en monitorizacion acuatica para especies organicas e inorganicas
separadamente. Las 7ablas 10 y 11 resumen los nombres, caracteristicas vy
aplicaciones de los dispositivos disponibles para compuestos organicos e inorgéanicos

respectivamente.

11.4.2.1. Muestredores pasivos para compuestos organicos

Tubos de didlisis rellenos de disolvente: Tal como fue mencionado, en 1987
Sddergren desarroll6 el primer muestreador aplicado a la monitorizacion acuética [48].
El dispositivo consistente en un tubo de diélisis en cuyo interior se depositan 3 mL de
hexano, permitia la acumulacion de aquellas especies con un tamafio inferior a 1000
Da imitando asi los procesos de difusion a través de la membrana celular en
organismos acuaticos. Este sistema, a pesar de su sencillez y bajo coste, presenta una
aplicabilidad limitada debido a la naturaleza hidrofilica de su membrana, la cual impide
la difusion de compuestos muy hidrofébicos como algunos PCBs, mientras que permite
el muestreo de otras especies menos apolares como el hexaclorociclohexano y

ciclofenoles [53]. Aungque no es muy utilizado en la actualidad, es digno de mencion
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debido a que constituyd6 un modelo para las siguientes generaciones de

muestreadores.

Membranas semipermeables (Semipermeable Membrane Devices, SPMDs): Este
muestreador fue desarrollado por Huckins y col. y consiste en un tubo de polietileno de
baja densidad relleno con aproximadamente 1 mL de trioleina. La barrera de difusion
estd constituida por un material de naturaleza hidrofobica, no poroso y que presenta
unas cavidades con un tamafio de aproximadamente 1 nm. Estas caracteristicas
permiten una exclusién por tamafios ya que impide la acumulacién de moléculas de
gran tamafo asi como de aquellas adsorbidas en coloides y &cidos hdmicos. Tampoco
son susceptibles de acumulacion compuestos iénicos o metales, por lo que solo
difundira la fraccion disuelta de polutantes de naturaleza hidrofébica. La trioleina
presenta una gran afinidad por aquellas especies con una constante de particion
octanol-agua Log Kow > 3 [49]. La primera publicacién al respecto aparecio en 1990,
desde entonces se han publicado mas de 200 estudios lo que certifica el alto grado de
consolidacion del SPMD como el muestreador para sustancias organicas. Desde el 2002
se encuentra disponible una guia que detalla el manejo y aplicacion del muestreador

[54]. La Figura 3 muestra el dispositivo de forma esquemaética.

Muelle
Polietileno
Clavii relleno
avija trioleina

Figura 3 Esquema del muestreador SPMD
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Debido a que estos dispositivos mimetizan el proceso de bioacumulacién, Fglsvik y col.
[55, 56] evaluaron el uso del SPMD para la monitorizacibn de compuestos
organoestannicos. Los muestreadores fueron expuestos junto a mejillones de 4 a 12
semanas en diversos puntos de la costa de Noruega y se tomaron muestras de agua
para comparar los resultados. Los compuestos organoestannicos acumulados fueron
extraidos con ciclohexano-diclorometano y determinados mediante GC-AES tras su
derivatizacion con NaBEt,. Los resultados muestran una acumulacion eficiente para
TBT y DBT, mientras que MBT no se acumula. Para los dos compuestos muestreados
se observa una buena correlacion entre los niveles encontrados en el SPMD y en las
muestras de mejillén y en las de agua. El muestreador permite el andlisis cualitativo de
TBT y DBT pudiendo establecer si existen gradientes de concentracion en &reas

préximas.

Dispositivo para el muestreo integrado de compuestos organicos polares (Polar
Organic Chemical Integrative Sampler , POCIS): Como su nombre indica, este
muestreador se aplica a la monitorizacion de contaminantes de naturaleza hidrofilica
como pesticidas, drogas, esteroides, hormonas, antibidticos, etc. por lo que ofrece
informacion de la fraccién disuelta, y por tanto biolégicamente disponible de estos
compuestos. Este dispositivo desarrollado por D. A. Alvarez [57, 58], consiste en una
fase aceptora solida dispuesta entre dos membranas de difusion de poliétersulfona. La
naturaleza del material colector varia en funcion de las propiedades fisicoquimicas del
compuesto o grupo de compuestos que se deseen monitorizar, siendo dos las
configuraciones mas utilizadas hasta el momento:

¢ Una configuracion genérica que contiene la mezcla de tres adsorbentes en fase
s@lida (Isolute ENV + poliestetirenodivinilbenceno + Ambersorb 1500) y se
aplica para la monitorizaciébn de pesticidas, hormonas sintéticas y otros
compuestos organicos solubles en agua.

e La configuracion aplicada a farmacos que contiene un Gnico material
adsorbente (Oasis HLB).

La Figura 4 muestra el dispositivo de forma esquem@tica.
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Membranas
polietersulfona Fase aceptora

Figura 4 Esquema del muestreador POCIS

La aplicacion de este muestreador permitié la deteccion de 29 de los 46 pesticidas
habitualmente monitorizados en Dinamarca [59] y la identificacion de atrazina,
hidroxiatracina y cafeina en el rio Missouri [60]. Adem4s, también ha sido aplicado
recientemente para la monitorizacién de disruptores endocrinos en el rio Ouse (UK)

[61] y en aguas préximas a la costa griega [62].

Microextraccion en fase solida (Solid Phase Microextraction, SPME): Esta
metodologia fue desarrollada por Pawlisyn y col. [63] como alternativa a los métodos
de extraccion liquido-liquido y en fase solida. EI medio colector consiste en una capa
fina de un polimero depositada sobre una fibra de silice. El equilibrio se alcanza tras un
tiempo de exposicion de la fibra, que varia desde unos minutos a media hora en
funcion del compuesto, tras el cual las especies retenidas son desorbidas térmicamente
en el propio inyector del cromatografo de gases en el que se va a llevar a cabo la

determinacion. La Figura 5 muestra el dispositivo de forma esquemaética.
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Fibra SPME Aguja
acero

Analito

Distancia
difusion Tubo acero

inoxidable

Figura 5 Esquema muestreador SPME

El muestreo se puede llevar a cabo de dos formas, directo mediante inmersién de la
fibra en el medio, o bien indirecto en el que la fibra se expone en el espacio de cabeza
del recipiente cerrado. Esta técnica, unida a una reaccion de derivatizacion, ha sido
ampliamente utilizada para la preconcentracion y andlisis tanto de mercurio como de

organoestannicos.

Recubrimiento absorbente en el interior de una membrana (Membrane Enclosed
Sorptive Coating, MESCO): Este muestreador con una tecnologia anéloga al SPME se
aplica a la monitorizacién de compuestos orgénicos apolares. La fase aceptora es una
barra agitadora utilizada en extraccion sélido-liquido (Stir Bar Sorptive Extraction
(SBSE)) o bien en una barra de silicona, en el interior de una membrana de celulosa
regenerada [64]. El espacio entre ambas fases se rellena de aire o bien de agua. El
dispositivo presenta un tamafio muy reducido, y ademas no es necesario el uso de
disolventes para la extraccion, ya que se puede llevar a cabo una desorcion térmica de
las especies acumuladas directamente en el cromatografo de gases. La Figura 6

muestra el dispositivo de forma esquematica.
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Membrana de dialisis rellena
de agua

Barra agitadora

Soporte

Figura 6 Esquema del muestreador MESCO

A pesar de sus reducidas dimensiones, este muestreador presenta una sensibilidad
comparable a la de otros dispositivos de mayor tamafio, ya que se minimizan las
pérdidas de analito pues toda la masa muestreada es determinada en el cromatdgrafo

de gases.

Dosimetro cerdmico: Presenta un tubo ceramico como barrera de difusion en
cuyo interior se aloja la fase aceptora que consiste en bolitas cubiertas por un material
adsorbente [65]. Este muestreador se ha aplicado eficazmente a la monitorizacion de
BTEX y naftaleno en aguas subterrdneas utilizando como fase aceptora Dowex
Optipore L-493 [66]. Empleando este material colector junto a teflon como barrera de
difusion se consigue un muestreo eficiente durante al menos 90 dias. El dosimetro
también se aplica a la monitorizacion de PAHs utilizando Amberlita IRA-743 como fase

aceptora [65]. La Figura 7 muestra el dispositivo de forma esquematica.
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Tapa PTFE

Tubo ceramico

Absorbente

Figura 7 Esquema del Dosimetro ceramico

Bolsas de polietileno (Polyethylene Diffusion Bags, PDBs): El muestreador
presenta una membrana de polietileno de baja densidad sellada y en forma cilindrica
rellena con agua desionizada. Se aplica al muestreo de compuestos orgénicos volatiles
(VOCs) en aguas subterrdneas ya que estos compuestos difunden a través de la
membrana hacia el agua desionizada hasta que se alcanza el equilibrio lo que
generalmente ocurre tras dos semanas de exposicién en el acuifero [67]. Los PDBs
minimizan las pérdidas de los VOCs monitorizados, lo cual supone una gran ventaja
con respecto a otras técnicas aplicadas al muestreo de este tipo de sustancias [68]. La

Figura 8 muestra el dispositivo de forma esquematica.
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Bolsas
Polietileno

Contrapeso

Figura 8 Esquema del muestreador PDBs

Muestreador pasivo de preconcentracion “in situ” (Passive In Situ Concentration
Extraction Sampler PISCES): Se aplica principalmente al analisis de PCBs y consiste en
un tubo de metalico en forma de T relleno de hexano y recubierto por una membrana
de polietileno en los dos laterales enfrentados del tubo [69]. Es simple y de bajo coste
de fabricacion, pero presenta una relacion area-volumen muy pequefia y pierde la fase

aceptora con facilidad. La Figura 9 muestra el dispositivo de forma esquematica.
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Tapa PTFE

Tubo metélico

— Tornillo metalico

o
&\I‘_ u//)////thpay,,,,,

Membrana polietileno

O-ring

Figura 9 Esquema del muestreador PISCES

11.4.2.2. Muestredores pasivos para compuestos Inorganicos

Dialisis “in situ”: Es un sistema de muestreo que consiste en una membrana de
didlisis a través de la cual difunden aquellas especies con un tamafio adecuado al
diametro de poro de la membrana, las especies son retenidas por el medio colector,
gue para este muestreador es un pequefio volumen de agua. Este dispositivo se aplica
a la especiacion de metales traza. Dado que el muestreo estd basado en exclusion por
tamafos, aquellos metales unidos a coloides o materia organica no son muestreados
[70].

Una alternativa al dispositivo anterior consiste en sustituir el agua por una resina
guelatante con una alta afinidad por las especies a muestrear. En estas condiciones la
velocidad de difusion es proporcional a la concentracion de metal presente en el medio
[71]. Utilizando Chelex-100 como medio colector se ha conseguido muestrear la
fraccion soluble de Cd, Pb y Zn mimetizando el proceso de intercambio de metales a
través de la membrana celular, con una reproducibilidad mayor que la proporcionada

mediante muestreo bioldgico utilizando mejillones [72].
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Dispositivos de membrana liquida soportada (Supported Liquid Membrane Devices,
SLMDs): Este muestreador consiste en una mezcla insoluble en agua formada por un
disolvente orgénico de cadena larga, generalmente &cido oleico, y un agente
complejante capaz de formar complejos estables con las especies i6nicas disueltas,
inmovilizado en una membrana o bien en el interior de un tubo generalmente
polietileno de baja densidad. El transporte de los iones metalicos desde el agua esta
basado en un gradiente de concentracion, cuyo resultado es el flujo controlado de la
mezcla complejante hacia la superficie de la membrana en contacto con el medio por
permeacion lo cual favorece la formacién de quelatos con los metales disueltos. Estos
guelatos presentan una elevada constante de estabilidad y una baja solubilidad en
agua [73]. Este muestreador se ha aplicado a la monitorizacién de Cd, Co, Cu, Ni, Pby

Zn [74-76]. La Figura 10 muestra el dispositivo de forma esquemética.

(b)

Figura 10 Esquema del muestreador SLMD. (a) Esquema del mecanismo de
acumulacion, R= grupo alquilico de 8 a 12 atomos de carbono, C&* y M* = ion

metalico. (b) Imagen del muestreador.

Gradliente de Difusion en Capa Fina (Diffusive Gradient in Thin Films, DGT):
Este dispositivo desarrollado por Davison y col. [77] consta de dos geles, uno que
contiene una resina inmovilizada, y un gel de acrilamida hidratada que permite la
difusion de los iones. Sobre éste Ultimo se dispone una membrana de 0.45 pum que

separa ambos geles del medio circundante. Todo el sistema se aloja en el interior de
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un cuerpo de plastico. El transporte se produce debido a un gradiente de
concentracion a través de la capa de difusion con la subsiguiente acumulacién en la
resina. Este muestreador se ha aplicado con éxito para la determinacion de trazas
metélicas en agua dulce, agua marina [78], flujos de especies metélicas en suelos [79]
y sedimentos [80] e incluso en agua ocluida [81]. La Figura 11 muestra el dispositivo

de forma esquematica.

(@)

Figura 11 (a) Esquema del muestreador DGT: a. prefiltro, b. hidrogel, c. gel que

contiene el agente quelatante, d. cuerpo de plastico. (b) Imagen del DGT

La resina comunmente aplicada es Chelex-100 cuyo agente quelatante son grupos
iminoacetato lo que favorece la monitorizacién de metales di- y trivalentes (Cd, Cu, Fe,
Ni, Zn y Mn). El empleo de otras resinas quelatantes como Spheron-Tiol junto a un gel
de agarosa como medio difusor permite la aplicacién del DGT al muestreo de Hg en
agua [82]. Ademas el uso de diferentes fases aceptoras permite muestrear no sélo la

fraccion disuelta sino otras fracciones metalicas presentes en el medio [83].

Muestreador pasivo de mercurio (Passive Integrative Mercury Sampler, PIMS):
Aunque este muestreador fue disefiado para el muestreo atmosférico de mercurio, se
ha aplicado a la determinacién de mercurio elemental disuelto en agua. El dispositivo
est4 formado por un tubo de polietileno de baja densidad que contiene una mezcla de
nitrico al 10% y 1 mg L™ de una disolucion de oro [39], la cual es analizada
directamente mediante vapor frio sin necesidad de una etapa de extraccion previa. La

Figura 12 muestra el dispositivo de forma esquemaética.
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Figura 12 Esquema del muestreador PIMS. 1 sellado del tubo, 2 tubo de polietileno, 3

reactivo estabilizador dentro del tubo, 4 presilla de cuero, 5 barras de acero.

Estudios en laboratorio demuestran un muestreo eficiente en agua con un intervalo de
linealidad de al menos dos semanas. Estudios en agua marina revelan una menor
sensibilidad que en agua dulce debido a la formacion de cloro-complejos cargados
negativamente que no son permeables a la barrera de difusion de polietileno. La
aplicacion del PIMS en medio acuatico aun requiere de una investigacion en
profundidad para poder diferenciar entre las especies gaseosas disueltas y otras

especies neutras de mercurio.

Las 7ablas 10 y 11 resumen las caracteristicas de todos los muestreadores descritos,
para compuestos orgénicos e inorganicos respectivamente, junto con otros dispositivos

existentes aunque de uso menos extendido.
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Tabla 10. Resumen de los muestreadores disponibles para la monitorizacion de compuestos organicos en el medjo acuatico

o ) » Tiempo o Extraccion de las
Nombre Descripcion Analitos Informacion o Caracteristicas ) Ref.
exposicion especies
Membrana de | Disolvente Compuestos No biofouling. Baja )
o o ) o o ) Reduccion de volumen de la
dialisis rellena de | inmiscible en organicos Cuantitativa 1 mes sensibilidad y pérdidas [53]
) ) . fase aceptora
disolvente agua hidrofébicos de la fase aceptora
Tubo de Compuestos Comercial, datos de Didlisis con disolventes
SPMD polietileno con hidrofdbicos y Cuantitativa 1 mes calibracion y alta orgénicos, cromatografia de | [54,84]
trioleina semivolatiles sensibilidad. Biofouling. | exclusion
Membrana de o o
~ Herbicidas y Alta sensibilidad, datos
poliétersulfona o ) ) ) )
POCIS ) farmacos con Cuantitativa > 2 meses de calibracion, Extraccion con disolventes [58-60]
con material N
n LogKew < 3 versatilidad
solido adsorbente
Fibra con PAHSs, PCBs, , o ) )
’ o Cuantitativa Barato y facil extraccion.
polimero liquido o ' organoclorados, ) o ) ) )
SPME (basado en Horas Baja sensibilidad. Facil = Desorcion térmica [63]

un adsorbente

s6lido o ambos

pesticidas, anilina,

fenoles

equilibrio)

automatizacion.
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Tabla 10 Continuacion

Tiempo Extraccion de las
Nombre Descripcion Analitos Informacion o Caracteristicas ) Ref.
exposicion especies
Barra agitadora Barato, sencillo.
de SBSE o de Datos de calibracion
- PAHSs, PCBs,
silicona en o o para muchas ) )
MESCO pesticidas Cuantitativa 1 mes ) ) Desorcion térmica [64]
membrana de especies. Deterioro
organoclorados
celulosa membrana de
regenerada difusién
No necesita
Tubo ceramico PAHs, BTEX,
Dosimetro calibracion, disefio | Extraccion con disolventes o
con un material hidrocarburos Cuantitativa > 1 afio [65-67]
ceramico robusto. Baja desorcion térmica
adsorbente clorados o
sensibilidad
Membrana de Compuestos o Bajo coste y
Cuantitativa
dialisis o organicos polares, extraccion rapida. Andlisis convencional de la
PDB (aplicado en 2 semanas [67, 68]
polietileno con VOCs, metales y No valido para fase aceptora
) acuiferos) ) )
agua destilada trazas semivolatiles
Hexano en
Barato, sencillo. | Reduccion de volumen de la
PISCES membrana de PCB Cuantitativa 2 semanas [69]

polietileno

Baja sensibilidad.

fase aceptora
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Tabla 10 Continuacion

Extraccion de las

Nombre Descripcion Analitos Informacién | Tiempo exposicion Caracteristicas ) Ref.
especies
) No necesita calibracion,
] Carbono activo en ) o ) ) B )
Dosimetro » BTEX y atracina Cuantitativa > 2 meses disefio robusto. Baja Extraccion con disolventes [85]
cuerpo acrilico o o
sensibilidad y selectividad
Resina sintéticaenel | ) Selectivo, minimiza efecto
o Fitotoxinas o o ) . )
SPATT interior de sobre de | Cuantitativa 1 semana matriz e incertidumbres del  Extraccion con disolventes [86]
» polares o )
poliéster analisis de toxinas
Compuestos Sencillo, aplicado a la
) Papel con un agente o ) i o . )
Gaiasafe orgénicos, Screening 2 dias a 2 meses purificacion del agua Extraccion con disolventes [87]
secuestrante )
metales y aniones
2,2,3-trimetilpentano Facil limpieza y andlisis.
TRIMPS en una membrana Pesticidas Cuantitativa 1 mes Inconveniente: fase Andlisis de la fase aceptora [88]

de polietileno

aceptora difunde
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Tabla 11 Resumen de los muestreadores disponibles para la monitorizacion de compuestos inorganicos en el medio acuatico

Tiempo Extraccion de las
Nombre Descripcion Analitos Informacion o Caracteristicas ) Ref.
exposicion especies
Basado en equilibrio. Alta
Dialisis “in | Membrana dialisis con [71-
Cd, Pby Zn Cuantitativa 21 dias preconcentracion. Respuesta | Extraccion en medio acido
situ” resina quelatante 72]
a fluctuaciones ambientales.
) Cuantitativa,
Agente complejante y [73-
SLMD Cationes divalentes | preconcentracion Dias Versétil, selectividad Andlisis directo
membrana hidrofilica 76]
de metales traza
Selectividad combinando
Soporte hidrofébico y Fraccién metélica [75,
PLMD Cu, Pb Horas materiales aceptores. Dificil Extraccién con disolventes
medio aceptor biodisponible ) 76]
preparacion
Dos capas de acrilamida,
Metales pesados Cuantitativa,
una contiene al aceptor y o Versatil y bien documentado. ) o [77-
DGT (Hg, Cd, Cu, Zn), especiacion, 1 semana o ) Extraccion en medio &cido
otra membrana de o o Dificil preparacion 83]
o radiactivos, Py S cualitativa
difusion
Tubo de polietileno con Preconcentracion, Andlisis directo de la
PIMS Mercurio elemental Semanas-meses | Alteraciéon de la membrana. [39]
HNO; 10%+Au** 1ppm cualitativa membrana aceptora
Preconcentracion,
Membrana | Tubo polietileno con
Metales divalentes = muestreo in situ, Dias-semanas - Extraccién en medio acido [74]
Liquida disolucion &cida

fraccion labil

79



Capitulo Il

11.5. Aspectos cinéticos y termodinamicos del muestreo

La fuerza motriz responsable de la acumulacion en un sistema de muestreo pasivo es
la diferencia de afinidad de las especies que se van a monitorizar entre el medio
acuatico y la fase aceptora seleccionada. Por lo tanto, el muestreo se puede describir
en términos de distribucién controlada entre dos compartimentos: la fase colectora del
muestreador y el medio externo. A lo largo de este proceso de particion el analito se
encuentra con una serie de barreras (capa de agua estacionaria en torno al
muestreador, pelicula de crecimiento biolégico, membrana de difusién e interfase
membrana de difusion-fase aceptora) a través de las cuales debe difundir e interactuar
hasta alcanzar la fase colectora. La Figura 13 muestra el perfil de concentracion del

analito en las diferentes barreras.
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Figura 13 Representacion esquemadtica del perfil de concentracion de un analito en las
diferentes barreras de un muestreador pasivo incluyendo una pelicula de crecimiento

biologico.
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Este mecanismo general varia en funcion del muestreador. Por este motivo se han
desarrollado una gran variedad de modelos para explicar la cinética del muestreo sin
los cuales no se podria relacionar la cantidad de contaminante acumulada con su
concentracion ambiental. En este caso se va a hacer uso del modelo desarrollado por
Huckins y col. [89] para los muestreadores SMPDs rellenos de trioleina, ya que los
conceptos e hipoétesis establecidas para su desarrollo son extrapolables a otros
dispositivos entre los que se encuentra el muestreador objeto de la presente tesis

(Chemcatcher).

El flujo de masa ( ji) de una sustancia a través de una fase (i) es directamente

proporcional a la diferencia de concentracion (ACi) entre el inicio y el final de dicha

fase a través del coeficiente de transferencia de masa (i ):

ji = dACI (1)
En este modelo se asume que el flujo a ambos lados de la membrana es idéntico, que
existen equilibrios de absorcién y/o adsorcion locales en las interfases y que la relacion
entre las concentraciones en la trioleina y en la membrana es préxima al coeficiente de
particion trioleina-membrana. Con estas premisas, la ecuacion diferencial que gobierna

la transferencia de masa se puede expresar como:

dCs _ AKO[CS—CW] @

dt Vs | Ksw
donde Csy Cwson las concentraciones de analito en el muestreador y en el agua
respectivamente, Vs es el volumen del muestreador, x0 el coeficiente global de
transferencia de masa, A su superficie y Ksw el coeficiente de particion muestreador-
agua. Ksw viene dado por el coeficiente de particion trioleina —agua (Klw) y

membrana-agua ( Kmw) relativos al volumen de cada fase (VI y Vm):

_ VmKmw +VIKIw

Ksw (3
Vm + VI
El coeficiente global de transferencia de masa, x0 viene dado por:
1.1 + 1 + 1 (4)
k0 kv xbKbw xmKmw
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donde xw, xb, xm son los coeficientes de transferencia de masa para la capa de
agua estacionaria en torno al muestreador, la posible pelicula de crecimiento biologico
y la membrana, y Kbw y Kmw son los coeficientes de particién pelicula bioldgica-
agua y membrana-agua respectivamente. La ecuacion (4) presenta la resistencia global
de transferencia de masa como suma de la resistencia en cada fase. Si se tiene en
cuenta que el coeficiente de transferencia de masa es la relacion entre el coeficiente

de difusion (D) y el espesor de la fase (o), la ecuacion (4) se puede escribir como:

i_&NJr M N om
x0 Dw DbKbw DmKmw

La solucion general para la ecuacién (2) si la concentracion en el agua (Cw) es

)

constante es :

Cs = KswCw[1— exp(—xet) |+ Co exp(-xet) (6)
Donde Co es la concentracion at =0y ke es la constante de disipacion de la especie

acumulada la cual viene dada por:

o — kOA  Rs
KswVs  KswVs

en la que el numerador es la velocidad aparente de muestreo Rs que representa el

)

volumen de agua extraido por unidad de tiempo. Este pardmetro es proporcional a la

superficie del muestreador.

Si Co =0 la ecuacion (6) toma la forma:

Cs= szCw{l— exp( — Rt ﬂ (8)
KswVs

La representacion de la ecuacion (8) muestra el perfil de acumulacion reflejado en la
Figura 14, en el que se pueden definir tres posibles estados durante el proceso de
muestreo [84]. El primero en el que la masa acumulada en el muestreador aumenta
linealmente con el tiempo, posteriormente se pierde esta linealidad, hasta alcanzar una
meseta que define el estado de equilibrio. La informacion obtenida varia dependiendo

de la regién de la curva de muestreo en que nos hallemos. Generalmente se utilizan la
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zona lineal o el estado de equilibrio para la cuantificacion de las especies que se

monitorizan.

Equilibrio

Concentracion en el muestreador

Tiempo

— >

Figura 14 Perfil de acumulacion de un muestreador pasivo en funcion del tiempo.

Cuando el tiempo de exposicion del muestreador es lo suficientemente largo para
alcanzar el equilibrio termodinamico entre el medio y la fase aceptora, el término entre

corchetes es 1y por tanto la ecuacion (8) se reduce a:

Cs =~ KswCw 9)

La estimacion de Ksw mediante estudios de laboratorio permite la determinacion de la
concentracion del contaminante presente en el medio muestreado. Para poder aplicar
este modelo, se debe alcanzar una concentracién estable tras un tiempo de respuesta
conocido. Ademas, el tiempo de respuesta debe ser inferior a cualquier fluctuacion
producida en el medio circundante. Por tanto, esta clase de muestreadores no
proporciona informacion sobre las posibles fluctuaciones en la concentracion del
analito, por lo que esta aproximacion al estado estacionario es mas adecuada en
aquellas situaciones en las que la variacion temporal en la concentracion del analito es
muy pequefia. Algunos ejemplos de muestreadores basados en el equilibrio son las

fibras de microextraccion en fase solida (SPME) [63] y los PDBSs (Pasive Difusién Bag
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Samplers) muy utilizados para la monitorizaciébn de compuestos organicos volatiles
(VOCs) en agua [90].

Cuando el tiempo de exposicion del muestreador es corto, la concentracion en el
muestreador es mucho menor que el valor que se obtiene cuando alcanza el equilibrio

(Cs<< KswCw) y la ecuacion (8) se simplifica en:

_ RsCwt
Vs

Cs (10)

Reajustando la ecuacion (10), la masa de analito en la fase aceptora se relaciona con

la concentracion del mismo en el medio acuoso mediante la ecuacion:

Ms = RsCwt (11)

Si Cw es constante con el tiempo se denomina fase de acumulacion lineal, dado que la
masa acumulada aumenta linealmente con el tiempo. En el caso en el que Cw cambie
con el tiempo el muestreo se denomina muestreo integrado con el tiempo (Time
Integrative), la masa acumulada es proporcional a la concentracion acuosa promediada

respecto al tiempo (TWA, Time-Weighted Average) [52].

La velocidad de muestreo efectiva (Rs) puede ser determinada experimentalmente
mediante la calibracion del muestreador en condiciones controladas y a una
concentracion constante de analito. Conocida esta constante, la estimacion de Cw en
el medio de muestreo se lleva a cabo a partir de la masa de analito acumulada (Ms) y
del tiempo de exposicion. Para la mayoria de los muestreadores que operan en el
modelo cinético, la velocidad de muestreo no depende de la concentracion presente en
el agua, pero su valor se ve afectado por las condiciones ambientales (temperatura,

turbulencia y crecimiento biol6gico).

11.5.1. Calibracion del muestreador

La utilizacién de un muestreador con fines semi- y cuantitativos depende del estudio

de sus parametros cinéticos: la velocidad de muestreo y de la constante de disipacion.

Teoricamente, estos pardmetros que caracterizan la velocidad de muestreo para una
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especie determinada, pueden ser estimados mediante correlaciones semi-empiricas
entre los coeficientes de transferencia de masa, las propiedades fisico-quimicas de las
especies y las caracteristicas hidrodinamicas [91]. Sin embargo, es dificil aplicar este
modelo debido a la complejidad del flujo acuéatico en torno al muestreador, aunque
existen datos bibliograficos que permiten conocer la constante de distribucion
caracteristica para diversas sustancias y fases aceptoras. En la préctica, la
determinacién de los pardmetros cinéticos que caracterizan el muestreo se lleva a cabo
mediante la calibracion del dispositivo bajo condiciones de concentracién controlada
[92, 93]. Sin embargo, la cinética del muestreo no solo depende de las caracteristicas
fisico-quimicas de las especies que difunden hacia el muestreador, sino que depende
del disefio del muestreador y de las condiciones medioambientales, fundamentalmente
temperatura y turbulencia del agua, asi como del crecimiento biol6gico sobre la
superficie del muestreador [94]. Por consiguiente, todos estos factores deben ser
contemplados al disefiar los experimentos de calibracion con el fin de obtener una

caracterizacion completa del dispositivo.

Existen tres disefios para llevar a cabo la calibracién:

e Disefio estatico, en él los muestreadores se exponen en un determinado
volumen de agua contaminada. Es el método utilizado para la determinacién de
los factores de bhioacumulacién, y en el caso del muestreo pasivo, se ha
aplicado a la calibracion de SPMDs y en SPME. En este tipo de disefio, la
acumulacién del analito en el muestreador depende, entre otros factores, del
volumen de agua. Este hecho, unido a que la concentracién en el agua decrece
con el tiempo, mientras que se incrementa en el muestreador, hace que el
tiempo necesario para alcanzar el equilibrio sea muy bajo contrariamente a lo
gue sucede en condiciones reales.

e Disefio estatico con renovacion de la concentracion de analito, que se aplica
cuando en el modelo estético la disminucién de la concentracion en el agua es
muy rapida, o bien cuando es dificil mantener la concentracion constante en un
dispositivo de flujo. En este disefio la concentracion del agua se mide, al
menos, al inicio y al fin de la renovacién. Las curvas de acumulacion se llevan a
cabo cuando las cantidades de analito eliminadas del agua sean debidas solo a
la absorcion del muestreador.

e Disefio de flujo, en él se asegura una concentracion aproximadamente

constante en el agua debido al aporte continuo de una disolucion de analito/s y
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agua al medio de exposicion, con una velocidad de renovacion del agua
superior a la velocidad de muestreo de todos los muestreadores sumergidos.
Para evitar el efecto de la absorcion por parte de los componentes del sistema
sobre la concentracion del agua, el dispositivo de calibracién se deja equilibrar
con el agua antes de introducir los muestreadores. Cuando se mantiene una
concentracion constante a lo largo del periodo de calibracién, la velocidad de
muestreo y el coeficiente de particibn muestreador-agua se obtienen mediante

la ecuacion (8).

11.5.2. Factores que afectan al muestreo

En general, el factor que limita el intercambio de masa entre el agua y el muestreador
es el paso desde el medio a la fase aceptora a través de la barrera de difusion, o bien
a través de la interfase entre la masa acuética y la membrana de difusion. Por tanto,
cualquier pardmetro que afecte al espesor de la interfase agua-membrana o bien a la
propia membrana de difusion produce un efecto significativo en la cinética del
muestreador.

El disefio del muestreador también juega un papel muy importante en la cinética de
muestreo. Para obtener una informacion cuantitativa, el sistema debe poseer un area y
espesor de difusiéon constantes, no se deben producir fenémenos de conveccion a lo
largo de la barrera de difusién y ademas la concentracion sobre la superficie de la
membrana aceptora debe ser nula para lo cual se debe seleccionar un material con
una elevada afinidad por la/s especie/s a monitorizar. En relacion a la membrana de
difusién, existen una amplia variedad de materiales con diferente espesor, tamafio de
poro y polaridad. Esta Ultima presenta una gran influencia en la cinética del
muestreador, ya que se debe seleccionar un material capaz de actuar como barrera
controlando la velocidad de muestreo, y por otra parte debe permitir una rapida
difusién de las especies que favorezca una rapida respuesta del muestreador frente a
fluctuaciones en el medio. Por ejemplo, una sustancia organica de naturaleza polar
presenta una acumulacién nula en un muestreador que presente una membrana de
difusién polimérica de naturaleza apolar [95], por el contrario una especie apolar
difundira mas rapidamente a través de una membrana de este tipo. Por tanto se debe
seleccionar un material que presente una cierta afinidad por la/s especie/s para reducir
la resistencia a la transferencia de masa, aunque el control de la velocidad de

muestreo se invierte hacia la capa estacionaria de agua en torno a la membrana de
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difusion y por tanto aumenta el efecto de las variables hidrodinamicas. Ademés de la
naturaleza de las membranas aceptora y de difusion, y tal como fue mencionado
anteriormente, el tamafio y los materiales empleados para la construccion del

muestreador juegan un papel fundamental en su sensibilidad.

En cuanto a los factores ambientales que afectan al muestreo, generalmente un
incremento de la temperatura produce un aumento en la velocidad de muestreo, lo
cual podria ser una consecuencia de una disminucién de la viscosidad del agua
contenida en los poros de la membrana de difusién, favoreciendo el transporte de las
especies hacia la membrana aceptora [96]. En cuanto a la turbulencia, fluctuaciones en
la velocidad lineal del agua afectan de forma directa al espesor de la interfase agua-
barrera de difusién lo cual influye en la transferencia de masa de los analitos. Para
velocidades de flujo en torno a 30 cm s o inferiores, la cinética de intercambio para
especies con un valor de Log Kow > 4 se encuentra gobernada por la velocidad de
difusion a través de la capa de agua estdtica comprendida entre el medio y el
muestreador [97], triplicAndose o incluso cuatriplicando la transferencia de masa
cuando la velocidad de flujo aumenta 1000 veces (0.03-30 cm s™). Experimentos
realizados por Huckins y col. [54] para SPMDs muestran un incremento del 50 % en la

velocidad del muestreo al pasar de 0.03 a 0.2 cm s™.

Por ultimo, otro de los factores que mas influyen en la cinética de muestreo es la
colonizacion producida por bacterias junto a la flora y fauna caracteristica del medio.
Este fendmeno crea una capa de material bioldégico que altera las propiedades de la
membrana de difusion incrementando su grosor y bloqueando sus poros, lo que
ralentiza el movimiento de las especies hacia la fase aceptora. Para PAHs, Huckins y
col. [98] hallaron una reduccién en la acumulacién entre el 30-70% para SPMDs
recubiertos con materia bioldgica tras una exposicion de 1 a 4 semanas, con respecto a
la ausencia de este recubrimiento sobre la membrana de polietileno. El grado de
colonizacion de la membrana de difusion depende de las caracteristicas del ecosistema
acuatico, del tiempo de exposicion del muestreador y de la eleccion del material
utilizado como membrana de difusién. Existen materiales mas propensos al crecimiento
biol6gico como el polietiieno de baja densidad, o bien mas inertes como la
poliétersulfona [99]. Hasta el momento los intentos de inhibir el crecimiento biolégico
mediante la aplicacion de agentes protectores de la membrana de difusion, como el

nafién, recubrimientos basados en derivados de silicona, polimeros fluorados, resinas
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epoxi, asi como otros polimeros tanto naturales como sintéticos, no han resultado
satisfactorios [100, 101]. Algunos autores sugieren que con el célculo de las
velocidades de muestreo /nn situ mediante el uso de PRCs (Performance Reference

Compounds) se consigue compensar el efecto del crecimiento biol6gico [98, 102].

Dentro de los factores ambientales mencionados, el efecto de la temperatura sobre la
velocidad de muestreo es el que se puede corregir con més facilidad debido a que se
puede controlar a lo largo del periodo de exposicion del muestreador. No es asi de
sencillo para turbulencia y crecimiento biol6gico dado que no pueden ser medidos /n
situ de forma sencilla. Por ello, se han realizado numerosos esfuerzos para desarrollar
un método capaz de compensar el efecto de ambas variables sobre los pardmetros
cinéticos resultantes del proceso de calibracion del dispositivo. Entre las
investigaciones realizadas, cabe destacar la propuesta de Booij y col. [97, 98] en la
gue se estima la velocidad de muestreo bajo condiciones de laboratorio y ambientales
a través de la cinética de disipacion de un conjunto de compuestos PRCs afiadidos en
cantidad conocida al muestreador antes de su utilizacion. Los PRCs actuan de forma
analoga a un patrén interno cromatografico, por tanto son especies que no se
encuentran en el medio y que presentan propiedades fisico-quimicas analogas a las
especies que se monitorizan. Este hecho, constituye el fundamento del método
desarrollado, ya que se considera un intercambio de masa isotropico donde su
desorcion desde la fase aceptora al medio se verd afectada por las variables

ambientales en la misma extension que la acumulacion de los polutantes estudiados.

Considerando la ecuacion (6):

Cs = KswCw[1— exp(—xet) |+ Co exp(-xet)
Para la disipacion de un PRC cuya concentraciéon en el medio es 0 (Cw=0) la

ecuacion anterior se reduce a:

Cs = Coexp(—xet) (12)
donde Coes la cantidad de PRC adicionada al muestreador y xesu constante de
disipacion. La determinacion de la cinética de intercambio del PRC desde el
muestreador al agua puede ser relacionada con la velocidad de muestreo a través de la

ecuacion (7):
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~_ Rs
KswVs

siendo Ksw el coeficiente de particion muestreador-agua y Vs el volumen del
muestreador. La cinética de intercambio del PRC puede utilizarse en situaciones reales
para compensar el efecto de las variables medioambientales siempre que la velocidad
de disipacion del PRC sea lo suficientemente grande como para cuantificar la variacién
en su concentracion al inicio y al final de la exposicion, y que sea directamente
proporcional a la velocidad de acumulacién de la especie monitorizada (intercambio
isotropico). Aplicando este principio se puede calcular la velocidad de muestreo /in situ
a través de la cantidad de PRC disipada durante el muestreo. Ademas, el alto
desarrollo y uso de la espectrometria de masas en la mayoria de los laboratorios

permite el uso del marcaje isotdpico de los elementos monitorizados como PRCs [103].

Este método tiene una limitacion, ya que hasta el momento solamente es aplicable
para aquellos compuestos con Log Kow entre 4.5-6, ya que éstos poseen una
velocidad de disipacion adecuada [52]. Aunque se ha intentado extrapolar esta
metodologia a un mayor intervalo de Log Kow utilizando modelos matematicos, aun no
existen publicaciones que soporten dichos modelos. En el caso de muestreadores
aplicados a los compuestos hidrofilicos, como el POCIS que se utiliza para la
monitorizacion de compuestos organicos polares con Log Ko, < 3 [52], no se produce
un intercambio isotropico entre la absorcion y la disipacion debido a una diferencia
entre los mecanismos de retencion de los compuestos en la fase aceptora con respecto

a los que tienen lugar para compuestos hidrofébicos.
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Objetivos

La actualizacion de la informacion relativa a los principales contaminantes de
naturaleza organica e inorgénica, y el aseguramiento de la calidad de los resultados
ofrecidos son dos de los objetivos primordiales de la legislacién Europea en materia de
aguas. En la actualidad existen técnicas instrumentales de determinacion cuantitativa
que aseguran el control de la calidad analitica de los resultados ofrecidos por los
laboratorios. Sin embargo, este hecho no es extrapolable a la toma de muestra. La
toma de muestra constituye el punto de partida de todo analisis y cualquier error
cometido en este paso no puede ser corregido a posteriori. Actualmente, la
metodologia mas extendida para el muestreo de aguas es el muestreo por puntos. Sin
embargo, este tipo de estrategia proporciona informaciéon del instante en que se toma
la muestra y, para aquellas especies que se encuentran en muy baja concentracién, la
recogida de grandes volumenes de agua es necesaria para superar los limites de

detecciéon de las técnicas utilizadas.

Dentro de las metodologias que se estan desarrollando en la actualidad se encuentran
las técnicas de muestreo pasivo. La reciente aplicacion del muestreo pasivo constituye
una buena herramienta para la consecucion de los objetivos de calidad y control

plasmados dentro de la Directiva Marco Europea de Aguas 2000/60/EC.

En el marco del proyecto europeo STAMPS (n° contrato EVK1-CT-2002-00119)
“Standarised Aquatic Monitoring by Passive Sampling” ejecutado entre 2002-2006, se
desarrollan, amplian y mejoran las prestaciones y el uso del muestreador pasivo
Chemcatcher para la determinacion de una gran cantidad de contaminantes organicos

en agua.

Los objetivos globales fijados en el presente trabajo han sido el desarrollo, la
calibracion y la aplicacion “in situ” del muestreador pasivo Chemcatcher para la
monitorizacion y determinacion de mercurio y compuestos organoestannicos en aguas

continentales y marinas de la Union Europea.

Los objetivos concretos desarrollados en la presente memoria se han centrado en los

siguientes puntos:
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Objetivos

Seleccion de una fase colectora, con afinidad por las especies de interés, disponible
dentro de los absorbentes cominmente utilizados en extraccion en fase solida.
Seleccion de la membrana de difusion entre el medio colector y el medio acuatico.
El material elegido debe presentar afinidad por los analitos extrayéndolos del medio
acuatico, pero por otra parte, debe favorecer la difusion de los mismos a la fase
aceptora en el menor tiempo posible.

Desarrollo y validacion de la metodologia analitica que permita la monitorizacion de
las especies de interés preconcentradas en las membranas.

Calibracién del muestreador seleccionado para mercurio y para los compuestos
organoestannicos mono-, di-, tributilestafio y trifenilestafio, reproduciendo en el
medio de calibracion las condiciones medioambientales que puedan aparecer en el
medio acuatico natural, fundamentalmente en lo que respecta a la temperatura y la
turbulencia.

Empleo del muestreador en diversos medios acuaticos europeos y comparacion de

los resultados con los obtenidos mediante muestreo puntual.
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III. METILMERCURIO

El metilmercurio se acumula fundamentalmente en sedimentos y tejidos bioldgicos, y
no es usual encontrarlo en las aguas contaminadas por Hg**. Sin embargo, debido a su
alta capacidad de bioacumulaciéon y a su extremada toxicidad, la aplicacién de un
dispositivo de muestreo capaz de preconcentrar metilmercurio de forma analoga a un
organismo acuatico se considera de gran interés para la monitorizacion de esta

especie.

II1.1 Estudio de las membranas aceptoras y procedimiento de extraccion

Considerando la polaridad del metilmercurio se han ensayado las membranas
quelatante con grupos acido iminodiacético, C18 y C8, mediante la filtracion a vacio de
una disolucion que con 100 ng de CH3HgCl (como Hg) y posterior determinacion del
contenido de metilmercurio en el filtrado. La eficiencia de retencién obtenida para 5
réplicas fue nula para la membrana quelatante, del (95 + 6) % para la membrana C18
y del (98 + 3) % para C8. La nula retencidon de la membrana quelatante frente a
metilmercurio se debe a la baja afinidad del CHsHg" por el oxigeno unido a un
carbono, por lo que no cabe esperar que interaccione con los grupos carboxilo

presentes en el acido iminodiacético.

En el caso de las membranas de C18 y C8, la retencion del metilmercurio se ve
favorecida debido a su polaridad intermedia, siendo estas fases ampliamente utilizadas
en forma de cartuchos para la preconcentracion de esta especie en muestras de agua.
Aunque C8 ofrecia unos buenos resultados, los obtenidos mediante la membrana de
C18 abrieron la posibilidad de utilizar un muestreador conjunto para metilmercurio y
compuestos organoestannicos. Por este motivo se descarté el uso de C8 en estudios

Sucesivos.

La posibilidad de un muestreador conjunto, plantea la necesidad de un procedimiento
de extraccion del metilmercurio retenido en la membrana idéntico al aplicado a para los
compuestos organoestannicos. La solucion extractante fue 8 mL de una mezcla AcOH :

MeOH (3:1, v / v) agitada durante 10 min en un bafo de ultrasonidos. La eficacia de
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extraccion para 100 ng de MeHg" retenidos obtenida tras la determinacién mediante
ICP-MS para 5 réplicas fue del (92 £ 5) %.

II1.2. Eleccion de las membranas difusion

Se han seleccionado como posibles membranas de difusidn: acetato de celulosa (CA),
poliétersulfona (PS), polietileno (PE) y dialisis (D). Para conocer la capacidad aceptora
del disco de C18 cuando el analito tiene que atravesar las membranas de difusion, se
han realizado experimentos en el tanque analogos a los mencionados en el segundo
trabajo de este capitulo. Para ello se han sumergido en el tanque de calibracién
muestreadores compuestos Unicamente por la membrana aceptora de C18 y otros
formados por la combinacién de ésta con las diferentes membranas de difusion
seleccionadas. De cada tipo de muestreador se sumergieron tres réplicas que fueron
expuestas durante 48 h a una concentracion de metilmercurio de 2 ug L™ y a 11°C.
Tras la exposicidn, se cuantificé la masa acumulada en la membrana de C18 para el
calculo de los factores de acumulacion para 48 h de exposicion (AF (48)). Este factor se
obtiene al relacionar la masa acumulada en la fase aceptora y la concentracion en el
agua (Mp(t)-M(0) / Cw). La Figura 15 muestra los resultados obtenidos para las
diferentes configuraciones ensayadas a través de los factores de acumulacion
normalizados con respecto al AF(48) obtenido para el muestreador que porta

Unicamente la membrana aceptora.
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AF (48 h), normalizado

C18 AC-C18 PS-C18 PE-C18 D-C18

Figura 15 Factores de acumulacion normalizados + ds tras 48 h de exposicion para
/as diferentes membranas aceptoras combinadas con la membrana C18. AC: Acetato

de Celulosa, PS: Poliétersulfona, PE: Polietileno y D: Didlisis.

Los resultados obtenidos permiten descartar a la membrana de polietileno como
membrana de difusion para metilmercurio ya que constituye una barrera para la
acumulacién. Las membranas de poliétersulfona, acetato de celulosa y didlisis permiten
la difusion del analito hacia la fase aceptora con una eficacia similar y como era de
esperar inferior al que se obtiene cuando el muestreador contiene Unicamente la
membrana de C18. Se elige por tanto la combinacién AC-C18 para llevar a cabo los
estudios de calibracion ya que es la combinacion éptima para la acumulacién de los
compuestos organoestannicos, lo que hace posible un Unico muestreador para ambos

tipos de compuestos.

II1.3. Estimacion de la velocidad de muestreo (Rs)

Tal como fue indicado en el capitulo II.5.1, la determinacion de la velocidad de
muestreo (Rs) se efectlia a través de la calibracion del muestreador en un tanque en el
que se fijan la concentracion de analito, la temperatura y la turbulencia del agua en
valores fijos y determinados. Al igual que para mercurio y organoestannicos, la
concentracién de metilmercurio fijada fue de 100 ng L* (como Hg) y las condiciones

aplicadas son las que resultan de la combinacion de tres temperaturas (4, 11 y 18 °C)
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y tres niveles de agitacion SL1 (0 rpm), SL2 y SL3 (muestreadores en un carrusel y
agitacién a 40 y 70 rpm respectivamente). Los experimentos se realizaron con 14
muestreadores los cuales se fueron sacando del tanque tras 2, 5, 8, 11 y 14 dias de
exposicion, se procedid a la cuantificacién de la masa acumulada (Mp (t) - M(0)) vy el
valor obtenido se represent6 frente al tiempo de exposicion obteniendo asi la curva de
calibracién. De la relacion entre la pendiente de la curva y la concentracion en el agua
se obtuvieron los valores de Rs para cada condicién. La 7abla 12 muestra los
parametros de regresidon y los valores de Rs estimados. La Figura 16 muestra las
curvas de calibracidon a 4°C, 11°C y 18°C con nivel de agitacion SL3.

Tabla 12 Curvas de calibracion y velocidades de muestreo para metilmercurio

Condiciones Pendiente, ng h™! Coeficiente Rs+ CV, Ld*
correlacion, r?
SL2 0.863 0.488 0.017 £ 0.013
! SL3 1.5015 0.599 0.032 £ 0.020
SL1 0.907 0.464 0.003 £ 0.004
11 SL2 -9 x 10 0.0122 -
SL3 0.163 0.515 0.012 £+ 0.006
SL1 0.0842- 0.0889 0.004 + 0.008
18 SL2 0.0618 0.0418 0.002 £ 0.007
SL3 -0.0413 0.0906 -

Como puede observarse por los coeficientes de correlacion obtenidos y los bajos
valores de Rs, no existe una linealidad de la masa acumulada en el muestreador en
funcion del tiempo de exposicidn. Este hecho parece indicar una unién muy débil del
metilmercurio a la membrana de C18, cuya afinidad se ve reducida por la temperatura.
Paralelamente se realizaron estudios de desorcion simultdaneamente a los llevados a
cabo para organoestannicos (MBT, DBT, TBT y TPhT). Para ello se cargan a vacio 500
ng de metilmercurio en la membrana de C18, se introduce en el muestreador y se
expone en el tanque en ausencia de analito en el agua y en las mismas condiciones de
temperatura y turbulencia que en la calibraciéon (4, 11 y 18 °C, y SL1, SL2 Y SL3). La
Figura 17 muestra los perfiles de desorcién a 11 y 18°C para un nivel de agitacion SL2.
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Figura 16 Curvas de calibracion a 4 °C, 11 °C y 18 °C para un nivel de turbulencia
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Figura 17 Curva de desorcion de MeHg" a 11 y 18 °C para un nivel de turbulencia
SL2. En €l eje de ordenadas se representa la relacion entre la masa remanente a

tiempo t (m(t)) y la masa inicialmente cargada en la membrana de C18 (m(0)).
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A diferencia de los compuestos organoestannicos y del mercurio en los que la
desorcion tras 14 dias de exposicion no supera el 30% en ninguna de las condiciones,
en el caso del metilmercurio se produce una desorcion del 100 % a los 12 dias para las

condiciones de mayor temperatura y turbulencia.

A partir de los estudios realizados se puede concluir que el muestreador Chemcatcher
equipado con una membrana de C18 como membrana aceptora, no se puede emplear
para la monitorizacion de MeHg" en aguas como inicialmente se pensd, debido a su
capacidad de acumulacién en dicha membrana. El desarrollo de un muestreador para
este analito seria de gran importancia ya que es uno de los analitos de mayor
relevancia ambiental.
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Cualquier desarrollo de metodologia analitica requiere ser validado para considerar que
ofrece resultados de calidad para un nivel de confianza dado. La validacion de un
método implica la determinacién de parametros analiticos como precision, exactitud,
reproducibilidad, especificidad, % recuperacion, limite de deteccién y de cuantificacion,
linealidad y robustez. En este capitulo se muestran los estudios de control de calidad
que se han realizado con el fin de validar en su conjunto la metodologia analitica

desarrollada. La validacion global implica la validacion individual de:
e La metodologia de analisis empleada: GC-ICP-MS
e La metodologia de muestreo pasivo con Chemcatcher

e La normalizacion legislativa del Chemcatcher.

A continuacién se desarrolla el procedimiento de validacion seguido en cada uno de
estos apartados. Este procedimiento queda reflejado en el Esquema I1.
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CONTROL DE CALIDAD

Metodologia de analisis: GC- Validacion Chemcatcher Normalizacién

ICPMS y GC-FPD —)> Chemcatcher
Ejercicio intercomparacion Ejercicio intercalibracion Informe Instituto
para compuestos Chemcatcher para Cd y Cu Britanico para la

organoestannicos Normalizacién (BSI)
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IV.1. Validacion de la metodologia de analisis

La determinacién simultdnea de mercurio y compuestos organoestannicos en las

muestras de agua se ha realizado mediante el acoplamiento GC-ICP-MS y GC-FPD

Para validar la metodologia empleada, tanto GC-ICP-MS como GC-FPD se ha
participado en el ejercicio de intercomparacién organizado por la Universidad de
Oviedo y la empresa ISC-Science en el marco del Proyecto de Investigacion titulado “El
uso de Isétopos Estables y Relaciones Isotdpicas en Metrologia Quimica” (referencia
BQU2003-03438). Uno de los objetivos de este proyecto era la organizacion de tres
ejercicios de intercomparacion para la determinacién de compuestos organoestannicos,

cuyo analisis se aborda con frecuencia por dilucién isotdpica.

En una primera fase, el objetivo del ejercicio de intercomparacion fue la determinacion
de MBT, DBT y TBT de una muestra patron suministrada por el laboratorio preparada
en una mezcla acido acético / metanol (3:1 v/v). Este medio es idéntico al utilizado
para la extraccion de las especies acumuladas en la membrana aceptora del
muestreador. A continuacién, se muestra un resumen de los resultados del ejercicio de
intercomparacion, de los 5 laboratorios participantes. El cddigo correspondiente a la

Universidad Complutense es OT-S-47.

Tras la eliminacién de los valores discrepantes mediante la prueba de Gubbs, la
evaluaciéon de la eficacia de los participantes se llevd a cabo mediante el criterio z-

score:

(13)

donde x= valor medio de los resultados de un laboratorio, X= valor de referencia y s=
desviacion estandar del valor de referencia. Los valores de z-score se interpretan del
siguiente modo:

|z| <2 = satisfactorio

2< |z| < 3 =discutible

|z| > 3 = insatisfactorio
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Para evaluar la eficiencia de los participantes en base al valor de consenso, los
parametros de la evaluacion de z-score son x= valor medio de los resultados de un
laboratorio, X= promedio de los valores medios de todos los laboratorios y s=
desviacion estandar de la media de los valores medios de todos los laboratorios.

Finalmente, para evaluar la eficacia de los participantes en base al valor asignado x=
valor medio de los resultados de un laboratorio, X= valor medio obtenido por andlisis
por dilucién isotdpica por la Universidad de Oviedo y s= tres veces la desviacion
estandar del valor medio obtenido por dilucion isotdpica. Las 7ablas 13 y 14 recogen

los valores de consenso y asignados por dilucién isotdpica respectivamente.

Tabla 13 Valores de consenso para cada compuesto

Valor de consenso (ng Sn g%)
Compuesto . —
Media Desviacion estandar
MBT 60.1 1.7
DBT 94.8 10.8
TBT 131.9 18.9

Tabla 14 Valores asignados para cada compuesto

Valor asignado (ng Sn g™%)
Compuesto - -
Media Desviacion estandar
MBT 55.1 1.7
DBT 81.2 1.9
TBT 118.8 3.7

Las 7ablas 15-17y las Figuras 18-20 muestran los resultados correspondientes a cada

compuesto para todos los laboratorios participantes.
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Tabla 15 Monobutilestano

Codigo z-score z-score
Media S .
muestra (consenso) (asignado)
OT-5-02 56.00 4.49 -0.93 0.17
OT-S-03 145.40 11.99 19.48 17.28
OT-S-46 60.94 17.22 0.19 1.11
OT-S-47a* 63.60 2.70 0.80 1.62
OT-S-47b** 64.80 4.40 1.08 1.85
OT-5-48 90.00 13.00 6.83 6.68
Uniovi 55.10 1.70 -1.14 Asignado
*Resultados obtenidos mediante GC-FPD
** Resultados obtenidos mediante GC-ICP-MS
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Figura 18 Monobutilestario
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Tabla 16 Dibutilestario

Codigo z-score z-score
Media S .
muestra (consenso) (asignado)
0T-S-02 90.00 6.40 -0.44 1.52
OT-S-03 113.20 6.60 1.70 5.52
OT-S-46 85.10 5.10 -0.90 0.68
OT-S-47a* 95.70 5.40 0.08 2.51
OT-S-47b** 102.60 7.20 0.72 3.70
OT-5-48 96.00 12.00 0.11 2.56
Uniovi 81.20 1.90 -1.26 Asignado
*Resultados obtenidos mediante GC-FPD
** Resultados obtenidos mediante GC-ICP-MS
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118




Capitulo V

Tabla 17 T7ributilestafio

Codigo . z-score z-score
muestra Media S (consenso) (asignado)
OT-S-02 126.00 4.00 -0.31 0.66
OT-S-03 155.00 11.40 1.23 3.31
OT-S-46 124.60 1.70 -0.39 0.53
OT-S-47a* 112.80 8.00 -1.01 -0.55
OT-S-47b** 123.80 8.60 -0.43 0.46
OT-S-48 162.00 12.00 1.60 3.95
Uniovi 118.80 3.60 -0.69 Asignado

*Resultados obtenidos mediante GC-FPD
** Resultados obtenidos mediante GC-ICP-MS
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Figura 20 T7ributilestafio

A la vista de los resultados obtenidos se concluye que el laboratorio de la UCM estaria
validado para el analisis de los compuestos organoestannicos mediante GC-ICP-MS y
GC-FPD.
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IV.2. Validacion de la metodologia de muestreador Chemcatcher

La evaluacién de la fiabilidad de las velocidades de muestreo (Rs) es crucial ya que las
Rs son imprescindibles para la estimacion de la concentracion en el agua. Con el fin de
aumentar el nivel de confianza en la calibracién, en el disefio del muestreador y para
poder normalizar la utilizacién del Chemcatcher en el marco del proyecto europeo
STAMPS, se llevaron a cabo dos programas de calibracion interlaboratorio, uno para
compuestos organicos apolares y otro para metales. Este Ultimo es el mostrado en la
presente  memoria. Las calibraciones proporcionaron informacion relativa a la
variabilidad inter- e intra-laboratorio en la estimacién de la concentracidon en el agua de

un determinado analito/s.

El objeto de este ejercicio interlaboratorio consistid en la realizacién de experimentos
de calibracién de acuerdo con protocolos definidos por los laboratorios organizadores
utilizando el disefio del muestreador para metales (membrana aceptora quelatante y

membrana de difusion de acetato de celulosa).

Para contaminantes metdlicos el ejercicio fue coordinado por la Universidad
Tecnoldgica de Chalmers (Goteborg, Suecia) y en él participaron ocho laboratorios:
Universidad de Portsmouth (School of Biological Sciences, Portsmouth, Reino Unido),
CSIC (Dpto. de Quimica Ambiental, Barcelona, Espafia), RIVO (The Netherlands
Fisheries Institute for Fisheries Research, Ijmuiden, Holanda), AQUATEAM (Aquateam-
Norwegian Water Technology Centre AS, Oslo, Noruega), ALCONTROL (Skara, Suecia),
VSCHT (Vysoka Skola Chemicko-Technologicka v Praze, Praga, Républica Checa) y
Dpto. de Quimica Analitica (Facultad de Quimicas, Universidad Complutense, Madrid,
Espafia). Los analitos objeto de la calibracion fueron cadmio y cobre. Los
muestreadores para estos metales fueron preparados y enviados a cada laboratorio por

la Universidad de Chalmers.

Para la calibracion de los muestreadores, éstos fueron introducidos durante 7 dias en
un tanque de calibracion, con las caracteristicas indicadas por el coordinador, con una
concentracion de Cd y Cu fijas, y bajo unas condiciones de agitacion y temperatura
determinadas. Diariamente se tomaron muestras de agua del tanque para controlar la

concentracion de los analitos. Finalizado el periodo de exposicidn, se extrae la masa
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acumulada en los muestreadores bajo el protocolo indicado por el coordinador. El
experimento de calibracion se realizd por duplicado. Los datos de concentracion en el
agua y las masas acumuladas para cada analito en cada uno de los experimentos

fueron enviados a la Universidad de Chalmers para realizar el estudio de validacion.

A continuacion se presentan el trabajo realizado y los resultados emitidos como

laboratorio participante

PARTE EXPERIMENTAL

Disoluciones

Se utilizan patrones para ICP-MS de Cu y Cd 1000 mg L (Perkin Elmer) a partir de los
que se preparan las disoluciones de trabajo mediante dilucion con agua Mili-Q y
adicionando 1 mL de HNOs; (65% w/v Merck, Darmstadt, Germany) por litro de
disolucién. Como patron interno se utiliza In (Perkin Elmer). Ademas de los patrones
también se utilizan disoluciones de HNO; destilado 3 M y 0.24 M para la extraccion y

como carrier para ICP-MS.

Muestreadores

Dos semanas antes comenzar la primera calibracion, la Universidad de Chalmers envié
un total de 16 muestreadores identificados numéricamente, sellados y rellenos de agua
desionizada, cada uno de ellos en una bolsa de autocierre, etiquetada con el mismo
nimero. Los muestreadores se mantuvieron refrigerados a 4°C y dentro de su bolsa
hasta el momento de iniciar el experimento. Los 16 muestreadores, se dividieron entre
dos experimentos de calibracién, correspondiendo 8 a cada uno de ellos, por lo que el
método de calibracion para los dos metales es simultaneo. Estos muestreadores a su

vez se dividieron en:

3 blancos de fabricacidon que se mantuvieron a 4°C durante la calibracion.

5 réplicas para calibracion.
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El muestreador para Cd y Cu constaba de una membrana quelatante con grupos
iminodiacético (Empore™ 3M) como fase aceptora y de una membrana de acetato de

celulosa como membrana de difusion.

Tangue de calibracion

El dispositivo utilizado presentaba unas caracteristicas andlogas a las del tanque
descrito para la calibracion del Chemcatcher aplicado a compuestos organoestannicos y
mercurio, aunque en este caso, bajo las recomendaciones del coordinador del ejercicio,
el tanque se construyd en plastico y el carrusel era de PVC en lugar de teflon. Otra
peculiaridad era la utilizacion de una Unica bomba que introducia directamente en el
tanque de calibraciéon la disoluciéon metdlica. Esta formula es adecuada cuando se
trabaja con concentraciones tres drdenes de magnitud superiores que en el caso de
mercurio y compuestos organoestannicos. El volumen de agua de exposicién, asi como
los tubos, bomba, agitador y resto de los componentes, eran idénticos a los descritos
en las publicaciones predecentes. La Figura 21 muestra una fotografia del tanque de

calibracion.

Figura 21 7anque para la calibracion de los muestreadores de Cd y Cu
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Las condiciones de exposicion fijadas para el estudio se recogen en la 7abla 18.

Tabla 18 Condiciones aplicadas al tanque de calibracion

Parametro Valor
Analitos Cdy Cu
Concentracion nominal, pug L™ 100
Caudal disolucién analitos, mL min™ 2
Temperatura, °C 18
Agitacion, rpm 50
Tiempo de exposicion, dias 7
Tiempo de equilibracion, horas 48

La disolucion de Cd y Cu se estabiliza en HNOs al 1%. Diariamente se tomd una
muestra de agua del tanque de calibracién para llevar a cabo un control de la

concentracion.

Extraccion de la fase aceptora

Finalizado el periodo de exposiciéon el muestreador se desmontd y la membrana
aceptora se dispuso en un sistema de filtracion a vacio en el que se le hicieron pasar
10 mL de agua desionizada para lavar, y a continuacién 30 mL de HNOs; 3 M para la
extraccion de las especies.

Determinacion

La masa de analito extraida de la membrana aceptora fue determinada mediante ICP-

MS (HP4500, Agilent Technologies) en modo continuo. Las condiciones utilizadas se

recogen en la 7abla 19.
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Tabla 19 Condiciones aplicadas para la determinacion de Cd y Cu mediante ICP-MS

Parametro Valor
Potencia de radiofrecuencia, W 1300
Caudal del carrier, L min* 1.01
Tiempo de integracion, s por m/z 0.1
IsGtopos 6365cy y M4y
Patrén interno 1> 1n
Bomba peristaltica, rpm 11

RESULTADOS OBTENIDOS

La 7abla 20 muestra los resultados obtenidos en nuestro laboratorio (Lab 7) para la

concentracion de Cu y Cd en el agua del tanque en las dos calibraciones llevadas a

cabo. Aunque la concentracién nominal era de 100 pg L' para cada elemento, las

concentraciones medias encontradas en el agua mediante analisis directo fueron de:
71.4 + 6.8 ug L* (Cd), 65.4 + 1.9 pg L™ (Cu) para la primera calibracion, y de 85.1 +
2.2ug L (Cd) y de 79.6 + 5.8 ug L™ (Cu) para la segunda calibracidn.

Tabla 20 Concentraciones de Cu y Cd en el agua durante los dos experimentos

12 Calibracion
Tiempo, dias

22 Calibracion

Cd pg L? CupglL? Cd g L? CupglL?

0 69.2 63.3 85.2 80.4

1 68.3 63.5 84.5 70.9

2 - - 88.6 75.5

5 68.9 67.4 84.7 87.9

6 83.6 66.9 84.69 81.4

7 67.2 66.1 82.4 81.3
Media + ds 71.4+6.8 65.4+1.9 85.1+2.2 79.6 £ 5.8
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La 7abla 21 muestra las masas de Cu y Cd acumuladas en los 5 muestreadores

sumergidos en el agua durante 7 dias y su valor medio.

Tabla 21 Masas de Cu y Cd obtenidas en los dos experimentos de calibracion

Muestreador n°

12 Calibracion

22 Calibracion

Cd, ng Cu, ng Cd, ng Cu, ug
1 68.6 58.9 67.4 46.2
2 92.8 67.7 59.5 45.7
3 65.9 80.1 56.7 53.8
4 74.5 64.6 57.1 58.9
5 64.3 62.8 58.8 54.1
Media + ds 74.0 + 13.3 66.8 + 8.1 59.9 + 4.4 51.7 + 5.7

Del tratamiento de los datos enviados por los laboratorios participantes la Universidad

de Chalmers obtuvo el siguiente resumen.

ESTUDIOS DE VALIDACION

La validacién del muestreador para Cu y Cd se realizd en la Universidad de Chalmers. A

continuacién se muestra el estudio estadistico realizado por dicha Universidad asi como

la posicion de nuestro laboratorio (Lab 7) en los resultados obtenidos.

La Figura 22, muestra las concentraciones medias del agua del tanque obtenidas por

los laboratorios participantes.

125



Capitulo V

120{ mCdround1 mCdround2 gCuround 1 mCuround 2 :[

100 - T
= T =
ERN ks T I
s 1T
S
2 60
c
[0
[$]
c
8 40 1

20 A

Lab 1 Lab 2 Lab 3 Lab 4 Lab 5 Lab 6 Lab 7 Lab 8

Figura 22 Representacion de la concentracion media del agua del tanque en ug L™

para cada laboratorio. Las barras de error representa la desviacion estandar (n= 5-7).

La masa media acumulada por los muestreadores fue de 66.2 + 3.4 ug para Cd y de
55.9 + 2.8 ug para Cu. El coeficiente de variacion (CV) fue 22 y 23 % para Cd y Cu
respectivamente. La 7abla 22 recoge la informacion estadistica calculada para cada
analito. Los resultados de Cd para el laboratorio 8 fueron rechazados por los altos
valores obtenidos para los blancos.

Tabla 22 Resumen de la informacion estadistica para la masa acumulada en los

muestreadores
Parametro Cd Cu
Media (ug) 66.2 55.9
Desviacion estandard (ug) 14.4 12.8
%RSD 22% 23%
Intervalo de confianza (95%) (ug) 3.4 2.8
Mediana (ug) 63.7 54.4
1% quartil (ug) 56.4 48.5
Min (pg) 37.1 22.5
Max (ug) 113.1 104.4
3" quartil (ug) 74.0 62.9
n 70 80
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Blancos

Las masas de Cd y Cu obtenidas para los blancos fueron 0.10 + 0.8 ug y 0.62 + 0.27

ug respectivamente. La informacion estadistica relacionada con los blancos se recoge

enla 7abla 23.

Tabla 23 Resumen de la informacion estadistica para los blancos de los

muestreadores

Parametro Cd Cu
Media (Jg) 0.10 0.62
Desviacion estandard (ug) 0.26 0.82
%RSD 258.6% 131.8%
Intervalo de confianza (95%) (ug) 0.08 0.27
Mediana (ug) 0.01 0.44
1% quartil (ug) 0.00 0.05
Min (ug) -0.05 -0.49
Max (ug) 1.13 2.53
3" quartil (ug) 0.04 0.97
n 39 39

VELOCIDADES DE MUESTREO (Rs)

Las velocidades de muestreo estimadas para cada metal se recogen en la Figura 23.
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Sampling rate, Rs (ml/day
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Figura 23 Velocidades de muestreo estimadas para cada analito. La linea roja

representa la velocidad de muestreo media y las lineas de puntos el intervalo dado por

/a desviacion estandar.

PRECISION

La precision dentro de un experimento, entre experimentos y entre laboratorios varia

entre 12 y 22 % para Cd y entre 15y 23
Tabla 24.

% para Cu. Los resultados se recogen en la

Tabla 24 Precision para las velocidades de muestreo estimadas para cada metal en e/

estudio interlaboratorio (n= 7)

Parametro Cd (%RSD) Cu (%RSD)
Precision dentro del experimento 12.1 15.1
Precision entre experimentos 15.4 18.8
Precisién entre laboratorios 21.8 23.2

Como era de esperar la variacién entre

experimentos para un mismo laboratorio.

laboratorios superaba la variabilidad entre
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LIMITES DE DETECCION (LD) Y DE CUANTIFICACION (LQ)

El limite de deteccion y de cuantificacion para cada analito se calcula a partir del
promedio de los blancos y del promedio de las velocidades de muestreo calculadas. Se
ha considerado un tiempo de exposicidn de 14 dias. Los LD fueron de 0.43 y 2.01 ugL™*
para Cd y Cu respectivamente, mientras que los LQ fueron 1.5 ug L™ para Cd y 8.13
ug L para Cu.

RESUMEN DE LA VALIDACION

Considerando todos los parametros estadisticos de la validacion del Chemcatcher,
podemos concluir que las Rs encontradas entre laboratorios, para experimentos
analogos llevados a cabo en los laboratorios de los paises participantes, son
significativamente comparables. Los resultados obtenidos por nuestro laboratorio (Lab

7) entran dentro de la media estadistica de los laboratorios participantes.
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IV.3. Normalizacion del Chemcatcher

Uno de los factores que ralentizan la aplicaciéon de muestreadores pasivos para la
monitorizacién acudtica es la falta de procedimientos o métodos estandarizados que
transmitan confianza en la aplicacion de los mismos de forma rutinaria. En el caso de
los muestreadores de aire, la existencia de métodos normalizados ha tenido un
impacto muy positivo sobre todo para su aplicacion en atmosferas laborales. Uno de
los objetivos primordiales del proyecto STAMPS es la estandarizacion de los
muestreadores Chemcatcher desarrollados con el fin de demostrar la fiabilidad de los
resultados obtenidos con el Chemcatcher y suscitar confianza en los potenciales
usuarios. Esta normalizacién se llevd a cabo mediante el desarrollo de una norma a
través de un organismo independiente como es el Instituto Britanico para la
Normalizacion (British Standards Publicy Available Specification, BSI PAS). Se trata de
una norma abierta que permite su actualizacion a medida que la tecnologia vaya
madurando, ademas el objetivo es que, en el futuro, se encamine hacia una norma

nacional, de ella a una Europea y finalmente a una ISO.

La especificacion finalmente desarrollada se adjunta en el ANEXO I como un informe
de BSI.
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Discusion de resultados

En los Ultimos afos se han desarrollado nuevos métodos para el control de la calidad
de las aguas, que reemplazan o en muchos casos complementan al muestreo puntual
que proporciona la calidad del agua en el instante del muestreo. Entre las herramientas
desarrolladas se encuentran los muestreadores pasivos. Estos dispositivos constan de
una fase aceptora, con una alta afinidad por los contaminantes que se monitorizan,
separada del medio acuatico por una membrana de difusion. En la Ultima década, en
los laboratorios participantes en el proyecto, se han desarrollado una serie de
muestreadores de bajo coste para la monitorizacion de contaminantes polares y
apolares (triazinas, hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs), pesticidas
organoclorados (OCPs), compuestos organometalicos (organoestannicos) y metales
pesados (Cu, Cd, Hg y Zn). La eficacia del muestreador para los distintos grupos de
compuestos ha sido optimizada mediante la eleccién de una combinacidon dptima fase
aceptora-membrana de difusion. La presente memoria se ha centrado en el estudio del
muestreador para mercurio, metilmercurio y los compuestos organoestannicos mono-,
di- y tributilestano; y trifenilestafio, cuyo comportamiento medioambiental y elevada

toxicidad a muy bajo nivel de concentracidén son conocidos.

D.1. Los muestreadores Chemcatcher

Las leyes de difusion de Fick afirman que el flujo de una sustancia hacia un medio
colector es proporcional al area a través de la cual tiene lugar la difusion e
inversamente proporcional a la longitud del camino que debe recorrer. Por tanto, y si
un muestreador pasivo obedece la ley de Fick, las dimensiones del muestreador
afectaran de forma significativa a la velocidad de muestreo. En la fase de disefio del
Chemcatcher (Proyecto MAPPS (1999-2002)) fueron optimizados tanto la geometria

como los materiales utilizados para la construccidn del cuerpo del muestreador.

Inicialmente, el prototipo fue construido en teflén (PTFE). El teflon presenta una baja
capacidad de absorcién de las especies y ademas es mas denso que el agua lo cual
facilita su inmersién. La superficie activa del muestreador es de 17.5 cm?. La Figura 24

muestra el dispositivo de forma esquematica.
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Figura 24 Esquema del prototipo del Chemcatcher

Las membranas aceptoras (1) previamente acondicionadas se depositan sobre un
soporte de teflon de 50 mm de didmetro (2) en cuya parte superior existe un orificio
para sujetar el muestreador durante su uso (3). Sobre el disco aceptor se dispone la
membrana de difusidn (4) evitando que entre ambos queden burbujas de aire. Una vez
cargado, el soporte se introduce cuidadosamente en la parte posterior del muestreador
(6) y se atornilla el anillo frontal (5). Para el transporte del dispositivo montado se
rellena de agua y se coloca una tapa sobre el anillo frontal. El cuerpo de PTFE puede
ser reutilizado tras un proceso de limpieza. El prototipo inicial incluia una rejilla para
proteger la membrana de difusion durante la campafia de muestreo, sin embargo su
uso fue abandonado debido a que constituia un soporte para la acumulaciéon de

material particulado asi como para la colonizacion bioldgica.

D.1.1 Cuerpo desechable

El disefo en PTFE (Proyecto MAPPS) constituyd la base para el disefio de un segundo
prototipo (Proyecto STAMPS) de policarbonato formado por dos piezas y una tapa
facilmente ajustables. La Figura 25 muestra el dispositivo en su forma actual. En este
prototipo se mejora la geometria del muestreador reduciendo la cavidad existente
entre el medio acudtico y la membrana de difusiéon con el fin de facilitar la
transferencia de masa, ya que se minimiza la capa de agua estacionaria en torno a
dicha membrana. No es reutilizable como el de PTFE por lo que se evitan problemas de

limpieza del cuerpo y por tanto de riesgos de contaminacidon cruzada. Otras ventajas

134



Discusion de resultados

adicionales son la reduccion de costes de fabricacion y la facilidad de manejo del

muestreador. Ademas el policarbonato puede ser reciclado.

Parte inferior

Figura 25 £squema del nuevo dispositivo de policarbonato. Las membranas aceptora

y de difusion se alojan entre la parte inferior y superior, respectivamente

D.2. Desarrollo del Chemcatcher para mercurio, metilmercurio y

organoestannicos

Para abordar este reto y, dada la escasa informacion de partida relativa al desarrollo
de muestreadores pasivos acuaticos para estas especies, el trabajo se organizd del

modo siguiente:

D.2.1. Eleccion de membranas y de la metodologia analitica
El primer paso para lograr este objetivo consistié en la busqueda de los materiales mas
adecuados para su utilizacion como membranas aceptora y de difusion, seguido del

establecimiento de un procedimiento eficaz para la extraccion y cuantificacion de las

especies retenidas en la fase aceptora.
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Membranas aceptoras: Los discos de extraccion EMPORE™ se han seleccionado como

fases aceptoras en los muestreadores Chemcatcher ya que la existencia de una gran
variedad de discos comerciales permite seleccionar una fase aceptora adecuada a las
caracteristicas de los diversos analitos. Para mercurio inorganico, se seleccionan dos
membranas basadas en distintos mecanismos de absorcién. Una de ellas es una
membrana quelatante con grupos iminodiacético y la segunda es el intercambiador
catidénico SDB-RPS. Ambas membranas ya habian mostrado una gran capacidad de
acumulacion para metales como Cu, Cd, Ni, etc. Para metilmercurio y los compuestos

organicos del Sn, se ensayaron las membranas C8 y C18.

Membranas de difusion: Considerando la naturaleza polar de los analitos, las

membranas de difusion elegidas han sido acetato de celulosa (AC), poliétersulfona (PS)
y celulosa regenerada (D). Ademas se ha verificado la baja capacidad de permeacién
del polietileno (PE) para los compuestos relativamente polares. La membrana de
difusién actia como una barrera semipermemable entre la fase aceptora y el medio
acuatico. Los analitos disueltos pueden pasar a través de ella, mientras que particulas,
microorganismos y macromoléculas con tamano mayor que el limite de exclusién no
pueden permear. La Figura 26 muestra el efecto del material de la membrana de
difusion en la acumulacion de Hg (II), CHsHg", MBT, DBT, TBT y TPhT en las fases
aceptoras seleccionadas para los distintos analitos. La exposicién se llevd a cabo
disponiendo los muestreadores en el fondo del tanque de calibracion durante 48 h a

una concentracién de 2 pug L™ para cada analito y a una temperatura de 11°C.
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Figura 26 lelocidades de muestreo (Rs) normalizadas para las diferentes
combinaciones fase aceptora-membrana de difusion ensayadas para los analitos. AC
(Acetato de Celulosa), PS (Poliétersulfona), D (Celulosa regenerada) y PE (Polietileno).

Concentracion en el agua 2 ug L™ (n=3)

El método aplicado a la extraccion de mercurio fue dos extracciones sucesivas con 10
mL de HCl cc. con un bafio de ultrasonidos durante 10 min. El uso de &cido
concentrado demuestra la elevada capacidad de fijacién del mercurio en todos los
materiales ensayados. En el caso de los compuestos organoestannicos y metilmercurio
el procedimiento optimizado fue 8 mL de una mezcla AcOH : MeOH (3:1, v/v) en un

bafo de ultrasonidos durante 10 min.

Como era de esperar por su naturaleza apolar, el polietileno impide la acumulacion de
todas las especies en la membrana aceptora, ya que todas ellas son especies polares.
En el caso de la membrana de didlisis, se observa un buen comportamiento para todos
los analitos. Sin embargo, no posee ni una alta resistencia fisica y ni frente al
crecimiento bioldgico por lo que no podria ser utilizada durante tiempos de exposicion

prolongados.
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En el caso del mercurio, tanto la membrana de poliétersulfona como la de acetato de
celulosa presentan una buena capacidad de acumulacién. Ensayos adicionales
(Apartado IV.1 “Assessment of Chemcatcher passive sampler for the monitoring of
mercury and organotin compounds in water”) demostraron que la combinacién de
membranas &ptima es quelatante-poliétersulfona (CHE-PS). Para los compuestos
organoestannicos y metilmercurio fue C18-acetato de celulosa (C18-AC).

En ambos muestreadores, la membrana de difusion es de naturaleza hidrofilica y

presenta una carga superficial negativa lo que minimiza el crecimiento bioldgico.

D.2.2. Calibracion del muestreador para mercurio y compuestos

organoestannicos

D.2.2.1 Acumulacion

La estimacién del nivel acuatico de una especie a través de los datos de acumulacion

sélo se consigue si el muestreador se calibra antes de su utilizacion.

La teoria general del muestreador pasivo ha sido descrita en el Capitulo II. Tal como se
explicd, la acumulacién del analito en la fase aceptora se produce mediante su
transporte de masa desde el medio acudtico a través de diversas barreras: agua
estacionaria en torno al muestreador, la posible pelicula de crecimiento bioldgico, la
membrana de difusién y el medio liquido o gaseoso presente en la interfase membrana
de difusion-fase aceptora. La Figura 27 reproduce de forma esquematica la
transferencia de masa entre las diferentes barreras. Durante la primera fase de la
exposicion la acumulacion del analito es lineal. En estas condiciones la cantidad de
analito en la fase aceptora es directamente proporcional al producto de la

concentracion en el agua (Cy) y el tiempo de exposicion (t) a través de la ecuacion:

mp(t) =m,+ C,, Rst (14)

donde mp(t) es la masa acumulada al tiempo de exposicidon t, mp(0) es la masa de

analito a t=0 y Rs la velocidad de muestreo.
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Rs=k, A (15)

en la que ko, (m s™) es el coeficiente global de transferencia de masa y A (m?) es la
superficie de la membrana.

La velocidad de muestreo (Rs) para cada analito se puede determinar
experimentalmente bajo condiciones controladas de temperatura y turbulencia a una

concentracion constante.

Distancia de difusién (x)

Membrana aceptora

Csi

JuL2U0)

b2

uoioe.

—r —>

Interfase n Membrana
Agua-muestreador de difusién

Figura 27 Representacion esquemadtica de la transferencia de masa agua-fase
aceptora. Cy, Go y Cs concentracion analito en el agua, superficie de la membrana de
difusion y de fase aceptora respectivamente,; Cy;, G, y Cs concentracion en la interfase
agua-membrana difusion, membrana de difusion-fase aceptora y en la superficie de la

fase aceptora

La velocidad de acumulacion de un analito es lineal hasta que el factor de
concentracion del muestreador (mp(t) / Cw) alcanza su semi-saturacion. En condiciones
ambientales, en las que la concentracién en el agua cambia a lo largo del periodo de
exposicion, el término Cy representa la concentracién promedio en el agua durante el

tiempo de muestreo (TWA Time Weighted Average).
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D.2.2.2 Calibracion

La calibracion del muestreador se realiza para conocer el valor de Rs que permite
calcular el término Cy de la ecuacién (14), que a su vez representa TWA durante el
periodo de muestreo. La Figura 28 muestra el disefio del tanque donde se llevaron a
cabo los experimentos de calibracién para Hg, CHsHg, MBT, DBT, TBT y TPhT. En
estos experimentos los muestreadores se expusieron durante 14 dias a una
concentracién de 400 ng L' de cada analito. Los experimentos de calibracién se
disefaron para caracterizar el efecto de las dos variables que mas influyen en el
intercambio del analito entre el agua y el muestreador: la temperatura y la turbulencia.

Para ello se llevd a cabo un disefio factorial fijando tres niveles para cada factor. Asi el

efecto de la temperatura se ensayd a 4 °C, 11 °C y 18 °C. Para cada temperatura, se
ensayd el efecto de la turbulencia a 0 (SL1), 40 (SL2) y 70 (SL3) cm s™.

Figura 28 7anque (a) y carrusel (b) para la calibracion de los muestreadores

En la mayoria de los experimentos, se obtuvo un ajuste satisfactorio de la ecuacion
(14) durante el periodo de exposicion de 14 dias para la mayoria de los compuestos,
excepto metilmercurio. La Figura 29 muestra un ejemplo de las curvas de acumulacion
para los compuestos organoestannicos. Las velocidades de muestreo de los analitos
objeto de estudio son calculadas a partir de la pendiente de las curvas de acumulacién

y de las concentraciones nominales en el agua.
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Figura 29 Curvas de acumulacion para TBT, DBT, MBT y TPhT para 14 dias de
exposicion en el tanque. Las condiciones del agua fueron 18 °C, turbulencia intermedia

(SL2, 40 rom) y concentracion en el agua 400 ng L™ (n=3)

Cabe esperar que un aumento de la temperatura produzca una reduccién en la
viscosidad del agua, incluyendo el agua intersticial presente en la membrana de
difusién, lo que favoreceria la difusidon agua-muestreador, también a través de la

membrana de difusion, y finalmente la acumulacién.

Con respecto a la turbulencia, cabe esperar que un aumento de la misma reduzca el
espesor de la capa de agua estacionaria en torno al muestreador, lo que favorece la
acumulacién. Este hecho se aprecia en el caso de analitos organicos apolares (PCBs,
PAHSs, pesticidas) y algunos polares. La Figura 30 muestra el efecto de la temperatura
y de la turbuencia sobre Rs para mercurio y los compuestos organicos de estafo. La

7abla 25 muestra los valores de Rs en las distintas condiciones estudiadas.
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Tabla 25 Velocidades de muestreo (Rs) + coeficiente de variacion (n=3) obtenidas en

los experimentos de calibracion. SL1: muestreadores en el fondo del tanque, SL2:

carrusel a 40 rom, SL3: carrusel a 70 rpm.

Nivel de Velocidad de muestreo (Rs) (mL dia™)
Compuesto agitacion Temperatura
(turbulencia) 4°C 11 °C 18 °C
SL 1 * 29+12 56 + 17
TBT SL2 42 + 11 117 + 27 106 + 25
SL3 174 + 36 201 + 21 202 + 28
SL 1 * 41+ 25 48 + 14
DBT SL2 45+ 8 137 + 34 141 + 36
SL3 129 + 22 189 + 32 204 + 28
SL 1 * 6£2 4+ 1
MBT SL2 3+1 18+5 11+£3
SL3 23+7 22+5 18+7
SL 1 * 26+9 38+12
TPhT SL2 32+8 60 + 15 59 + 19
SL3 160 + 33 191 + 29 173 + 28
SL1 * 29+9 31+ 11
Hg SL2 80+ 18 84 +19 87 £22
SL3 70+ 16 91+20 94 + 26

* La velocidad de muestreo no fue estimada debido al /ag-time
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Figura 30 Efecto de la temperatura y de la turbulencia sobre la velocidad de muestreo
del Chemcatcher. La concentracion para cada analito en el agua fue de 400 ng L™, las

barras de error representan el coeficiente de variacion de Rs (n=3)

A la vista de estas figuras y tablas, puede deducirse que es mas acusado el efecto de
la turbulencia que el efecto de la temperatura en la acumulacion del analito. De hecho,
para un mismo nivel de turbulencia, y para la mayoria de los analitos, no existen
practicamente diferencias significativas con la temperatura en el intervalo 10-20 °C,
rango en el que se encuentran las principales aguas de interés para la monitorizacion

de este tipo de analitos (aguas marinas o rios contaminados).

Uno de los factores que afectan a la eficacia de un muestreador pasivo es el tiempo

que necesita el analito para alcanzar la membrana aceptora. Este tiempo se conoce
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como /ag-time. Un elevado valor del /ag-time hace que el muestreador no sea sensible
a fluctuaciones en la concentracién de analito, ya que su tiempo de respuesta seria
muy elevado. En el caso que nos ocupa, se observa un marcado efecto del /ag-time a 4
oC y al nivel de turbulencia mas bajo (SL1), llegando incluso a la imposibilidad de
establecer una velocidad de muestreo en esas condiciones. A 11 °C y al mismo nivel de
agitacién (SL1), el /ag-time es de al menos 5 dias, llegando a ser inferior a 1 dia para
turbulencias superiores. Los valores de /ag-time obtenidos para una turbulencia baja
indican que el mecanismo de acumulaciéon dependeria de la difusion de las especies a
través de la interfase agua-muestreador, y en menor medida de la difusién a través de
la membrana de difusion. Este hecho no inhabilita el uso del muestreador dado que
tiene lugar en condiciones de turbulencia cero y temperaturas muy bajas, que no son

representativas de las condiciones habituales de las aguas naturales.

Los volimenes equivalentes de agua muestreados (Rs x tiempo de exposicion) en
aguas no estancadas (SL2 y SL3) a 11 y 18 °C para 14 dias de exposicion se
encuentran en el intervalo de 1.5-2.8 L para TBT, 1.9-2.9 L para DBT, 0.15-0.31 L para
MBT, 0.8-2.7 L para TPhT y 0.98-1.27 L para Hg.

Resumiendo, los estudios de calibracion llevados a cabo muestran una clara influencia
de las condiciones ambientales en la velocidad de muestreo. El grado de influencia de
las mismas depende de diversos factores tales como la estructura de la membrana de
difusiéon o las propiedades fisico-quimicas de los analitos. En el caso del mercurio, el
muestreador es menos sensible a cambios de temperatura y turbulencia que el disefio
aplicado a compuestos organoestannicos, cuya velocidad de muestreo se ve muy
afectada por la turbulencia. De las variables estudiadas la temperatura en el punto de
muestreo es facilmente monitorizable, mientras que la turbulencia o el biofouling no lo
son, lo que condiciona la aplicacién de las velocidades de muestreo estimadas
principalmente en el caso de los compuestos organoestannicos. Para todos los analitos
estudiados las velocidades de muestreo varian entre 3 y 204 mL dia™. Estos resultados
son similares a los obtenidos en el desarrollo del Chemcatcher para metales, para los
que los Rs estimados para Cd, Cu, Ni, Zn y Pd se encuentran en el rango 12-150 mL
dia?, y cuyos estudios de calibracidn mostraron una influencia significativa de las
variables hidrodinamicas. En el caso de compuestos organicos polares (log Kow < 3)
(triazina, simazina y atrazina), se obtienen Rs superiores (50-350 mL dia™) y una

dependencia de la temperatura, aunque la influencia de las variables hidrodindmicas es
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mucho menor que en el caso de los compuestos organicos apolares. Para ellos las
velocidades de muestreo estimadas varian entre 8 y 1380 mL dia™, estando en el limite
superior aquellos compuestos de menor tamafo y moderadamente apolares (log Kow

4-6) tales como antraceno, fenantreno, fluoreno y pireno.

D.2.2.3 Estudios de desorcion

Un estudio mas realista con las condiciones medioambientales, implicaria no solo
conocer el valor de la velocidad de muestreo resultante de la calibracion en el
laboratorio con una concentracién de analito constante, sino conocer la razon de
desorcion (ke) en las mismas condiciones, cuando la concentracion del analito decae
en el medio que se monitoriza. Si Rs y ke estuvieran afectados de la misma forma por
las condiciones ambientales, la cinética de intercambio es isotrdpica lo cual permitiria

aplicar un modelo para estimar la verdadera velocidad de muestreo “in situ”.

El modelo aplicado en este trabajo estd basado en los estudios realizados por Huckins
y col. para la monitorizacion de compuestos organicos apolares mediante SPMD. Asi, el
uso de una/s especie/s con propiedades fisico-quimicas similares a las sustancias
objeto de estudio, previamente depositada/s sobre la membrana aceptora en una
concentracion conocida, y monitorizada al inicio y al final de la exposicién, podria servir
como patrén interno (Performance Reference Compound, PRC) del proceso de
muestreo. Para que una especie pueda ser utilizada como PRC debe: presentar una
afinidad intermedia por la membrana aceptora, poder ser cargada en la misma de
forma reproducible, tener una afinidad baja por la membrana de difusién y su
desorcion ha de seguir un modelo exponencial de primer orden con el tiempo. Si las
velocidades de acumulacion y de desorcidn tienen una relacion lineal se cumple el
modelo propuesto, y se puede obtener la velocidad de muestreo “in situ” a partir de la
masa de PRC remanente tras la exposicion. Para cualquier compuesto, el mejor patron
interno seria él mismo, por lo que, si es posible, conviene utilizar derivados marcados o
enriquecidos isotopicamente de la especie a monitorizar o incluso podria ser utilizado

un solo PRC que sea representativo de un grupo de compuestos.
Para los compuestos organoestannicos, existia la posibilidad de utilizar TBT, DBT y

MBT enriquecidos isotopicamente como PRCs. Los estudios se llevaron a cabo

mediante la carga de la membrana de C18 con 500 ng de cada compuesto
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organoestannico. La Figura 31 muestra las curvas de desorcién para el di- y
tributilestafio a 18 °C y nivel de turbulencia intermedio.
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Figura 31 Curvas de desorcion para TBT y DBT a 18 °C y nivel de turbulencia
intermedio (SL2), m (t) es la masa de analito a tiempo t, y m(0) es la masa de analito

inicial en el disco (500 ng de cada compuesto como 5Sn)

Los perfiles de desorcion en todos los casos estudiados muestran una rapida pérdida
de masa de analito (20-30%) durante las primeras 48-96 horas, y posteriormente se
alcanza un estado estacionario en el que la masa remanente tras 14 dias de exposicion
es de aproximadamente el 70%. Este estudio revela dos mecanismos de fijacion de las
especies a la fase aceptora, uno mas labil que seria el desorbido en las primeras horas,
y otro mas fuerte en el que podrian estar implicados ademas del C18, el propio soporte
del grupo funcional. Este comportamiento invalidaria el uso de TBT, DBT y MBT
enriquecidos como PRCs debido a que no existe un comportamiento isotrdpico entre
acumulacion y desorcidon. Una situacion similar fue observada en el desarrollo del
Chemcatcher para compuestos organicos polares que presentaban un comportamiento

anisotropico, contrariamente a lo obtenido para compuestos apolares.

Un isétopo enriquecido de mercurio inorganico, tampoco puede emplearse como PRC

para estimar la velocidad de muestreo “in situ” ya que la elevada afinidad que presenta
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la membrana quelatante por este analito, impide su desalojo incluso en condiciones
extremas. Este hecho también se pone de manifiesto en el caso del Chemcatcher
desarrollado para metales, en el que se utiliza la misma membrana aceptora

quelatante.

D.2.3. Efecto del pH, de la salinidad y del crecimiento biologico

Las velocidades de muestreo se han determinado en agua dulce y por tanto a pH en
torno a 7. No obstante, se ha estudiado la aplicacion del Chemcatcher en otros tipos
de ecosistemas acuaticos. Para ello es necesario conocer si existen grandes variaciones
de la velocidad de muestreo (Rs) en funcién del pH y de la salinidad del medio. En el
caso del Chemcatcher para compuestos organoestannicos, el efecto de la salinidad
presenta un gran interés debido a que estas especies son objeto de estudio
principalmente en el agua marina debido a su aplicacion como agentes biocidas en
pinturas para barcos. En la Figura 32 se muestra el efecto del pH y de la salinidad para
los analitos estudiados.

La velocidad de muestreo se normalizd con respecto a la calculada en condiciones

normales (agua dulce a pH ~ 7).

1,800 - 0O Agua dulce pH 6,7-7
@ Agua dulce pH 8
1,600 - m Agua de mar artificial

1,400 +

1,200 +

-4 0 ol

0,800 +

Rs, normalizada

0,600 -

0,400 +

0,200 -

0,000

Hg MBT DBT BT TPhT

Figura 32 Efecto de la salinidad y del pH sobre Rs normalizada respecto a agua dulce

a pH 6-7. Temperatura 11 °C, SL1, 96 h exposicion y G, = 2 ug L™ (n=3)
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En el caso de la salinidad y del pH para compuestos organoestannicos a excepcion del
TPhT, no se observan diferencias significativas entre el agua dulce y salada para
ninguna de las especies estudiadas, por lo que se pueden emplear las velocidades de
muestreo calculadas en la calibracion para aplicar el muestreador en el mar. Sin
embargo, si se observa un efecto del pH en el caso del mercurio. Para este analito se
produce una reduccion de la acumulaciéon con el aumento del pH. Probablemente, un
aumento del pH favorece la formacién de complejos de mercurio hidroxilados de mayor
tamafio lo que implicaria una menor acumulacion, ya que no esta favorecido el paso de
la especie por la membrana de difusion debido al tamafio del poro. Sin embargo, en el
caso de las aguas marinas la posible formacion de complejos clorados favorece la

acumulacion.

Ademas de la turbulencia y de la temperatura, existe una tercera variable ambiental
que afecta a la velocidad de muestreo: el crecimiento bioldgico. Este fendmeno
produce un engrosamiento de la membrana de difusidén que ralentiza la difusién. Como
se indico en el apartado anterior, el crecimiento bioldgico se puede prevenir mediante
la utilizacion de materiales con alta resistencia al mismo. Aunque es dificilmente
cuantificable, el efecto de esta variable ha sido estudiado en el tanque de calibracién
mediante la construccidn de muestreadores cuyas membranas de difusion han sido
previamente colonizadas mediante su inmersion durante 15 dias en un agua natural
con una elevada actividad bioldgica tal como muestra la Figura 33. Posteriormente, los
muestreadores con crecimiento bioldgico se expusieron en el tanque durante 7 dias a
18 ©C, al nivel de turbulencia mas bajo y a 500 ng L™ de cada analito. Los resultados
mostraron una reduccién de la acumulacion entre 10 y 25%. Esta reduccién no es tan
acusada como la que tiene lugar en otros dispositivos, aunque si indica que no se
deberian aumentar los tiempos de exposicion para evitar un incremento en el
crecimiento bioldgico. Los estudios en campo realizados con los muestreadores
disefiados mostraron una colononizacion de las membranas de difusidn relativamente

baja en agua marina y, un poco mas elevada en agua de rio y/o pantano
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Figura 33 Colonizacion de las membranas para el estudio de crecimiento biologico

D.2.4. Estabilidad de los analitos en el Chemcatcher

Una de las ventajas de los muestreadores pasivos es que permiten la estabilizacion de
las especies muestreadas debido a que se minimiza el riesgo de interconversion de las
especies y las pérdidas relacionadas con absorcidon en las paredes del contenedor,
debido a la inmovilizacién de las especies en la fase aceptora. A diferencia de las
muestras tomadas de forma convencional no es necesario afadir agentes
estabilizantes. Como es habitual la extraccion y analisis de las membranas no se realiza
de forma inmediata una vez finalizada la exposicion del Chemcatcher, lo que hace
necesario establecer las condiciones y el tiempo de almacenamiento Optimos para

minimizar pérdidas o degradacion de las especies.

La estabilidad de las especies muestreadas ha sido estudiada para los compuestos
organoestannicos, dado que la susceptibilidad de pérdidas del mercurio muestreado se
podria considerar despreciable debido a una fuerte retencion en la membrana
quelatante. Para los compuestos organoestannicos no se observan pérdidas
significativas ni transformacion de las especies durante al menos 10 dias si los
muestreadores son transportados refrigerados a 4 °C desde el punto de muestreo (3
dias) y una vez en el laboratorio las membranas aceptoras se conservan a —18 °C (7
dias).
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Paralelamente, se establecieron las condiciones de almacenamiento del mercurio y de
los compuestos organestannicos en las muestras tomadas de forma manual. Asi para
todas las especies las muestras son recogidas en botellas de cristal y se estabilizan con
HNO; / acido acético (0.1% v/v) para mercurio y organoestannicos respectivamente, y
se almacenan refrigeradas a 4 °C. En estas condiciones las muestras son estables

durante al menos 14 dias para mercurio y 7 dias para compuestos organoestannicos.

D.2.5. Sensibilidad

Los limites de deteccion y de cuantificacién alcanzados con el Chemcatcher dependen
de la velocidad de muestreo (Rs) y consecuentemente, de las variables ambientales
(temperatura y turbulencia) , del tiempo de exposicion y de la sensibilidad de la técnica

analitica de determinacion.

El limite de deteccidon global del método se calcula como la minima concentracion
acuatica (C,) capaz de ser detectada por el Chemcatcher tras 14 dias de exposicion.
Este valor es calculado sustituyendo el limite de deteccidon instrumental para un
muestreador blanco (calculado como 3 veces la desviacion estandar de la medida de
10 réplicas) en el término mp(t) de la ecuacion (14) y utilizando las diferentes Rs
estimadas. Considerando estos factores, los limites de deteccion alcanzados varian
entre 2.2-2.9 ng L para mercurio, 0.3-2.1 ng L para TBT, 0.2-1 ng L* para DBT,
1.0-5.6 ng L* para MBT y 1.4-7.5 ng L™ en el caso de TPhT, en el intervalo de
temperaturas y turbulencias estudiados. Para todas las sustancias estos valores son lo
suficientemente bajos para la cuantificacion de los niveles ambientales de las especies.
Con las técnicas clasicas de muestreo por puntos, estas concentraciones solo son
alcanzadas mediante el procesamiento de grandes volimenes de agua y la aplicacién
de técnicas de preconcentracion, o bien haciendo uso de técnicas de dilucion isotdpica
lo que incrementa el coste econdmico del analisis y requiere una alta capacitacion del

analista.

La Directiva Marco de Aguas (WFD) establece criterios severos para los limites de
deteccion de las metodologias analiticas utilizadas, que deben presentar una
sensibilidad del orden del 30% del nivel ambiental del contaminante que se analiza. El
muestreador desarrollado en algunos casos donde la contaminacidon es muy baja no

alcanza la sensibilidad requerida. Para abordar estos casos seria necesario modificar el
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disefio del muestreador, la introduccion de una etapa de preconcentracion adicional
tras la extraccion o bien el incremento del tiempo de exposicidn. No obstante, los
limites de deteccidn obtenidos son inferiores a los establecidos por la US-EPA.

D.3. Control de calidad

La aplicacién de procedimientos de control de calidad adecuados es primordial para el
uso de cualquier muestreador pasivo. Se debe tener un control sobre la posible
contaminacién de la fase aceptora bien debido a su propia fabricacion, o la derivada de

su transporte, exposicidn, almacenamiento, extraccion y analisis.

Existen dos tipos de muestreadores para el control de calidad: blancos de fabricacién y
blancos de exposicidon. Los primeros se preparan paralelamente a los muestreadores
que van a ser expuestos, y se almacenan en el laboratorio rellenos de agua Mili-Q
durante la campaia de muestreo. Estos blancos contemplan la contaminacion derivada
de la manipulacién en el laboratorio y la procedente de los reactivos. Los blancos de
exposicion son muestreadores que son transportados al punto de muestreo junto a los
muestreadores de medida, y que son expuestos al ambiente tanto al inicio como al
final del muestreo. Por tanto estos blancos permiten estimar la contaminacion debida
al transporte. Durante los 14 dias que dura el muestreo, los blancos de exposicidén son
almacenados refrigerados y rellenos de agua Mili-Q.

En el caso de los compuestos organoestannicos, el blanco de las membranas de
difusion acetato de celulosa y de la membrana aceptora de C18 se encuentra por
debajo del limite de deteccion de las técnicas analiticas empleadas. No sucede lo
mismo para mercurio, para el que la contribucion al blanco de la membrana quelatante
es significativa, mientras que el de la membrana de poliétersulfona se encuentra por
debajo del limite de deteccidn. La presencia de trazas de mercurio en la membrana
quelatante (CHE) antes del proceso de acondicionamiento implica una contaminacién
en el proceso de fabricacion de las mismas. El blanco debido a la membrana
quelatante se ha minimizado mediante la aplicacion de una etapa de lavado con HCl 6
M vy ultrasonidos previa a la etapa de acondicionamiento. Otro de los fendmenos
comunes en la determinacion de mercurio ambiental es la presencia de trazas de este

analito en la mayoria de los acidos, por lo que se tomd la precaucién de utilizar
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reactivos con bajo contenido en mercurio para el acondicionamiento y extraccion del

analito de las membranas quelatantes.

La confianza en los resultados obtenidos también depende del nimero de réplicas
utilizadas. Asi, en los estudios de evaluacion de membranas y de calibracién se
utilizaron 3 réplicas, de 4 a 6 membranas en estudios de campo y 2 a 3 blancos de
cada clase. En todos los casos se obtuvo una reproducibilidad entre el 10 y el 20%.

La estimacion de la concentracién en el agua de los analitos estudiados a través del
Chemcatcher se efectia haciendo uso de la velocidad de muestreo obtenida en los
estudios de calibracion, por tanto para demostrar la validez de las velocidades de
muestreo es necesario validar la propia calibracion mediante un estudio
interlaboratorio. Este estudio se llevé a cabo para Cu y Cd cuyas velocidades de
muestreo fueron calculadas en dos experimentos a 18 °C, para una turbulencia de 50
cm st y una concentracion de 100 pg L™ para cada especie. La precisidn en las
velocidades de muestreo entre experimentos, realizados dentro de un laboratorio, fue
inferior al 20 % para los dos analitos, sin embargo la obtenida entre los diferentes
laboratorios fue del 22 % para Cd y del 23 % para Cu. Esta variabilidad entre
laboratorios podria estar relacionada con la dificultad para mantener la concentracion
fijada en el agua. A pesar de la variabilidad reflejada en el error asociado a Rs, los
resultados obtenidos permiten validar los estudios de calibracién debido a que no se
deben establecer criterios estadisticos muy estrictos considerando, que los estudios de
calibracion se llevan a cabo mediante un sistema dinamico sujeto a mdltiples variables

dificilmente controlables.

La metodologia empleada para la determinacion de los compuestos organoestannicos
(GC-ICP-MS y GC-FPD) fue validada mediante la participacién en un ejercicio de
intercomparacion organizado por la Universidad de Oviedo. En él se llevd a cabo la
determinacion de MBT, DBT y TBT en una muestra problema. Los resultados obtenidos
para todos los analitos fueron todos satisfactorios segun el criterio estadistico aplicado
(z-score) para un valor de consenso estimado, lo que incrementa la confianza en los

resultados obtenidos mediante ambas técnicas.
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La capacidad de esta nueva herramienta de muestreo se ha plasmado en el desarrollo
de una norma a través de un organismo independiente como es el Instituto Britanico

para la Normalizacion (BSI PAS).

D.4. Aplicaciones del muestreador

La efectividad del Chemcatcher fue evaluada mediante su aplicacién en diversos
ecosistemas acuaticos europeos. Los puntos de muestreo estudiados incluyen dos
puertos (Alicante y Portsmouth), dos rios espanoles (Cinca y Valdeazogues), dos
europeos (Alna (Noruega) y Meuse (Holanda)), un estuario britanico (Ribble), un
pantano (Madrid) y una planta de tratamiento de aguas en Holanda (Velsen). Todos
estos puntos se encuentran proximos a zonas de actividad industrial, minera y / o
elevado trafico maritimo comercial o de recreo. Para cada punto de muestreo se
prepararon 11 muestreadores: 3 blancos de fabricacion, 2 blancos de campo y 6
muestreadores para los estudios de campo. Estos muestreadores se sumergieron de
0.5 a 1 m atados a una barra de acero inoxidable durante 14 dias tal como aparece en
la Figura 34.

Figura 34 Disposicion aplicada para la inmersion de los muestreadores

Paralelamente se tomaron muestras puntuales de agua con una frecuencia variable
durante los 14 dias de exposicion. La temperatura fue medida en cada una de las
visitas al punto de muestreo, y se realizd una estimacién visual de la turbulencia para
poder determinar qué velocidad de muestreo de la calibracion era la mas

representativa de las condiciones del medio.
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Tras los 14 dias de exposicion no se observd crecimiento bioldgico en las membranas
de difusion a excepcion de los muestreadores expuestos en el rio Alna, tal como

muestran las siguientes fotografias.

Figura 35 Apariencia del Chemcatcher tras 14 dias de exposicion en el rio Alna

(Noruega)

Para el resto de las localizaciones, solo se observaron ligeros depdsitos de sedimento,
como muestran las imagenes de la Figura 36. Las membranas de difusidn utilizadas,
acetato de celulosa y poliétersulfona, presentan una carga superficial negativa lo que

minimiza el “biofouling”.

(b)

Figura 36 Apariencia del Chemcatcher tras 14 dias de exposicion en el puerto de

Alicante (a) y en el rio Cinca (Huesca)
En cuanto a los resultados obtenidos, se pueden extraer las siguientes conclusiones:

D.4.1. Resultados obtenidos para compuestos organoestannicos

D.4.1.1 Muestreo por puntos:
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Estos compuestos fueron monitorizados en el puerto de Alicante, el de Portsmouth, en
el estuario navegable del rio Ribble, en el pantano de San Juan y en la planta de
tratamiento de aguas de Velsen.

Solo el MBT pudo ser determinado en todos los puntos de muestreo, lo que confirma el
mayor tiempo de residencia de esta especie en la columna de agua. En general los
niveles de compuestos organoestannicos encontrados en los puertos y en el estuario
(MBT: 4.6-13.5 ng L}, DBT: <I.d.-33.6 ng L, TBT: <I.d.-12.3 ng L™) correspondian a
aguas moderadamente contaminadas, aunque en niveles inferiores a los encontrados
en otros puertos, y eran superiores a los hallados en agua dulce. En el caso de
Portsmouth y del estuario del Ribble, el muestreo se llevo a cabo en dos localizaciones:
dentro y fuera de los muelles, observandose dependencia espacial de las
concentraciones encontradas. Asi, en los puntos dentro de los muelles, en los que la
influencia de las mareas es mas leve, los niveles eran mas elevados. Este hecho
confirmé la fuente de TBT a las aguas como aditivo en las pinturas del casco de los
barcos, y la presencia de DBT y MBT como sus productos de degradaciéon. Ademas, la
relacion entre TBT y sus productos de degradacion MBT y DBT reveldé una moderada-

alta degradacion del TBT sin que se hubiera producido una contaminacion reciente.

Para el pantano de San Juan, a pesar de existir un puerto deportivo en el que la
permanencia de las embarcaciones es alto, el TBT se encontrd por debajo del limite de
deteccion, y los niveles de DBT y MBT eran muy bajos. Finalmente, en el caso de la
planta de tratamiento de aguas de Holanda la concentracién de MBT fue mas alta que

la encontrada en las muestras de agua de mar.

D.4.1.2. Chemcatcher:

La Figura 37 muestra un estudio comparativo de los cromatogramas resultantes del
muestreo llevado a cabo en el puerto de Alicante: (@) muestra puntual tomada el
Ultimo dia de exposicion de los muestreadores, y (b) las especies que se acumularon
en el muestreador Chemcatcher tras los 14 dias de exposicion. En ambos

cromatogramas aparece la especie TPrT empleada como patrén interno.
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Figura 37 Cromatogramas de GC-ICP-MS obtenidos para las muestras puntuales
tomadas en el puerto de Alicante el ultimo dia de muestreo (a) y para el Chemcatcher

tras 14 dias de exposicion (b)

Como puede observarse, la capacidad preconcentradora del muestreador permite
detectar el TBT presente, la cual no puede apreciarse en la muestra puntual
(cromatograma (a)) bien por falta de sensibilidad de la técnica o por ausencia de la

misma.
Sin embargo, la concentracién promedio estimada mediante el Chemcatcher (TWA), a

excepcion del MBT, es inferior a la obtenida para muestreo por puntos tal como

muestra la Figura 38.
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Figura 38 7WA estimada con el Chemcatcher (n=6) comparada con la concentracion
media medida a través de las muestras tomadas (Spot) en el puerto de Alicante

durante los 14 dias de muestreo

Este es un hecho comun en todos los muestreadores pasivos y puede ser debido a dos
motivos. El primero radica en la diferencia entre la fraccidon muestreada en ambos tipos
de técnicas. Las especies estudiadas no se encuentran en forma idnica en el medio,
sino que se encuentran unidas a la materia organica, material particulado, acidos
himicos y fulvicos, o bien formando complejos de diversos tamanos. En el caso del
Chemcatcher las especies acumuladas son aquellas capaces de atravesar la membrana
de difusion, por lo que solo puede ser estimada la fraccidn 1abil o biodisponible de las
especies. El segundo motivo es la fluctuacién en la concentracién de las especies
durante los 14 dias de exposicion, lo cual hace que la comparacion entre la
concentracion media estimada por muestreo por puntos y la calculada por el

Chemcatcher no sea representativa. A pesar de estas diferencias la aplicacion del
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Chemcatcher ha demostrado el potencial del muestreador desarrollado para la
monitorizacién de mercurio, MBT, DBT, TBT y TPhT en aguas.

La 7abla 26 muestra los resultados obtenidos para las diferentes especies en los
distintos puntos de muestreo utilizando las dos metodologias de muestreo. En todos
los casos en los puntos cuyas caracteristicas favorecen la presencia de compuestos
organoestannicos, se observan mayores concentraciones de las especies en ambas

técnicas de muestreo, tal como ocurre en las zonas portuarias.

Ademas de los puntos de muestreo mencionados, los compuestos organoestannicos
fueron monitorizados en el rio Alna (Noruega) y en el Meuse (Holanda) en los que
todas las especies se encontraban por debajo del limite de deteccidon tanto en el

muestreo por puntos como en el Chemcatcher.
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Tabla 26 Concentracion de los compuestos organoestannicos en los distintos puntos de muestreo mediante muestreo puntual (Spot) y

Chemcatcher (l.d= limite de deteccion)

MBT DBT TBT
Localizacion Descripcion Spot Chemcatcher Spot Chemcatcher Spot Chemcatcher

(ng L") (ng L") (ng L") (ng L") (ng L") (ng L")

Alicante Puerto comercial 12.1+5.4 8.7+4.4 27.347.6 4.6+1.3 12.3+44.5 8.2+2.2

Portsmouth punto1 Puerto comercial 7.9+4.2 6.1£1.5 <l.d 1.7£0.6 <l.d 4.7£1.8
Planta de tratamiento

Velsen . 13.842.5 13.0+4.0 <l.d 2.6+0.9 <ld 4.7+1.8
de aguas residuales

Pantano de San Juan Puerto recreativo 4.0+2.0 9.140.5 9.0+5.0 2.610.3 <l.d <l.d
Ribble punto 1 Estuario 4.6+0.5 <ld <l.d 2.1+0.1 <ld 4.4+0.3
Ribble punto 2 Estuario 13.5+7.0 6.0+1.4 33.6+10.4 4.8+0.4 9.1+1.9 6.4+0.8
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D.4.2. Resultados obtenidos para mercurio
D.4.2.1. Muestreo por puntos:

El mercurio fue monitorizado en el rio Cinca, en dos puntos del rio Valdeazogues, en el
pantano de San Juan y en el puerto de Alicante. Los dos primeros rios discurren por
zonas con una alta actividad industrial y minera. La 7abla 27 recoge los resultados
obtenidos en las diferentes localizaciones tanto para el muestro por puntos como para

la estimada mediante el Chemcatcher.

Tabla 27 Concentracion de mercurio inorganico en los distintos puntos de muestreo

mediante muestreo puntual (Spot) y Chemcatcher (I.d= limite de deteccion)

Spot Chemcatcher

Localizacion Descripcion . .

(ng L") (ng L")

Alicante Puerto comercial <l.d 27.246.9

Pantano de San Juan Puerto recreativo 17.0£3.2 8.8+0.5

Rio Cinca Industria quimica 260+30 19.1+4.3

Rio Valdeazogues punto 1 Mina de cinabrio <l.d 10.7£1.9
Rio Valdeazogues punto 2 Mina de cinabrio 472458 92+18

En el rio Cinca, a su paso por la localidad de Monzdén los niveles de mercurio
encontrados (260 ng L™) exceden los medidos en el periodo 2002-2005 en la misma
localidad (100-50 ng L™). Este aumento puede ser debido a los continuos vertidos
procedentes de la actividad industrial desarrollada en la zona. Esta actividad esta
sujeta a fluctuaciones, por lo que seria recomendable una monitorizaciéon continua de
mercurio para obtener una vision mas representativa de la problematica derivada de la

contaminacién por mercurio.

El rio Valdeazogues discurre por la zona minera de Almadén, en la que operaba una de
las explotaciones mas importantes de mercurio a nivel mundial. A pesar del cese de su
actividad en el afio 2002, las concentraciones halladas (<l.d - 472 ng L™) son anélogas
a las medidas en el periodo 1995-1997 (<l.d - 620 ng L) en el que se encontrd una
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alta variabilidad espacial y temporal. Esta variabilidad también se puso de manifiesto
en el estudio realizado entre las dos localizaciones estudiadas e incluso para un mismo

punto en dos tiempos diferentes.

Las concentraciones encontradas en el Cinca y en el Valdeazogues (sitio 2, 472 ng L™)
son superiores a las de otros rios europeos. Esta variabilidad dificulta la obtencién de
una visidn representativa del estado del agua si no se llevan a cabo frecuentes
campafnas de muestreo. No obstante excepto para una localizacidon, los niveles

estimados se encontraban por debajo de los maximos fijados por la UE, WHO y la EPA.

D.4.2.2. Chemecatcher:

Al igual que para los compuestos organoestannicos, el Chemcatcher presenta una alta
reproducibilidad en la acumulacién y su capacidad preconcentradora permite la
estimacion de mercurio en aquellos puntos de muestreo en los que se encuentra por
debajo del limite de deteccion en las muestras puntuales (puerto de Alicante y sitio 1
rio Valdeazogues). Ademas, también se observa una acusada diferencia entre los
niveles estimados por el muestreador y el muestreo puntual tal como muestra la Figura
39. Este hecho, en el caso de los rios, podria estar relacionado con la naturaleza
alcalina de sus aguas, factor que reduce la biodisponibilidad del mercurio. Ademas, en
los tres puntos de muestreo de agua dulce existe un elevado porcentaje de materia
organica y material en suspensidn capaz de unirse al mercurio. El mercurio inorganico
en las aguas aerobias no se encuentra como ion libre, sino que se encuentra formando
hidroxi- y/o clorocomplejos en funcidn del pH y de los niveles de cloruro. Otra fraccion
se encuentra unida a materia organica disuelta y a los acidos humicos. En lagos,
aproximadamente el 95% del mercurio se encuentra unido a materia organica. En el

caso del agua marina se encuentra unido a sulfuros.

En todos los puntos de muestreo el porcentaje de mercurio disuelto con respecto al
mercurio total obtenido mediante muestreo puntual es aproximadamente el 20%, lo
cual estd en concordancia con los datos reportados para el rio Lot-Garone en Francia,

en el que los niveles de mercurio disuelto varia entre 7-53%.
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Discusion de resultados
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Figura 39 7WA estimada con el Chemcatcher (n=6) comparada con la concentracion
media medida a través de las muestras tomadas en los diferentes puntos de muestreo

durante los 14 dias de exposicion

Otro factor a tener en cuenta es la fluctuacién en los niveles de mercurio medidos en
la muestras puntuales. En las muestras puntuales tomadas en el rio Valdeazogues
(sitio 2), las concentraciones de mercurio varian entre 883 ng L™ al principio de la

campafia de muestreo y 60 ng L.

El muestreo también se llevd a cabo en el rio Meuse (Holanda) y en el estuario de rio
Ribble (Reino Unido), en los que la concentracién de mercurio se encontraba por
debajo del limite de deteccién tanto en el muestreo por puntos como en el
Chemcatcher.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos permiten extraer las siguientes conclusiones:

1. De forma general el disefio del Chemcatcher consta de un cuerpo de policarbonato
desmontable y desechable en el que se albergan las membranas aceptora y de
difusidon. Se han desarrollado dos muesteadores, uno para mercurio inorganico
que contiene una membrana de poliétersulfona como membrana de difusiéon y una
membrana quelatante con grupos iminodiacético como fase aceptora; y otro para
los compuestos organoestannicos que utiliza una membrana de difusién de
acetato de celulosa y una aceptora de C18.

2. Se han establecido métodos que permiten la extraccidon cuantitativa de las especies
de la membranas aceptoras para su determinacién mediante FI-ICP-MS y GC-ICP-
MS / GC-FPD de mercurio y compuestos organoestannicos respectivamente.

3. La calibracion de los muestreadores permite calcular un factor Rs a partir del cual
puede determinarse la concentracion media de las especies presentes en el agua
durante el tiempo de exposicion.

4. En el estudio de calibracion, se ha evaluado el efecto de la temperatura y de la
turbulencia mediante un disefio factorial 3* en un intento por cubrir los diferentes
escenarios que pueden aparecer en el medio real. Con los resultados obtenidos se
ha elaborado una base de datos de velocidades de muestreo (Rs) en la que se
contemplan las posibles condiciones medioambientales.

5. Los resultados de la calibracion muestran un marcado efecto de la turbulencia y en
menor medida de la temperatura sobre la velocidad de muestreo, siendo mas
acusado para compuestos organoestannicos que para mercurio. En ambos casos el
estudio de calibracion revela que la fase limitante en el mecanismo de acumulacion
es la difusidn a través de la interfase agua-muestreador, y no la producida a través
de la membrana de difusion.

6. Se ha demostrado la capacidad de ambos muestreadores para ser utilizados tanto
en agua dulce como de mar. Un aumento del pH del agua no tiene efectos
significativos sobre la acumulacion en el caso de compuestos organoestannicos
pero si se observa un ligero descenso para mercurio.

7. El crecimiento bioldgico sobre la membrana de difusién, que puede ocurrir en

condiciones medioambientales, produce una reduccién de la acumulaciéon de los
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analitos en un 10-25%, perteneciendo los valores mas altos a las especies mas
hidrofobicas TBT y TPhT.

Para compuestos organoestannicos se han llevado a cabo estudios de desorcidn en
las mismas condiciones que los de calibracién, con el fin de poder utilizar un patrén
interno que permita compensar el efecto de las variables ambientales sobre la
velocidad de muestreo, pudiendo calcularla “in situ”. Los estudios de desorcidn
muestran una rapida pérdida de masa de analito (20-30%) durante las primeras
48-96 horas tras las que se alcanza un estado estacionario. Estos resultados
invalidan el uso de MBT, DBT y TBT enriquecidos isotdpicamente como patrones
internos ya que la desorcidon y la acumulacién presentan un comportamiento
anisotropico.

La estabilidad de los compuestos organoestannicos en el muestreador queda
garantizada durante al menos 10 dias desde el fin de la exposicidn si se transporta
refrigerado a 4 °C y una vez en el laboratorio la membrana aceptora es
almacenada a —18 ©C.

Tras la calibracion, los muestreadores han sido empleados en diversos ecosistemas
acuaticos contaminados (rio, lago, planta de tratamiento de aguas y puerto). Los
resultados han sido comparados con los obtenidos mediante muestreo por puntos.
Las concentraciones estimadas con el Chemcatcher son en general inferiores a las
obtenidas mediante muestreo por puntos debido a que el muestreador solo permite
la determinacidon de la fraccion labil o biodisponible de las especies. En muchos
casos, el Chemcatcher permite la deteccién de las mismas, mientras que se
encuentran por debajo del limite de deteccion en el caso del muestreo por puntos,
lo que demuestra la capacidad de preconcentracion del mismo.

El muestreo en diferentes aguas europeas ofrece una panoramica sobre los niveles
de compuestos organoestannicos y de mercurio. Para los primeros, se observa una
dependencia espacial de la concentracidon con el trafico maritimo, de modo que los
niveles de TBT y de sus productos de degradacién es mayor en el agua de mar
principalmente en los muelles. Ademas la relacion entre TBT y MBT y DBT, revel
una moderada-alta degradacién del primero sin aportaciones recientes lo que
confirma la aplicacion de las medidas legales en relacion al uso de pinturas
antiincrustantes basadas en TBT. A excepcidon del puerto de Alicante, el nivel de
TBT fue inferior al limite marcado por WHO de 10 ng L™ (como Sn), aunque en
ninguno de los casos se cumple el fijado por esta organizacion para la suma de

compuestos (20 ng L™ como Sn), ni el establecido para TBT por la Unién Europea
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de 0.2 ng L™ (como Sn). En el caso del mercurio, las concentraciones encontradas
en los rios espanoles monitorizados fueron superiores a las de otros rios europeos.
Ademds se observd una gran fluctuacion temporal y espacial de las
concentraciones relacionadas con picos en las actividades industrial / minera que
tienen lugar en areas préximas. No obstante excepto para una localizacion, los
niveles estimados se encontraban por debajo de los maximos fijados por la WHO (1
ug LY y la EPA (2 pug LY), no asi los fijados por UE (0.05 pg L™).

La calibracion del Chemcatcher ha sido validada mediante un estudio
interlaboratorio para metales. Del mismo modo la metodologia de analisis para
compuestos organoestannicos mediante acoplamiento GC-ICPMS fue validada
mediante un ejercicio interlaboratorio.

Finalmente, el Chemcatcher constituye una herramienta sencilla, de bajo coste,
reproducible y con una sensibilidad adecuada para la monitorizacién de mercurio,
MBT, DBT, TBT y TPhT en agua. Este sistema permite una estimacion de la
concentracion promedio de estas especies mas representativa que la obtenida
mediante muestreo por puntos, ya que éste solo ofrece el estado del agua en el
momento de la toma de muestra sin tener en cuenta las fluctuaciones temporales.
La diferencia entre las fracciones muestreadas favorece el uso del Chemcatcher
como técnica complementaria al muestreo por puntos. Ademas el muestreador es
muy versatil ya que cambiando las membranas de difusion y aceptoras se puede
emplear para la monitorizacion de una amplia variedad de compuestos como
compuestos organicos apolares, polares y metales, ademas de los estudiados en la

presente tesis.
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