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Introduccion

1. Introduccion

1.1 El Mercurio

El mercurio (Hg) es un metal pesado de masa atémica 200.59. A temperatura ambiente su
forma elemental se encuentra en estado liquido (Figura 1). Es buen conductor de la

electricidad pero no del calor.

M sy et

Figura 1. Mercurio elemental.

Las fuentes del mercurio en el medio ambiente pueden ser antropogénicas y naturales. Las
actividades antropogénicas que liberan mercurio al medio ambiente se pueden clasificar a su

vez en tres categorias:

e Procesos industriales que utilizan mercurio para llevar a cabo alguna de sus etapas.
El mercurio es utilizado en plantas de cloro-alcali, en mineria de oro a pequefia escala,
empastes dentales, lamparas fluorescentes, mandémetros o relojes entre otros.
También se produce mercurio como catalizador o reactivo en laboratorios
académicos, industriales u hospitalarios, asi como en la agricultura como fungicida.

e Actividades que provocan la movilizacion de mercurio proveniente de fésiles u otros
minerales. La extraccidn de petrdleo, quema de carbdn o procesos de incineracion
representan la fuente principal de emisidon de mercurio a la atmdsfera representando
el 70% del total de las emisiones.

e Movilizaciéon del mercurio emitido por fuentes antropogénicas antiguas. La erosion
producida por el viento, la lluvia y los procesos de lixiviacion contribuyen al transporte

de mercurio desde las superficies terrestres a rios, lagos y océanos.

Las fuentes naturales de mercurio son numerosas y, en ocasiones, liberan una cantidad de Hg

mayor que la producida por la mano del hombre. La fuente natural mas significativa son los
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Introduccion

volcanes. También contribuyen los respiraderos geotérmicos, la degradacién de minerales o
los incendios forestales. Los depdsitos de mercurio son habituales en la tierra donde se

encuentra como sulfuro de Hg o cinabrio (HgS). [1]

1.2 Ciclo biogeoquimico del mercurio

El mercurio se puede encontrar en el medio ambiente en distintas formas quimicas como por
ejemplo el mercurio elemental (Hg° o el mercurio inorgdnico (Hg*?), y formando parte de
compuestos organicos como el metilmercurio, etilmercurio o fenilmercurio. Cada una de las
diferentes formas presenta diferentes propiedades fisicoquimicas y una diferente toxicidad. El
ciclo biogeoquimico del mercurio estd dominado por varios procesos. Entre ellos los mas
importantes son los de evaporacién de Hg elemental a la atmdsfera, su deposicién como Hg (1)
y las reacciones de metilacién/desmetilacién en el medio ambiente marino. Todos estos
procesos en conjunto constituyen el ciclo biogeoquimico del mercurio como se muestra en la

Figura 2. [2]
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Figura 2. Ciclo biogeoquimico del mercurio. [3]

Burial

Una vez que el mercurio ha entrado en ciclo biogeoquimico es capaz de mantenerse en él
indefinidamente. Puede ser transportado durante miles de kildmetros a través de la
atmosfera, al principio como mercurio elemental gaseoso (Hg®), posteriormente se oxida a
mercurio gaseoso reactivo (Hg*?), y finalmente se deposita a través de la lluvia. Debido a estos
procesos de transporte el mercurio puede depositarse muy lejos del foco de emisién, por lo
que es considerado un contaminante global. Una vez depositado en medios acudticos, existen
numerosos tipos de bacterias que son capaces de convertir el Hg (Il) en metilmercurio en un
proceso denominado metilacion que ocurre en la interfase agua-sedimento. El metilmercurio
es un compuesto altamente tdxico ya que es capaz de bioacumularse en los organismos

marinos y biomagnificarse a lo largo de la cadena alimenticia. Por esta razén algunas especies
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depredadoras [4] de pescado como el atin o el pez espada pueden alcanzar niveles de
metilmercurio potencialmente téxicos para el ser humano. Ademds de los procesos de
metilacion también ocurres reacciones bidticas y abidticas que reducen el mercurio
nuevamente a Hg® haciendo que regrese a la atmdsfera por volatilizacién. [3] El mercurio
Unicamente abandona el ciclo cuando se transforma en HgS, ya que es insoluble y precipita en

los sedimentos marinos.

1.3 Toxicidad del mercurio

Debido a la movilidad del mercurio y su alta capacidad de bioacumulacién en las diferentes
especies marinas, el consumo de pescado constituye la principal fuente de exposicién de los
seres humanos al mercurio. Como se ha comentado anteriormente, las especies que
concentran una mayor cantidad de mercurio son las depredadoras (Figura 3), siendo ademas
las mas consumidas por el ser humano. Este proceso de acumulacidn entre especies se

denomina biomagnificacion.

Mercurio
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Figura 3. Esquema del proceso de biomagnificacidon que sufre el mercurio en la cadena

alimenticia.

El metilmercurio es la especie de mercurio mas toxica a la que esta expuesta el ser humano en
la vida cotidiana debido al consumo de pescado. A pesar de que el consumo de pescado es la
fuente principal, existen otras vias como el consumo de agua, cereales, vegetales o carne,
aunque su contribucion es mas limitada. La absorcion diaria de todas las especies de mercurio
en referencia al consumo de pescado y mariscos se estima en 2,3 ng/dia mientras que, el

aporte proveniente de otras fuentes se sitia en 0,3 ng/dia. [2]
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Ninguna especie de mercurio es esencial para la vida celular, asi como tampoco se conocen
funciones bioldgicas en las que tome parte. En relacidon a la salud humana, el mercurio
metilico en fase liquida (Hg®) no presenta, aparentemente, ninglin efecto adverso en contacto
con la piel; sin embargo, el vapor de mercurio es fuertemente absorbido en el sistema
respiratorio (80%), y en menor medida en el tracto gastrointestinal (0.01%). [1] Sin embargo, el
mercurio en estado de oxidacion divalente Hg (Il) es absorbido de manera significativa en el
tracto gastrointestinal (2-38%), y de forma mds limitada a través de la dermis. Entre las
especies orgdnicas, la que mayor toxicidad presenta, como ya se ha comentado, es el
metilmercurio, el cual se encuentra ampliamente distribuido por el medioambiente. Las rutas
de excrecién principales son la orina y las heces. [2] Existen otras rutas secundarias como el
sudor, la saliva o la leche materna. También es frecuente la transferencia transplacentaria,
creando dafos cerebrales en el feto. [5] El metilmercurio es la forma de mercurio que mas

tiempo persiste en el organismo, aproximadamente entre 70 y 80 dias.

Los efectos del mercurio en el organismo pueden ser agudos o crénicos. Los efectos agudos se
producen cuando se entra en contacto con una concentracidon alta del elemento en un
momento puntual. Por el contrario, cuando la concentracién es muy baja y se produce durante

un periodo de tiempo prolongado, aparecen los efectos crénicos.

Tras una exposicidn oral a mercurio inorganico o a vapores de mercurio elemental, se pueden
producir alteraciones en el sistema respiratorio y tracto gastrointestinal. También se pueden
producir problemas en el sistema cardiovascular, como hipertensiones y taquicardias, y en el
sistema neuroldgico y neuromuscular conduciendo a la pérdida de musculo esquelético y
temblores. Ademas se ven afectados érganos como el higado o el rifidn. Estos efectos llegan a
ser letales cuando se produce una ingestion de mercurio inorgdnico de entre 10 y 50 mg de
mercurio por kilogramo o 1 g de sal de mercurio. Si el mercurio estd en su forma orgdnica

(MeHg) la dosis letal desciende hasta los 100 mg.

Cuando se produce una exposicién continuada a cloruro de mercurio por largos periodos de
tiempo se produce un envenenamiento lento que tiene como sintomas la colitis, y la tos
cronica. Ademas aumenta el riesgo de sufrir infartos de miocardio, patologias relacionadas con
la tiroides, cambio en los rifiones y aumento en la producciéon de creatinina. También aparecen
problemas relacionados con el sistema nervioso y el neuromuscular, como demencia,

debilidad, insomnio o confusion. [2]
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1.4 Legislacion del mercurio

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda que la ingesta total de MeHg no
exceda la cantidad de 1.6 pg kg (peso corporal)™® semana™ para que el riesgo sea minimo. Para
la proteccion del desarrollo neurolégico de un feto, la Agencia de Proteccidn Ambiental de los
Estados Unidos (USEPA) sitia la dosis maxima en 0.1 pg kg(peso corporal)? dial. La
concentracion de Hg® maxima recomendada en el aire fue fijada por la OMS en 0.2 ug m= con

el fin de prevenir intoxicaciones por exposiciones durante largos periodo de tiempo. [1]

En un estudio llevado a cabo por el consorcio internacional [6] en el que participan 17 paises
europeos, se pretendid establecer una relacidon entre la concentracién de contaminantes
presentes en el organismo de los sujetos y las posibles fuentes de contaminacién. Entre estos
contaminantes se encontraba el mercurio. Para ello se analizaron diferentes muestras
bioldgicas (orina y pelo). Los sujetos eran nifios de entre 6 y 11 afios y sus madres de 45 afios o
menos. Los sujetos pertenecian a diferentes areas (urbanas y rurales) de los diferentes paises y
con diferentes ambientes. Los valores medios obtenidos fueron 0.14 pg/g en el caso de los
nifios y 1.3 ug/g en el caso de las madres, mientras que la OMS sitla el valor maximo en 2.3
ug/g. Sin embargo, los resultados mostraron que la concentraciéon de contaminantes era
mayor en los nifios entre 6 y 8 afios que en los mas mayores. Ademas, la concentracién de
mercurio en los nifios estaba directamente relacionada con los niveles determinados en sus
correspondientes madres. La ingesta de pescado fue la principal fuente de exposicién al
mercurio; sin embargo se aprecian diferencias entre los paises del este y Espafia y Portugal
donde los niveles son mas altos debido, a priori, al consumo de especies depredadoras de
pescado. Espafa y Portugal se presentaron como los paises con niveles de concentracién seis y

cinco veces, respectivamente, por encima de la media establecida.

1.5 Andlisis de especiacion del mercurio

Hoy en dia estd claramente establecida la necesidad de la determinacién, no sélo de la
cantidad total de un elemento en una muestra sino de las distintas especies quimicas en que
se encuentra distribuido ese elemento en dicha muestra. La “especiacion” va a determinar la
distribucién geoquimica del elemento en el medioambiente, asi como su biodisponibilidad y/o
toxicidad hacia los distintos organismos y los seres humanos. El caso del mercurio es un
ejemplo claro donde es necesario realizar analisis de especiacion debido a la distinta toxicidad
de las especies de Hg que se pueden encontrar en las muestras bioldgicas y medioambientales

como tejidos de pescado o muestras humanas bioldgicas (sangre, pelo y orina).
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Este tipo de muestras, al ser de origen bioldgico, presentan una matriz muy compleja. Por esta
razoén su tratamiento debe perseguir la separacidn del analito de su matriz en el mayor grado
posible sin degradar el analito y sin que se produzcan interconversiones entre las especies de

Hg que estén presentes en la muestra.

1.5.1 Métodos de extraccion asistidos por microondas para el analisis de especiacion de
mercurio en muestras bioldgicas

En el caso de matrices solidas, es necesaria la aplicacion de energia para digerir la matriz sélida
y disolver los analitos en una fase liquida o para extraer los analitos de la matriz sélida. Existen
diversas técnicas de extraccion como pueden ser la extraccion asistida por microondas,
ultrasonidos o la extraccidn acelerada con disolventes (ASE). A lo largo de este trabajo se

utilizara una técnica de microondas focalizadas.

Estudios anteriores [7] proponen la digestiéon en un equipo de microondas focalizadas, con
potencias entre 20 W y 160 W entre 2 y 10 minutos. Practicamente no existid degradacion
para el MeHg después de 8 minutos de radiacion. Sin embargo, se observd una pérdida
significativa de EtHg después de 2 min a 40 W. Otro estudio [8] en el que fue analizado un
material de referencia certificado de pelo humano (IAEA-086), propone la utilizacién de la
digestion asistida por microondas a 75° durante 6 minutos y un posterior calentamiento en
horno durante dos horas consiguiéndose una recuperacion del analito del 90% y un
porcentaje de interconversiones muy bajo. Un estudio llevado a cabo por la Universidad de
Pau y la universidad Auténoma de Barcelona [9] evalud la eficacia de la extraccion de las
especies organometalicas del mercurio de compuestos con matrices de interés ambiental. Se
llevd a cabo un analisis por dilucidn isotdpica para observar la influencia real que tenian las
microondas sobre las diferentes especies. Se estudiaron las ventajas que este tipo de andlisis
suponian sobre los analisis previamente establecidos, discutiendo diferentes aspectos como la
posibilidad de utilizar viales de vidrio desechables, un auto-control del equipo con el fin de
asegurar el control de la presidon y temperatura dentro de los viales, y la posibilidad de
automatizar la secuencia empleando pequefias cantidades de muestra. Los resultados
mostraron que en este tipo de andlisis se obtenian extracciones rdpidas y seguras de las
diferentes especies organometalicas, pudiendo utilizar un rango amplio de condiciones de

extraccion.

1.5.2 Técnicas de separacion cromatografica para realizar el andlisis de especiacion de Hg

Para llevar a cabo la cuantificaciéon de las diferentes especies de mercurio, es necesario realizar

una separacion previa de las mismas. Dicha separacién se lleva a cabo en la mayoria de las
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ocasiones utilizando una técnica cromatografica. Las mas utilizadas en el analisis de
especiacidén de Hg son la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y la cromatografia de
gases (GC). [10] En HPLC separamos compuestos no volatiles, polares o de alto peso molecular
por lo que tiene un amplio rango de aplicacién. Por otro lado la cromatografia de gases se
utiliza para llevar a cabo la separacion de compuestos volatiles y térmicamente estables, o
compuestos no volatiles o polares que puedan ser transformados quimicamente mediante
reacciones de derivatizacidn para disminuir su punto de ebullicién y/o aumentar su estabilidad
térmica. En general, el rango de aplicacién de la GC es menor que el de HPLC, pero como

ventaja ofrece una mayor resolucién cromatografica.
1.5.3 Técnicas de deteccion para el analisis de especiacion de Hg

La deteccién mas comun del mercurio total es la espectrometria de fluorescencia atémica. [10-
14] Sin embargo, debido a los diferentes niveles de toxicidad que presentan cada una de las
especies de mercurio, es necesario realizar la determinacién y cuantificaciéon cada una de las
especies por separado. La técnica de separacion mas utilizada, como se menciond
anteriormente es la cromatografia de gases. De forma habitual, se acopla a espectrometros de
masa con fuente de plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS) masas [8, 10, 12-17] Sin
embargo, esta técnica presenta algunos inconvenientes como el elevado coste que supone su

adquisicion y mantenimiento.

Como alternativa a esta técnica se puede utilizar la GC acoplada a la espectrometria de masas
convencional (GC-MS) y en tandem (GC-MS/MS). Los equipos de GC-MS son ampliamente
utilizados en laboratorios de rutina para llevar a cabo la determinacién de distintas especies
organometalicas. En el caso de la espectrometria de masas en tdndem, la fragmentacion de los
compuestos en moléculas mas pequeiias se produce en una celda de colision. Esta contiene un
gas (nitrégeno o argon), y cuando los iones de los analitos pasan por dicha celda se aplica una
energia que provoca el choque entre las moléculas, lo cual generard su fragmentacion. Este
proceso se denomina Disociacion Inducida por Colision (CID). Esta técnica presenta algunos
inconvenientes ya que pueden producirse multitud de interferencias espectrales en
comparacion con un GC-ICP-MS. [16] Sin embargo, el coste de este tipo de andlisis es mucho
menor que el del ICP-MS por lo que, es una alternativa para la determinacién rutinaria de las

diferentes especies de mercurio.
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1.6 Andlisis por dilucidn isotopica

La mayor parte de los elementos poseen al menos dos isdtopos estables. Un elemento de
notable interés isotdpico es el carbono ya que de cada 100 atomos de carbono
aproximadamente uno posee masa 13 mientras que los 99 restantes poseen masa 12. Por
tanto, una molécula orgdnica que posea en su estructura un niumero elevado de atomos de
carbono tendra una probabilidad elevada de poseer algun atomo de carbono de masa 13. Las
moléculas organicas ademads de carbono, pueden poseer metales ligados como el mercurio. El
mercurio posee siete isétopos estables. Cada uno de estos isdtopos posee una abundancia

isotdpica determinada en la naturaleza como se muestra en Tabla 2.

Tabla 2. Isétopos estables del mercurio y sus correspondientes abundancias isotépicas.

Isétopos de mercurio Abundancia (%)
19Hg 0,15
19%8Hg 10,02
199Hg 16,40
200g 23,13
201yg 13,22
202Hg 29,8
204Hg 6,86

El concepto de dilucidn isotdpica es el mismo que en los experimentos de captura, marcaje y
liberacion que se utilizan en Biologia para el estudio de poblaciones de animales. Este
concepto se basa en anadir un nimero conocido de individuos marcados a una poblacién que
reside en sistemas cerrados. Este concepto fue empleado por primera vez en estudios
ecolégicos en 1895 por C.G.). Petersen [18] para estimar la poblacién de una especie de pez

(solla) en el fiordo de Limfjord en Dinamarca.

El analisis por dilucién isotdpica se utiliza para determinar la concentracién de una especie
quimica especifica de un elemento. [17] Esta técnica estd basada en la medida de las
relaciones isotdpicas en muestras donde su composicidon isotépica ha sido previamente
alterada por la adicién de una cantidad conocida de un elemento o compuesto enriquecido
isotopicamente. [19] Es decir, alteramos la proporcion natural de los isétopos de un elemento
presente en una muestra afadiendo uno o varios trazadores. De este modo se establece una
relacidn entre los isdtopos naturales y los afiadidos que se mantendra invariable a lo largo del

proceso analitico siempre y cuando se cumplan unas determinadas condiciones. Esta relacion
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entre isétopos proporciona la mayor ventaja de esta técnica ya que, al mantenerse invariable,
nos permite corregir pérdidas eventuales de analito o alteraciones que puedan sufrir las
especies durante todo el proceso de analisis.[17] Este tipo de andlisis se puede aplicar tanto a

elementos como a compuestos.

1.7 La dilucion isotdpica en andlisis de especiacion

En el caso de los equipos ICP-MS, estos no son capaces de proporcionar informacion sobre las
diferentes formas (quimicas, fisicas o morfolédgicas) en las que el elemento de interés se
encuentra en una muestra determinada. Por tanto, a la hora de aplicar el analisis por dilucion
isotépica en especiacién elemental se necesita una separacidn previa de las distintas especies
a determinar en el espectrdmetro de masas. [19] Las técnicas de separacidn mdas empleadas
son la cromatografia liquida (HPLC) y la cromatografia de gases (GC), como se menciond

anteriormente.

La dilucién isotdpica requiere del uso de un trazador que contenga las especies a analizar
marcadas isotdpicamente. Estas especies enriquecidas se afiaden a la muestra al principio del
proceso analitico y, una vez alcanzada la mezcla total entre las especies afiadidas y las especies
endodgenas de la muestra, este tipo de andlisis proporciona las ventajas de la dilucion isotdpica
convencional: se mantiene la relacidn entre especies evitando errores por degradacién o

pérdida de analito.

Otra ventaja que proporciona este tipo de analisis es que se hace innecesaria la realizacion de
un calibrado ya que el comportamiento quimico de la especie marcada es andlogo al de la

especie no marcada.

Un rasgo muy importante que ofrece el analisis por dilucidon isotdpica en analisis de
especiacién es que para la mayor parte de los elementos se pueden escoger entre varios
isdtopos en los que se pueden enriquecer el elemento. Este aspecto es especialmente (util
cuando se desean analizar varias especies del mismo elemento y existe riesgo de
transformaciones entre las mismas. Si cada especie a analizar se enriquece en un isétopo
distinto (trazadores isotépicos multiples) es posible realizar la correccién de estas
transformaciones y la cuantificacién simultanea de todas las especies en la muestra. [19] En la
Figura 4 se representan las diferentes rutas de interconversion que pueden tener lugar a lo

largo de un andlisis de especiacidn de Hg.
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Hg ()

/ \

MeHg EtHg

Figura 4. Posibles conversiones entre las diferentes especies de mercurio que pueden ocurrir a
lo largo de un analisis de especiacion.

El uso de trazadores isotdpicos multiples es especialmente util en el andlisis de las distintas
especies de mercurio presentes en una matriz sélida cuando existe riesgo de interconversién

entre especies.

Los trazadores isotépicos multiples son aquellos en los que cada especie de interés esta
enriquecida en un isdtopo distinto. [19] Algunos aspectos importantes a tener en cuenta son el
efecto matriz en las reacciones de interconversion, la equilibracidn isotdpica que se alcanza
antes de que se produzca la degradacion, y la extraccién cuantitativa de las muestras sélidas.

[20]

El andlisis por dilucion isotdpica con triple trazador fue llevado a cabo por primera vez [21] en
un estudio de validacidon de especiacion de compuestos de butilestafio por GC-ICP-MS. La
disolucién contenia monobutilestaiio, dibutilestafio y tributilestafio, cada uno de los cuales

enriquecido con un isétopo de estaiio diferente.

En el primer analisis por dilucién isotdpica con trazador multiple utilizando GC-MS [16] se
analizaron dos materiales de referencia de pescados diferentes, BCR-464 y DOLT-4, en los
cuales se certificaban concentraciones de metilmercurio y mercurio total. En este caso se llevd
a cabo una dilucién isotdpica con trazador doble para la determinacion del metilmercurio y el
mercurio inorganico. Se calcularon las concentraciones teniendo en cuenta, ademds de las
posibles interconversiones, posibles impurezas que puedan aparecer en las disoluciones

isotdpicamente enriquecidas provenientes de otras especies de mercurio. EIl método fue
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validado para estos dos materiales y los resultados comparados con los resultados obtenido

por GC-ICP-MS.
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2. Objetivo

El objetivo de este proyecto es la evaluacién de una metodologia para el anadlisis de
especiacién de Hg en muestras bioldgica por dilucidn isotdpica utilizando trazadores multiples.
La metodologia estudiada estd basada en el uso de un trazador isotépico triple formado por
MeHg enriquecido en el isdtopo 201, Hg(ll) enriquecido en el isétopo 199 y EtHg enriquecido
en el isétopo 198 en combinacién con un procedimiento de preparacién de muestra basado en
el uso de microondas focalizadas. La evaluacién de la metodologia analitica se realizara
analizando los materiales de referencia certificados DOLT-4 (higado de pez perro), IAEA-085
(pelo humano), IAEA-086 (pelo humano) y SRM-955c¢ (sangre de cabra). El andlisis de estos
materiales se llevard a cabo empleando la cromatografia de gases acoplada a tres tipos de

espectrometro de masas: GC-ICP-MS, GC-MS y GC-MS/MS.
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3. Procedimiento experimental

3.1 Instrumentacion

La determinacidon de MeHg, EtHg y Hg (ll) se llevd a cabo utilizando dos equipos diferentes. En
primer lugar se utilizé6 un cromatdgrafo de gases modelo Agilent 6890N (Agilent Technologies,
Tokio, Japon) equipado con un inyector split/splitless y una columna capilar HP-5MS (30m x
0.53mm i.d., 1 um de recubrimiento). El cromatdgrafo de gases se acopld a un espectrémetro
de masas con fuente de plasma de acoplamiento inductivo modelo Agilent 7500 c utilizando
una linea de transferencia comercializada por ISC-Science (Oviedo, Espafia). El otro equipo
empleado a lo largo de este Trabajo de Fin de Master fue un cromatégrafo de gases modelo
7890A (Agilent Technologies, Tokio, Japdn) equipado con un inyector multimodo y una
columna capilar DB-5MS (30m x 0.25mm i.d., 0.25 um de recubrimiento). El cromatdgrafo se

acopld a un espectrometro de masas de tipo triple cuadrupolo modelo Agilent 7000.

Las cantidades de muestras y patrones empleadas se corrigieron gravimétricamente utilizando
una balanza analitica Metler Toledo (Zurich, Suiza) —AB204-S (0.0001 g). Ademas, también se
realizaron en esta balanza las pesadas para la determinacién del porcentaje de humedad de los
distintos materiales de referencia certificados. La extraccién de las muestras se realizd en un
equipo de microondas focalizadas Explorer Hybrid de CEM Corporation (Matthews, NC, EEUU).
El pH se ajustd con un pH-metro Basic 20 CRISON (Alella, Barcelona, Espafia). La centrifugacion
de las muestras derivatizadas se realizé utilizando una centrifuga modelo CENTRO-8 BL (JP
Selecta, Barcelona, Espana). El proceso de evaporacion del agua para la determinacion del
porcentaje de humedad de los distintos materiales se llevd a cabo en la estufa Heraeus Oven,

(Thermo Scientific, Bremen, Alemania)

3.2 Reactivos y materiales

La disolucién de MeHg enriquecido en 2°'Hg, la disolucién de Hg (Il) enriquecido en *°Hg y la
de EtHg enriquecido en *®Hg se adquirieron en ISC-Science (Oviedo, Espafia). La posterior
dilucién de las disoluciones se realizd utilizando una mezcla 3:1 de acido acético (Merck,
Darmstadt, Germany) y metanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, USA). Estas tres disoluciones
enriquecidas fueron caracterizadas por dilucidon isotdpica inversa con disoluciones de
abundancia natural de cada compuesto. Las diluciones posteriores de Hg(ll) enriquecido con
199Hg se realizaron con HCl 2% destilado en agua Milli-Q. Todas las disoluciones de patrones

enriquecidos isotopicamente se almacenaron a -18°C en condiciones de oscuridad hasta el
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momento del anadlisis. Las caracteristicas de los materiales de referencia certificados
analizados a lo largo de este Trabajo se recogen en la Tabla 3. En las digestiones de las
muestras se utilizo hidréxido de tretrametilamonio (TMAH) al 25% (Sigma-Aldrich). El ajuste de
pH se llevd a cabo utilizando una disolucién reguladora de acido acético/acetato de sodio 0.1M
preparado a partir de la disolucion de acetato de sodio (Sigma-Aldrich) en agua Milli-Q y
ajustando el pH a 4 con acido acético glacial (Sigma-Aldrich). La limpieza de la fase organica
después de la extracciéon se llevd a cabo utilizando Florisil® (Sigma-Aldrich). Las barras
agitadoras magnéticas con recubrimiento de politetrafluoroetileno (PTFE) y los viales de vidrio
desechables de 10 mL utilizados en la extraccién del microondas se adquirieron a CEM
Corporation. En la propilacién de las especies de mercurio se utilizé una disolucién de
tetrapropilborato de sodio (ABCR, Karlsruhe, Alemania) al 2% en agua Milli-Q. Finalmente se
empleé hexano (Sigma-Aldrich) para realizar la extraccién de los compuestos de mercurio
derivatizados. Se preparé también una disolucién patréon de 1ppm de MeHg, EtHg y Hg(ll) de

abundancia isotdpica natural para la optimizacién de distintos pardmetros instrumentales.

Tabla 3. Materiales de referencia certificados analizados a los largo del presente Trabajo de Fin
de Master.

Niveles certificados (mg kg?)

Nombre Matriz Me Hg Hg (1) THg

DOLT-4 Higado de pez perro 1.33+0.12 - 2.58+0.22
IAEA-086 Pelo humano 0.26 £ 0.02 - 0.57 £ 0.04
IAEA-085 Pelo humano 229+1.0 - 23.2+£0.80
SRM 955¢ Sangre de cabra - - 0.03 £ 0.002

3.3 Procedimientos
3.3.1 Determinacion del porcentaje de humedad

La determinacién de la humedad de los diferentes materiales de referencia certificados se
llevo a cabo pesando 0.2 g en el caso de IAEA-085 y IAEA-086, y 0.5 g en el caso de DOLT-4, y
manteniéndolos en la estufa a 90°C durante 24 horas, realizando una primera pesada a las 4h y

pesadas posteriores hasta obtener un peso constante.
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3.3.2 Extraccion sélido-liquido de las muestras

Se pesaron 0.5 g de muestra en el caso del SRM 955¢, 0.1 g de muestra en los casos del IAEA-
086 y IAEA-085, y 0.15 g de muestra en el caso del DOLT-4, directamente en un vial de vidrio
de 10 mL especificamente disefiado para el equipo de microondas focalizadas.
Inmediatamente, se afiadid a la muestra cantidades adecuadas de cada uno de los tres
trazadores isotdpicos de modo que se estableciera una proporcién aproximada de 1:1 entre la
cantidad de especies de Hg presentes en la muestra y la cantidad de especies enriquecidas
afiadidas. A continuacién, se afiadieron 4 mL de TMAH al 25%, se cerrd el vial con un tapdn de
PTFE especificamente disefiado para la unidad de microondas focalizadas y se realizd la

extraccion fijando la potencia a 35 W durante 4.5 minutos. [14]

3.3.3 Propilacidn, separacion y determinacion de las especies por GC-ICP-MS, GC-MS y GC-
MS/MS.

Tras la digestion de las muestras, el extracto se transfiriéd a un vial de vidrio de 22 mL al que
previamente se le afiadieron 4 mL de disolucidn reguladora acido acético/acetato de sodio (pH
4). A continuacidn, se reajusto el pH a 4 anadiendo unas gotas de HCl concentrado ultrapuro.
La derivatizacion consistié en afiadir 0.6 mL de tetrapropilborato de sodio al 2% y 1 mL de
hexano para realizar simultdneamente la derivatizacién y la extraccién liquido-liquido de las
especies derivatizadas a un disolvente organico. Para realizar la derivatizacion y la extraccion
se agitaron los viales manualmente durante 5 minutos. Posteriormente las muestras se
centrifugaron a 5000 rpm durante 5 min, y, una vez separadas las fases, se extrajo la mayor
parte de la fase organica y se limpid utilizando columnas de Florisil® hechas en el laboratorio
con pipetas Pasteur y lana de vidrio. Finalmente, la fase orgdnica se transfirid a un vial de
vidrio de 2mL y se almacend a -18°C hasta el momento del andlisis. Justo antes de proceder a
la inyeccidn de las muestras se realizé un paso adicional que consistioé en la preconcentraciéon
de las muestras evaporando el hexano en una linea de nitrégeno utilizando un
preconcentrador Minivap (Supelco, Bellefonte PA, EEUU). Todas las muestras se
preconcentraron hasta alcanzar un volumen final de aproximadamente 10 pL.

En la Figura 5 podemos observar un esquema del procedimiento completo de la preparacién

de las muestras.
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Muestra (0,5 g)
+ 1%%Hg(ll), 1%8EtHg, 2% MeHg
+ TMAH 25%

Extraccion asistida por microondas focalizadas

Transvase a 4mL de buffer
(AcO"/AcOH, pH 4)

!

Extraccion liquido-liquido con hexano

Propilacién con 2% NaBPr,

|

Centrifugacion

1

I

Fase Orgénica Fase acuosa

|

Limpieza con Florisil®
Preconcentracion con N2 (Evaporador Mini-Vap)

Equipo

Figura 5. Representacién esquematica del procedimiento de preparacidn de las muestras

empleado en este Trabajo Fin de Master para la determinacion de MeHg, EtHg y Hg(ll).

3.3.4 Medida de relaciones isotépicas mediante GC-ICP-MS

Para la medida correcta de las relaciones isotdopicas de Hg especificas de cada especie

mediante GC-ICP-MS se llevd a cabo, en cada sesién de medida, una optimizacidn previa del

sistema ajustando el potencial de las lentes idnicas utilizando la sefial de los iones

poliatdmicos**Ar*°Ar* y 38Ar*°Ar*. Los parametros instrumentales empleados se muestran en la

Tabla 4. Todas las muestras se inyectaron por triplicado en el sistema GC-ICP-MS para poder

obtener la incertidumbre asociada a la determinacién instrumental. La integracién de los picos

cromatograficos se realizé utilizando el software comercial proporcionado con el equipo ICP-

MS. Las relaciones isotdpicas se calcularon como relaciones de area de pico. El tiempo de

integracién por isétopo fue de 80 ms, y las relaciones m/z medidas fueron 198, 199, 200, 201 y

202.
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Tabla 4. Pardmetros experimentales empleados en el sistema GC-ICP-MS.

ICP-MS Agilent 7500ce

Gas auxiliar 1.4 L/min

Octapole bias -16 'V

QP bias -18V

Tiempo de integracion 0.08 s

Modo de adquisicién Analisis en tiempo resuelto (TRA)
Isdtopos monitorizados 198, 199, 200, 201, 202
Sistema GC Agilent 6890N
Temperatura inicial 40°C (1min)

Gradiente de temperatura 20°C/min

Temperatura final 250°C (1min)
Temperatura de la interfase 275°C

Temperatura del inyector 250°C

El efecto de la discriminacién de masas se corrigié utilizando una correcciéon interna basada en
la minimizacién de la suma de los cuadrados de los residuales del ajuste por regresion lineal
multiple entre las abundancias isotdpicas experimentales y las calculadas de los tres
compuestos analizados. [22] Asumiendo que este efecto es el Unico factor que no se puede
controlar en la medida, obtenemos un factor de discriminacién de masas para cada inyeccidn
minimizando la suma total de los cuadrados de los residuales en las tres regresiones lineales.
Este calculo proporciona una correccidn sin llevar a cabo procedimientos externos como la
medida adicional de relaciones isotdpicas de patrones de abundancia natural (intercalando su
medida entre la medida de las muestras) o procedimientos internos (basados en la

introducciéon simultanea de elementos naturales o especies durante la cromatografia).

3.3.5 Medida de relaciones isotépicas utilizando GC-MS/MS

La determinacion de los compuestos de mercurio mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas en tdndem se llevé a cabo utilizando dos modos de medida distintos
en el mismo equipo: SIM (Selected lon Monitoring) y SRM (Selected Reaction Monitoring).

En ambos modos de medida, se utilizé helio como gas portador a un flujo constante de 2,25
mL min. El inyector se mantuvo a una temperatura constante de 250°C y la inyeccidn se

realizd con 2 puL de muestra en modo “splitless” (sin division de flujo) con un tiempo de purga
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de 1 minuto. La rampa de temperaturas utilizada en la columna cromatografica para cada uno
de los segmentos de tiempo se muestra en la Tabla 1. Posteriormente a la separacidén se llevd a
cabo un post-run en modo “back-flush” invirtiendo la direccion del flujo de gas portador a
300°C durante 4 min y a una presidon constante de 50 psi. Para ello es necesario el
acoplamiento de la columna cromatografica a una valvula especial en la que se acopla un
capilar adicional (Tubo de silice desactivada) que se conecta directamente con la entrada del
espectrometro de masas. Las temperaturas de la linea de transferencia y la fuente de
ionizacion fueron 280°C y 230°C, respectivamente. Las condiciones del sistema GC-MS fueron
optimizadas diariamente utilizando la opcidon “autotune” del equipo. Para dicha optimizacion
se utilizéd PFTBA (perfluorotributilamina) que permitid la calibracién de masas utilizando los
iones con m/z 69, 219, 264, 414 y 502. Los parametros utilizados en cada uno de los métodos

se reflejan en las Tablas 5y 6.

Tabla 5. Rampa de temperaturas utilizada en la separacion de las diferentes especies de
mercurio por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas en tandem.

Rampa de temperaturas

Temperatura inicial 50°C (1min)

Segmento 1 20°C/min hasta alcanzar 90°C
Segmento 2 15°C/min hasta alcanzar 100°C (0.5min)
Segmento 3 10°C/min hasta alcanzar 120°C
Temperatura final 300°C
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Tabla 6. Parametros experimentales del sistema GS-MS/MS utilizando el método SIM y SRM

Espectrometro de masas

Agilent 7000A Triple Quadrupolo

Flujo de He;
Flujo de N,

Modo de inyeccion
Temperatura de inyector

Presién inyeccion

Masas monitorizadas (SIM)

Transiciones monitorizadas (SRM)

Energia de colisidn

2.25 mL/min

0 mL/min (SIM)

0.5 mL/min (MRM)

Splitless

250°C

21 psi

256, 257, 258, 259, 260 (MeHg)

270,271, 272, 273, 274 (EtHg)

284,285, 286, 287, 288 (Hg(l)

256->241, 257->242, 258->243, 259->244,
260->245 (MeHg)

270->241, 271->242, 272->243, 273->244,
274->245 (EtHg)

284->241, 285->242, 286->243, 287->244,
288->245 (Hg(ll))

0V (MeHgy EtHg) y 1 V (Hg(ll))

Columna cromatografica DB-5MS

Temperatura inicial 50°C

Presidn 21psi

Flujo 2 mL/min

Columna 2 (Tubo de silice fundida desactivada)

Temperatura inicial
Presion

Flujo

50°C
2psi
4.5 mL/min
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3.3.6 Ecuaciones matematicas para la determinacion de metilmercurio, etilmercurio y

Hg(ll) mediante dilucién utilizando un trazador triple

Las ecuaciones generales de la dilucién isotépica con trazador triple estan basadas en aquellas
desarrolladas previamente para dos especies y dos trazadores. [20] En este caso, se tiene un

sistema de tres especies de Hg que se interconvierten tal y como muestra en la Figura 6.

Hg (1) -

F2 F4

F5 B
MeHg EtHg

F6

Figura 6. Representacién de los seis posibles factores de conversién en la

determinacion de MeHg, EtHg y Hg(Il).

Expresando las abundancias isotdpicas de la muestra isotdpicamente diluida como una funcion
de las abundancias isotdpicas naturales del Hg y las abundancias isotdpicas de los tres
trazadores isotdpicos enriquecidos se pueden obtener las fracciones molares de cada especie

inicialmente presente en la muestra mediante regresion lineal multiple.

Por tanto, para cada pico cromatografico se obtiene una matriz de ecuaciones similar a la
Ecuacion 1, la cual se resuelve mediante regresidn lineal multiple aplicando la funcién LINEST

de Microsoft EXCEL.

- A 198 198 198 198 ~

I A}l‘fs' nat MeHg Hg(1I) EtHg X o198
5 199 199 199 199 nat
Am nat MeHg Hg(1I) EtHg X e 199
MeHg
200| — | 200 200 200 200 S5 1
me| =A% AMeng Algan Afrwg [ X X *le (1)
201 201 201 201 201 Hg(II) e201
m nat MeHg Hg(1I) EtHg X 20
[ A202 202 202 Az202 202 EtHg e
m - L4 *nat MeHg Hg(1D) EtHg-

Una vez que los trazadores han sido anadidos a la muestra, se deben tener en cuenta las
reacciones de interconversidn entre los tres compuestos de Hg en los cuales se han
considerado las impurezas de cada una de las disoluciones. Para ello se establecen los

siguientes balances de masas:
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N:::g(m - (N:agt(n) =5 NHg(Il) re Ng%t(all-ll)g + NHg(Il))(l sy F4) =T (NMeHg + NMeHE

tHg(ID) tEtHg

Noasens: - Nigees JEL £ (N8 NE b N o N n ) FS

TEtHg nat tHg(ID) tMeHg tEtHg

MeH, MeH, MeH| MeH, e &)
Nm © = (Nnaet - i NtHeg(lgl) ¥ Ntr;el-lgg & Ntl!:}{g)(l —F2-F4+ (ant

Hg(1I) Hg(1D) EtHg EtHg EtHg EtHg
NtMeHg F NtBtHg)Fl + (Nnat ;.3 NtHg(ll) + NtMeHg ;.5 NtEtHg) F6

EtHg _ [ EtHg EtHg EtHg EtHg
N ™= = (Nnat F NtHg(m + NtMeHg + NtEtHg)(]' —F3—F6) + (Nnat
Hg() Hg(1) MeHg MeHg MeHg MeHg
Niveng + NtetHg)F4 + (Nnat + Ningar) + Neveng + NtEtHg) F5

nat

tHE(II)

Hg(11)
tHg(II) 2

Hg(ID) +Nug(u) +

Donde N es el numero de moles, m hace referencia a la muestra isotépicamente diluida, nat

hace referencia a la muestra de abundancia isotépica natural y tHg, tEtHg y tMeHg

corresponden a los tres trazadores isotépicos empleados.

Utilizando las fracciones molares obtenidas segin lo descrito en la ecuacién 1, se pueden

obtener los siguientes sistemas de ecuaciones:

XHEMONEEW - NHEID (1 — F2 — F4) + N)PEF1 + NETER3

nat nat nat

Hg(1T)  Hg(1) Hg(D) MeHg EtHg

KRN = NG (1~ B2 —Fa) + N ZEFI-£NCEE F3

tMeHg tMeHg tMeHg

XHEUD D _ NHEW () _ £ — F4) + NMHER] + NEHE E3

tEtHg tEtHg tEtHg tEtHg

XMeHENMEHE — NMeHE(1 — F1 — F5) + NEEWE2 + NEeRe

nat nat nat

MeH, MeHg _ \yMeHg Hg(II) EtH
xt,{g(,%)Nm = Nigggey(1 —F1—F5)+ NppunF2+ ngg,,Fe

XMeHE yMeHE _ NMeHE (1 F1 —F5) + N2V E2 + NE®E Fe

tMeHg 'm tMeHg tMeHg tMeHg

XeeeNm & = Nigme(1 — F1 — F5) + Ny F2 + Negro, F6

XEHENEHE — NE™ME(] — F3 — F6) + NEE'VF4 + NMHeps

nat nat

EtH EtH; EtH, Hg(II) MeH,
Xores N8 = No® (1 — F3 — F6) + NJEOU F4 + Niore F5

KN = = Nggee(1 —F3 —F6) + NpeupF4 + N S F5

tMeHg tMeHg

Koo Na &= Nk (1 = F3 - F6) - NpseJF4 + Nomr e FS

(9)

(10)
(11)
(12)

(13)
(14)
(15)
(16)
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Los factores de conversion pueden obtenerse simplificando estas ecuaciones para desarrollar

un sistema de seis ecuaciones con seis incognitas. Por ejemplo, dividiendo la ecuacién (6) por

la ecuacidn (7) se obtiene la ecuacion (17):

Hg(1l) ,,MeHg Hg(II) ,,MeHg Hg(Il) \,Heg(Il) _ +,Hg(Il) 5 Hg(ll)
(xtHg(Il)NtMeHg B xtMeHgN )Fl o % (XtMeHgNtHg\II} XtHg(Il)NtMeHg)Fz +

(K Nate — Xaae Nt F3 + (XnsomeNomam — XersNione) F4 +

tHg(II)" "tMeHg tMeHg tMeHg tHg(Il)
Hg(Il) ,Hg(Il) Hg L
(qugm)NtMeHg = XtMeHg tHg) 0 (17)

Dividiendo la ecuacién (6) por la ecuacién (8) se obtiene la ecuacion (18):

Hg(Il) , MeHg Hg(ll) MeHg Hg(ll) Hg(ll) Hg(Il) Hgm)
(XtHg(Il)NtEtHg = xtEtHg )Fl + (XtEtHg tHg(l) — XtHg(II) tEtHg)Fz +

Hg(ll) \, EtHg _ . Hg(l)y EtHg He(ll) \ He(l) Hg(ll) \ He(ll)
(X szgan Neerng XtEtHsNtngn)F3 + (XtgengNessgary — Xeugan Neewng ) F4 +

Hg(Il) 4, Hg(Il) Hg(ll) Hg(I)
(XtHg(H)NtEtHg - XtEtHg tx-xgun) (18)

Dividiendo la ecuacién (10) por la ecuacién (11) se obtiene la ecuacion (19):

MeHg Hg(II) XMeHg Hg(Il) )Fz 2

MeHg MeHg MeHg MeHg
(XtMeHg tHg(Il) — XtHg(Il) tMeHg)F iy (XtHg(m tMeHg ~ tMeHg tHg (1)

MeHg ,,MeHg MeHg ,,MeHg MeHg ,.EtHg MeHg ,,EtHg
(XtMeHgNtHg(Il) xtHg(lI)NtMeHg) F5 + (Xd{g(lI)NtMeHg XtMeHgNtHg(Il))F6 +
MeHg ,,MeHg MeHg,,MeHg s
(XtHg(II)NtBtHg T XtBtHgNtHgm )) =0 (19)

Dividiendo la ecuacién (10) por la ecuacién (12) se obtiene la ecuacién (20):

MeHg MeHg _  MeHg MeHg MeHg Hg(ll) MeHg, ,Hg(ll)
(XtEtHg tHg(Il) XtHg(lI) tEtHg)Fl 3 (XtHg(_II) tEtHg XtEtHgNtHg(_II))FZ +

MeHg,,MeHg _ (,MeHg ,,MeHg MeHg ,,EtHg _ (,MeHg, EtHg MeHg ,,MeHg
(XtEtHgNtHg(II) XtHg(H)NtEtHg)FS ¥ (XtHg(II)NtEtHg xtEtHgNtHg )F6 + (XtHg(Il)NtEtHg
MeHg MeHg
XeugNeng ) = (20)

Dividiendo la ecuacién (14) por la ecuacién (15) se obtiene la ecuacion (21):

EtHg EtHg EtHg EtHg EtHg Hg(l[) EtHg Hg(II)
(XtMeHg tHg(II) X tMeHg)F3 + (XtHg(lI) tMeHg ~ XtMeHg tHg\Il))F4 +

EtHg MeHg EtHg MeHg EtHg Et}ig EtHg EtHg
(Xtﬂg(ll)NtMeHg i XtMeHg tHg(lI))FS g (xtMeHg tHg(Il) — XtHg(II) tMeHg)F6 2 g

EtHg EtHg EtHg BtHg
(XtHg(Il)NtMeHg 3 xt.MeHg ) =0 (21)

Dividiendo la ecuacién (14) por la ecuacién (16) se obtiene la ecuacidn (22):
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EtHg EtHg NHe(D EtHg \rHs(Il) EtHg A\ M Hg
(X N (n) — Xine N )F3 + (Xmgxx) tEgd{g = X1Ed§gNtHg(l[))F4 + (xmgm)N x

EtH
foige Nitie ©)FS + (X Ny — Xaig-Nipue) F6 + (X5 Niztre — XizaeNeagmy) = 0

(22)

tHg(ID)

De este modo se llega a un sistema lineal de seis ecuaciones (17 a la 22) con seis incégnitas (los

seis factores de conversiéon F1 a F6). Una vez determinados dichos factores mediante la

resolucidn del sistema anterior, se calcula la cantidad de especies de Hg enddgenas que hay en

la mezcla. Para llevar a cabo este calculo se debe resolver una matriz de tres ecuaciones con

tres incognitas dividiendo la ecuacién (5) por la (6), la (9) por la (11) y la (13) por la (16) dando

lugar a las ecuaciones (23), (24) y (25):

X Nngt (1 — F2 — F4) + Xghn F1 + Nom® + XghohF3 Nog® = Xoo Neghy (1 —

F2 — F4) + Xpo 'Noth F1 + XnitNesay F3 (23)
MeHg MeHg MeHg Hg(ll) MeHg EtHg MeHg, . MeHg ..
tMe}lg nat (1 i e FS) + XtMeHgFZ Nnat T xtMeeHgF6 N Xnaet NtMeHg(l o

F1—FS) + Xpa “Noveeris F2 + Xpae " Neytestg F6 (24)

o Now 8(1 — F3 — F6) + Xipe,F4 Nog

EtHg MeHg __ « EtHg,,EtHg
tEtHg" ' nat nat + XtEtHng N =X NtEtHg(l B3

nat nat

EtHg  Hg(Il) EtHg,  MeH
F6) + XnathtEgtHg F4 + XnathtE:HE F5 (25)
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Resultados y discusién

4. Resultados y discusion

4.1 Optimizacion del volumen de disoluciéon derivatizante NaBPr4

Para llevar a cabo el andlisis de muestras reales, se procedié en primer lugar a la optimizacion
del volumen de derivatizante NaBPr4 necesario para obtener la mayor sensibilidad en cada una
de las especies de Hg y al mismo tiempo la menor interconversion entre especies. Para ello se
analizo el material de referencia SRM 955c (sangre de cabra) certificado en Hg total utilizando
distintos volimenes (entre 600 y 1000 pL) de la disolucién derivatizante de NaBPr, al 2%. Los
resultados obtenidos para cada especie en cada volumen de derivatizante se muestran en la

Figura 7.

8,00E+05
7,00E+05
6,00E+05

5,00E+05

4,00E+05
3,00E+05
2,00E+05
1,00E+05 i i i
0,00E+00

600 pL 700 pL 800 pL 1000 pL

V derivatizante

cuentas

H MeHg HWEtHg mHg(ll)

Figura 7. Sensibilidad obtenida en el sistema GC-ICP-MS para MeHg, EtHg y Hg(ll) en el andlisis
del material de referencia certificado NIST SRM 955c empleando distintos volumenes de una
disolucion de NaBPr, al 2%.

Los resultados muestran que utilizando 600 uL de derivatizante se obtiene la sensibilidad mas
alta para las tres especies de Hg. Sin embargo, también hay que tener en cuenta las
transformaciones entre las especies, ya que éstas también dependen del volumen de
derivatizante. La Figura 8 muestra que las reacciones de interconversién mds probables son F1
y F3, es decir, la conversién del MeHg y del EtHg en Hg(ll), respectivamente y que para 600 pL
se obtienen las menores interconversiones. Por tanto, se decidié utilizar este volumen de

derivatizante en los andlisis posteriores a lo largo de este Trabajo.
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V derivatizante

HF1 MeHg-->Hg(ll) ®F2 Hg(Il) ->MeHg i F3 EtHg--> Hg(ll)
M F4 Hg(Il)--> EtHg  ® F5 MeHg--> EtHg © F6 EtHg--> MeHg

Figura 8. Porcentajes de las distintas conversiones que tienen lugar entre las distintas especies
de mercurio al analizar el material de referencia certificado SRM 955c por GC-ICP-MS
empleando distintos volimenes de una disolucion de NaBPr4 al 2%.

4.2 Optimizacion del tiempo de integracion en GC-ICP-MS

En los analisis llevados a cabo mediante GC-ICP-MS fue necesario optimizar el tiempo de
integracion, es decir, el tiempo de adquisicion que emplea el espectrémetro de masas en cada
uno de los isdtopos monitorizados para cada una de las especies de mercurio. Para llevar a
cabo esta optimizacidn se analizé el material de referencia SRM 955c certificado en Hg total.

Los resultados obtenidos para esta optimizacion se pueden observar en la Figura 9 y 10.
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Figura 9. Niveles de concentracién de mercurio total obtenidos al analizar el material de
referencia certificado SRM 955c por GC-ICP-MS utilizando diferentes tiempos de integracion
(50-100ms). El valor del mercurio total se calculd a partir de la suma de las tres especies de Hg
cuantificadas en la muestra.

L] 26 28

50 ms 60 ms 80 ms 100 ms

Figura 10. Perfiles de pico obtenidos para los isdtopos °®Hg, '*°Hg, 2°°Hg, °'Hg y 2%°Hg
proveniente del MeHg presente en el material de referencia SRM 955c mediante GC-ICP-MS
utilizando diferentes tiempos de integracion (50, 60, 80 y 100 ms).

La forma que presentan cada uno de los picos cromatograficos de cada isdtopo de Hg pueden
influir en la cuantificacion del compuesto. Para que las relaciones isotdpicas que se

establezcan sean precisas, es necesario que los picos sean lo mas estrechos posible y que,
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ademas, las puntas de los picos de cada uno de los isétopos coincidan en el mismo valor m/z.

[23]

En la Figura 10 se puede observar que en el caso del MeHg en el material SRM 955c¢, cuando el
tiempo de integracidn es igual a 80 ms, los maximos de los picos cromatograficos de los
distintos isdtopos de Hg estan alineados mientras que a 100 ms se empieza a observar el
efecto del desplazamiento espectral. En el caso de valores mas bajos como 50 ms, se observa
el efecto contrario, se obtienen picos perfectamente centrados pero también una inestabilidad
en las sefiales y menor sensibilidad. En este rango de tiempo de integracidn no se observan
condiciones extremas por lo que todos los tiempos de integracion proporcionan valores de Hg
total dentro del rango certificado. Sin embargo, se seleccioné para experimentos posteriores el
tiempo de integracién de 80 ms al presentar una buena sensibilidad y una ausencia de

desplazamiento espectral.

4.3 Optimizacion de la energia de colision en el sistema GC-MS/MS

El andlisis de las muestras acoplando la Cromatografia de Gases a una fuente de ionizacidn
electrénica se realizé utilizando el mismo equipo GC-MS/MS de triple cuadrupolo en dos
modos distintos: SIM y SRM. En el modo SIM los iones generados en la fuente de ionizacion
son analizados en el primer cuadrupolo mientras que el segundo analizador de masas actua

III

como “tunel” de iones. En el modo SRM se lleva a cabo, en primer lugar, una seleccién de los
iones precursores de interés. Posteriormente, se hacen pasar por la celda de colision, que es
un hexapolo presurizado con nitrégeno y se aplica una diferencia de potencial entre la entrada
y la salida de la celda (energia de colisién). Al aplicar la energia de colisidn se consigue que los
iones precursores choquen contra las moléculas de nitrégeno y se fragmenten dando los iones
producto. Los fragmentos producidos dependeran de la energia aplicada. Estos fragmentos
seran analizados por el segundo cuadrupolo que se encuentra a continuacién de la celda de
colisién. De esta forma conseguimos seleccionar los iones precursores, fragmentarlos vy
analizar sus iones producto. Esta fragmentacidon nos aporta no solo informacién estructural
sobre la molécula, permitiéndonos la separacién e identificacion de compuestos en mezclas

complejas, sino también un alto grado de selectividad, lo que se traduce en una disminucion

drastica de la relacion sefial/ruido en comparacion con otros modos de medida como el SIM.

Para optimizar la energia de colisidn se analizé un patrén que contenia las tres especies de Hg
de abundancias isotépicas naturales en la misma concentracién y se monitorizaron las

transiciones que se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7. Transiciones monitorizadas para la optimizacién de la energia de colisién en el andlisis
de un patrén de MeHg, EtHg y Hg(ll) de abundancias isotdpicas naturales.

Transiciones monitorizadas

MeHg EtHg Hg(11)
256->241 270->241 284->241
257->242 271->242 285->242
258->243 272->243 286->243
259->244 273->244 287->244
260->245 274->245 288->245

Todos los iones precursores siguen el mismo proceso de fragmentacion por ejemplo para el
Me2%2HgPr (m/z 260), la disociacién inducida por colisidn (CID) fragmenta el ién en 2°2HgPr (m/z
245). De este modo las transiciones de los tres compuestos tienen en comun la identidad del
idn producto. El intervalo de energias de colisién que se empled para llevar a cabo este estudio

fue desde 0 V hasta 20 V.

Los resultados obtenidos para cada una de las especies en funcién de la sensibilidad

instrumental obtenida se muestra en las Figuras 11, 12y 13.

MeHg

3500,0
3000,0 @ 5
2500,0
2000,0 0
1500,0 0
1000,0 5
500,0 g =
0,0

Intensidad (cuentas)

0 5 10 15 20 25
Energia de colision (V)

Figura 11. Sensibilidad obtenida para la transicion 260 = 245 del MeHg empleando diferentes
energias de colision (0-20 V).
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EtHg
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Figura 12. Sensibilidad obtenida para la transicién 274 - 245 del EtHg empleando diferentes
energias de colision (0-20 V).
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Figura 13. Sensibilidad obtenida para la transicion 288 = 245 del Hg(Il) empleando diferentes
energias de colision (0-20 V).

A la vista de los resultados, se observa que para el MeHg y el EtHg se obtuvo una mayor
sensibilidad a 0 V mientras que el Hg (ll) presentaba una mayor sensibilidad a 1 V. A pesar de
obtener desviaciones estandar mayores para los valores de energia mas pequefios, la
diferencia de sefial entre los distintos valores de energia es muy notable, por lo que

obtendremos mejores fragmentaciones a los valores de energia mencionados.
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4.4 Determinacion del porcentaje de humedad
El porcentaje de humedad determinado en los diferentes materiales de referencia certificados

siguiendo el procedimiento descrito en la seccién 3.3.1 se presenta en la Tabla 8.

Tabla 8. Porcentajes de humedad determinados en tres de los materiales de referencia
certificados analizados a lo largo de este Trabajo Fin de Master.

MRC Matriz Humedad (%)
DOLT-4 Higado de pez perro 4,5
IAEA-086 Pelo humano 11,2
IAEA-085 Pelo humano 9,5

4.5 Andlisis de Materiales de Referencia Certificados

A lo largo de este Trabajo de Fin de Master se aplicd el mismo procedimiento de preparacién
de muestra para el analisis de varios Materiales de Referencia Certificados (CRMs) y cada una
de las muestras se analizé utilizando tres técnicas de determinacion: GC-ICP-MS, GC-MS y GC-
MS/MS. Para ello el mismo equipo GC-MS/MS se utilizé para medir las muestras en modo SIM

y SRM. Los resultados se detallan a continuacidn.
4.5.1 Analisis del material DOLT-4 (Higado de pez perro)

Los cromatogramas correspondientes a la determinacion del metilmercurio, etilmercurio y
mercurio inorganico por GC-ICP-MS, GS-MS en modo SIM y GS-MS/MS en modo SRM para el
material DOLT-4 se muestran en las Figuras 14, 15 y 16, respectivamente. En el andlisis de este
material, al no presentar EtHg, se afiadié EtHg enriquecido en una cantidad sensiblemente

inferior a la del *?MeHg y *°Hg.
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Figura 14. Cromatograma GC-ICP-MS de los is6topos de Hg 198, 199, 200, 201 y 202 obtenido
en el analisis de especiacién de mercurio del material DOLT-4.
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Figura 15. Cromatograma GC-MS donde se muestra la sefial suma de intensidades de las

relaciones m/z medidas (TIC, Total lon Count) obtenido en el andlisis de especiacién de

mercurio del material DOLT-4 obtenido en modo SIM.

32



Resultados y discusién

%102 [+E1 TIC MRM (= -> =) 15050727.d
72541
74
6754
65 MeHg
6251
64
5,754
55
5251
54
4751
45
425
Al
3754
35
3254
24
o Hg(l)
25
225
24
1.75
154
125
14
0.75- EtHg
054
0254
0

35 36 37 38 39 4 41 42 43 44 45 46 47 48 43 5 51 52 53 54 55 56 57 58
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 16. Cromatograma GC-MS/MS donde se muestra la suma de intensidades de las
diferentes transiciones medidas obtenido en el andlisis de especiacion de mercurio del
material DOLT-4 en el modo SRM.

Como se puede observar en los cromatogramas de las Figuras 14, 15 y 16 los picos

cromatograficos de cada una de las especies de mercurio estan completamente resueltos.

En la Tabla 10 se muestran los niveles de concentracion de MeHg, Hg(ll) y Hg total en el
material DOLT-4 (Higado de pez perro) obtenidos mediante GC-ICP-MS, GC-MS (SIM) y GC-
MS/MS (SRM).

A la vista de los resultados, podemos afirmar que los métodos de andlisis utilizados con este
material nos proporcionan resultados dentro de los niveles certificados de MeHg (1,33 + 0,12

ug g1) y de mercurio total (2,58 £ 0,22 pg g?).

Ademas, la Tabla 9 muestra los valores de desviacion estandar relativa (%) por lo que se puede

observar que se obtienen valores RSD menores del 7% entre n=3 extracciones independientes.
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Tabla 9. Valores de concentracidon obtenidos para las tres especies de mercurio y para el Hg
total (suma de las tres especies) en el material DOLT-4 analizado mediante GC-ICP-MS, GC-MS
y GC-MS/MS. La incertidumbre de los valores corresponde a la desviaciéon estandar obtenida
de n=3 inyecciones independientes. La tabla muestra también los valores de la desviacidn
estandar relativa RSD (%).

GC-ICP-MS GC-MS GC-MS/MS Valores

certificados

C(ugeg?) RSD%  C(ugg') RSD%  C(ugg?) RSD%  C(ugg?)
MeHg 1,34+0,02 1,61 1,36 £ 0,02 1,7 1,34+ 0,03 2,0 1,33+0,12
EtHg No detectado - No detectado - No detectado - -
Hg(Il) 1,36 £ 0,08 5,61 1,22 £ 0,05 3,7 1,20+ 0,08 6,5 -
THg 2,70 £ 0,08 2,93 2,58 + 0,05 2,1 2,54 £ 0,09 3,6 2,58+0,22

4.5.2 Analisis del material IAEA-086 (Pelo humano en el que el MeHg es enddgeno)

Los cromatogramas correspondientes a la separacién y posterior determinaciéon de las
especies de mercurio presentes en el material IAEA-086 por GC-ICP-MS, GC-MS y GC-MS/MS se

pueden apreciar en las Figuras 17, 18 y 19, respectivamente.
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Figura 17. Cromatograma GC-ICP-MS de los is6topos de Hg 198, 199, 200, 201 y 202 obtenido
en el analisis de especiacién de mercurio del material IAEA-086.
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Figura 18. Cromatograma GC-MS donde se muestra la sefial suma de intensidades de los
distintos m/z medidas (TIC, Total lon Count) obtenido en el andlisis de especiacion de mercurio
del material IAEA-086 obtenido en modo SIM.
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Figura 19. Cromatograma GC-MSMS donde se muestra la suma de intensidades de las
diferentes transiciones medidas obtenido en el andlisis de especiacion de mercurio del
material IAEA-086 en el modo SRM.

Al igual que el anterior material podemos observar que, al no presentar niveles apreciables de

EtHg, se afiadié EtHg enriquecido en una cantidad inferior a la de 2°!MeHg y **°Hg. En el caso
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de los cromatogramas obtenidos en el andlisis por GC-MS y GC-MS/MS observamos como en el
modo SIM se consiguen unos picos con mayor intensidad, pero también con una seial de
fondo mucho mas alta. Sin embargo, en GC-MS/MS en modo SRM, aunque la intensidad es

menor, también lo es la sefial del fondo por lo que se mejora el limite de deteccidn.

En la Tabla 10 se muestran los resultados obtenidos con los tres espectrdmetros de masas
utilizados. Podemos afirmar que la cuantificacién del mercurio total concuerda con el valor
certificado aunque se encuentran diferencias significativas entre los valores de mercurio total
obtenidos con cada equipo. En el caso de las concentraciones obtenidas para las especies de

Hg no se encontraron diferencias significativas entre las tres técnicas para el MeHg y el Hg(ll).

Observamos que obtenemos un precisién aceptable para todas las especies excepto para el
EtHg al analizarse por GC-MS y GC-MS/MS debido a que la concentracién del EtHg es muy baja
en comparacion con las otras especies, como en el caso del DOLT-4 y el equipo no posee

suficiente sensibilidad.

Tabla 10. Valores de concentracion obtenidos para las tres especies de mercurio y para Hg
total (suma de las tres especies) en el material IAEA-086 por GC-ICP-MS, GC-MS y GC-MS/MS.
La incertidumbre de los valores corresponde a la desviacion estdndar obtenida de n=3
extracciones independientes. La tabla muestra también los valores de la desviacidn estandar
relativa RSD (%).

GC-ICP-MS GC-MS GC-MS/MS Valores

certificados

C(ugg") RSD%  C(ugg?) RSD % C(ugg') RSD%  C(ugg?)
MeHg 0,29+0,02 7,9  0,28+0,00 1,1 030+0,01 1,7 0,26+0,02
EtHg 0,03+0,00 6,6 No - No - -
detectado detectado
Hg(l) 0,29+0,02 74  0,28+0,02 6,3 0,26+0,01 4,6 -
THg 0,62+0,03 51  0,56+0,02 3,2 0,56+0,02 2,7 0,57+0,04
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4.5.3 Analisis del material IAEA-085 (Pelo humano en el que el MeHg ha sido aiadido a la

matriz)

Cabe resaltar que existen dos grandes diferencias entre el material IAEA-085 y el material
IAEA-086. En primer lugar, el nivel de concentracion de MeHg en el material IAEA-085 es 100
veces superior al del IAEA-086. La segunda diferencia entre los materiales es que en el IAEA-
086 el MeHg es endégeno de la muestra mientras que en el IAEA-085 el MeHg se afiadid al
pelo artificialmente. Los cromatogramas correspondientes a la determinacion de las especies
de mercurio presentes en el material IAEA-085 llevado a cabo por GC-ICP-MS, GC-MS y GC-

MS/MS se pueden observar a continuacion en las Figuras 20, 21 y 22, respectivamente.
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Figura 20. Cromatograma GC-ICP-MS de los is6topos de Hg 198, 199, 200, 201 y 202 obtenido
en el analisis de especiacién de mercurio del material IAEA-085.
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Figura 21. Cromatograma GC-MS donde se muestra la sefial suma de intensidades de los

distintos m/z medidas (TIC, Total lon Count) obtenido en el ana
del material IAEA-085 obtenido en modo SIM.
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Figura 22. Cromatograma GC-MSMS donde se muestra la suma de intensidades de las
diferentes transiciones medidas obtenido en el andlisis de especiacion de mercurio del
material IAEA-085 en el modo SRM.

Observando los cromatogramas podemos concluir que tampoco en este caso hay EtHg en la
muestra. En el caso del andlisis por ICP-MS se detecta una pequefia concentracion debido al
trazador afiadido, pero en el caso del anélisis por GC-MS y GC-MS/MS esta ya no se puede

apreciar.
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En la Tabla 11 se muestran los resultados obtenidos para las tres especies de Hg con los tres
espectrometros de masas utilizados. En el caso del MeHg los tres equipos proporcionan
valores dentro del rango certificado. Sin embargo el resultado obtenido por GC-MS es
estadisticamente diferente al obtenido por las otras dos técnicas si consideramos su
desviacion estandar. En el caso del EtHg, los resultados obtenidos indican que la concentracion
de este compuesto esta cerca del limite de deteccion del GC-ICP-MS y del GC-MS/MS mientras
qgue no se puede detectar mediante GC-MS en modo SIM. Respecto al THg el valor obtenido

con todas las técnicas concuerda con el valor certificado.

Tabla 11. Valores de concentracién obtenidos para las tres especies de mercurio y para Hg
total (suma de las tres especies en el material IAEA-085 por GC-ICP-MS, GC-MS y GC-MS/MS.
La incertidumbre de los valores corresponde a la desviacidn estandar obtenida de n=3
inyecciones independientes. La tabla muestra también los valores de la desviacién estandar
relativa RSD (%).

GC-ICP-MS GC-MS GC-MS/MS Valores
certificados

C(ugeg?) RSD%  C(ugg') RSD% C(ugg') RSD%  C(ugg?)
MeHg 23,35+0,29 1,25 22,50+0,02 0,1 23,10+0,40 1,7  22,9+1,00
EtHg 0,002 +0,001 44,52 No ] No }
detectado detectado
Hg(l) 0,77+0,01 090 0,70+0,02 3,1  0,73+0,29 3,9
THg 24,12+0,29 121 23,20+0,04 0,2 23,74+039 16  23,20+0,80

4.5.4 Analisis del material SRM 955c Nivel 4 (sangre de cabra)

El nivel 4 del material SRM 955c esta certificado en THg, por lo que solamente se podra utilizar
este parametro para evaluar la exactitud del método de preparacion de muestra y de la
determinacidn mediante los tres espectrometros de masas. Los cromatogramas obtenidos
para la separacién y posterior determinacion de las especies de mercurio en el material SRM
955¢c por GC-ICP-MS, GC-MS y GC-MS/MS se muestran en las Figuras 23, 24 y 25,
respectivamente.
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Figura 23. Cromatograma GC-ICP-MS de los is6topos de Hg 198, 199, 200, 201 y 202 obtenido
en el analisis de especiacién de mercurio del material SRM 955c.
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Figura 24. Cromatograma GC-MS donde se muestra la sefial suma de intensidades de los
distintos m/z medidas (TIC, Total lon Count) obtenido en el andlisis de especiacion de mercurio
del material SRM 955c obtenido en modo SIM.
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Figura 25. Cromatograma GC-MSMS donde se muestra la suma de intensidades de las
diferentes transiciones medidas obtenido en el andlisis de especiaciéon de mercurio del
material SRM 955c en el modo SRM.

A la vista de los cromatogramas podemos concluir que, a pesar de la complejidad que presenta
la matriz de sangre, podemos separar las tres especies mediante GC-ICP-MS sin interferencias
espectrales. Sin embargo, cuando analizamos esta matriz mediante GC-MS en modo SIM e
incluso mediante GC-MS/MS, el perfil cromatografico del metilmercurio se encuentra
interferido. En el caso del EtHg por GC-MS se observa que en la ventana de tiempo
correspondiente al etilmercurio eluye otro compuesto, sin embargo, al estar los picos
perfectamente resueltos, este compuesto no nos influye ya que conocemos el tiempo de

retencién de nuestro compuestos cuando utilizamos estas condiciones.

En este caso, como en el andlisis del IAEA-086, observamos como el cromatograma
correspondiente al andlisis por GC-MS proporciona una sefial mas intensa que en GC-MS/MS.
Sin embargo, el cromatograma correspondiente al analisis por GC-MS/MS nos proporciona una

sefial de fondo mucho mas baja que hace que la relacién sefial/ruido sea mejor.

La comparacion de las concentraciones de las diferentes especies de mercurio obtenidas tras
el analisis del SRM 955c Nivel 4 Sangre de cabra utilizando las tres técnicas se pueden

observar en la Tabla 12.

Las tres técnicas de deteccidn proporcionan un valor de THg que concuerda con el rango
certificado. Sin embargo, la integracion del pico de MeHg por GC-MS y GC-MS/MS es muy

probable que no proporcione resultados fiables. Por esta razén los resultados mas fiables
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obtenidos en esta matriz tan complicada son los obtenidos mediante GC-ICP-MS ya que esta

libre de interferencias espectrales. Por ejemplo, el valor de MeHg por GC-MS difiere

significativamente del obtenido por las otras dos técnicas. Cabe resaltar que este material

presenta una matriz muy compleja, lo que hace que la extraccidn de las especies y la limpieza

de las muestras sea extremadamente complicada. Esto se pone de manifiesto cuando se

evalua la incertidumbre asociada a los valores de concentracidn particularmente para el GC-

MS y el GC-MS/MS.

Tabla 12. Valores de concentracién obtenidos para las tres especies de mercurio y para Hg
total (suma de las tres especies) en el material SRM 955c¢ por GC-ICP-MS, GC-MS y GC-MS/MS.
La incertidumbre de los valores corresponde a la desviacion estdndar obtenida de n=3

inyecciones independientes. La tabla muestra también los valores de la desviacién estandar
relativa RSD (%).

GC-ICP-MS GC-MS GC-MS/MS Valores
certificados
C(ngg?) RSD % C(ngg?) RSD % C(ngg?) RSD % C(ngg?)
MeHg 6,72+0,24 3,6 10,15+1,49 147 6,07+132 21,7 -
EtHg 6,24 £ 0,28 4,0 6,64 £ 0,37 5,6 6,15+ 2,34 38,0 -
Hg(l) 19,61+054 2,7  1897+0,92 48  1690%067 3,9 -
THg 33,16 £ 0,65 1,96 35,76 £ 1,75 4,9 29,12 £ 2,58 8,8 32,20 £1,99
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Conclusiones

4. Conclusiones

A lo largo de este Trabajo Fin de Master se ha llevado a cabo la determinacién de MeHg, EtHg
y Hg (ll) por cromatografia de gases acoplada a tres analizadores de masas diferentes en los
materiales de referencia certificados DOLT-4, IAEA-085, IAEA-086 y SRM 955c. Los resultados

obtenidos han dado lugar a las siguientes conclusiones:

Los valores de concentracion obtenidos para los materiales DOLT-4, IAEA-085 y IAEA-
086 concuerdan con los valores certificados. Por lo tanto, el tratamiento matematico
de los datos experimentales teniendo en cuenta las impurezas de los trazadores

isotdpicos y las posibles interconversiones entre especies es correcto.

Los anélisis del material SRM 955c (sangre de cabra) mediante GC-MS y GC-MS/MS
muestran problemas de interferencias espectrales en la determinacion de MeHg. Por
lo que la técnica GC-ICP-MS resulta la mas adecuada para analizar matrices complejas
como la sangre, ya que ofrece la mejor sensibilidad y estd menos afectada por

interferencias espectrales.

Los andlisis llevados a cabo por GC-MS/MS en modo SRM son mas sensibles que por
GC-MS en modo SIM, ya que ademas de medir los iones formados en una fuente de
ionizacion con el primer cuadrupolo, realizamos una segunda seleccion con el segundo
cuadrupolo de los iones producto generados en la celda de colision. De esta manera, al
ser un andlisis mas especifico, obtenemos menor sefial neta pero una mayor

sensibilidad al evitar interferencias.

Se ha validado el método de dilucién isotépica con trazador triple y el proceso de
preparacion de muestra asociado ya que el método proporciona valores que
concuerdan con los valores certificados de los materiales DOLT-4, IAEA-086, IAEA-085
y SRM 955c. Solamente los valores de MeHg en el material SRM 955c¢ por GC-MS y GC-

MS/MS ofrecen dudas debido a la presencia de interferencias espectrales.
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