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Acronimos y abreviaturas

AAS Espectrometria de absorcién atomica
(Atomic Absorption Spectrometry)

APDC Pirrolidin ditiocarbamato amonico
(Ammonium pyrrolidinedithiocarbamate)

CV-AFS Espectrometria de fluorescencia atdomica
de vapor frio (Cold Vapour Atomic
Fluorescense Spectrometry)

CV-AAS Espectrometria de absorcion atdomica de
vapor frio (Cold Vapour Atomic absorption
Spectrometry)

DDTC Dietilditiocarbamato de sodio (Sodium
Diethyldithiocarbamate)

DDTP Acido dietilditiofosférico

(diethyldithiophosphoric acid)

DLLME Microextraccion  Dispersiva  Liquido-
Liquido (Dispersive  Liquid Liquid
Microextraction)

ETAAS Absorcién atomica con atomizacién

electrotérmica (Electrothermal Atomic
Absorption Spectrometry)

FAAS Absorcion atomica con llama (Flame
Atomic Absorrption Spectrometry)

FP Factor de preconcentracion

ICP-MS Espectrometria de masas de plasma de
Acoplamiento  Inductivo  (Inductively
Coupled Plasma-Mass Spectrometry)

LC Limite de cuantificacion
LD Limite de deteccion
LPME Microextraccion en fase liquida (Liquid-

Phase Microextraction)

SPME Microextraccion en fase sdlida (Solid
Phase Microextraction)

VALLME Microextraccién Liquido-Liquido asistida
por Agitacion con Vértice (Vortex Assisted
Liquid-Liquid Microextraction)



Resumen

En este trabajo de fin de grado se realiza la determinacién de mercurio a nivel ultra-traza
en muestras de agua de mar. Para ello, se utiliza una técnica de preconcentracién
basada en la microextraccion liquido-liquido asistida por vortice (VALLME) y como
método analitico la espectrometria de absorcién atomica (AAS) mediante un analizador
directo de mercurio (DMA-80).

Ademas, se realiza una revisidn bibliografica para determinar las condiciones de
extraccion adecuadas. Se prueban 3 disolventes de extraccién organicos (hexano,
octanol y acetato de etilo) y se determina que agente quelatante genera mayor sefial
analitica de mercurio; los seleccionados tras el estudio bibliografico fueron el
dietilditiocarbamato (DDTC) y el pirrolidin ditiocarbamato aménico (APDC). Una vez
realizados los ensayos previos de optimizacion con agua de mar sintética al 35%. como
muestra, se establecieron los parametros mas importantes implicados en la técnica de
microextraccion VALLME: pH 3,5; volumen de hexano (300 uL), concentracion de APDC
(0,125 mM), tiempo de voértice (4 minutos) y fuerza idnica (en este caso sin adicion de
NaCl).

Por ultimo, se tratan los datos generados y se estudian las caracteristicas analiticas del
método: rectas de calibrado, precision, limites de deteccién y cuantificacion, y la
exactitud mediante el analisis de materiales de referencia (NASS-7, SLEW-3, BCR-505).
Finalmente, la metodologia optimizada y validada se aplica al andlisis de Hg en

muestras de agua de mar recogidas en distintos puntos de la costa de A Corufia.

Palabras clave: Microextraccion liquido-liquido asistida por vértice (VALLME), mercurio,
agua de mar, espectrometria de absorcion atémica (AAS) y analizador directo de
mercurio (DMA-80).



Resumo

Neste traballo de fin de grao realizase a determinacién de mercurio a nivel ultra-traza
en mostras de auga de mar. Para iso, emprégase unha técnica de preconcentracion
baseada na microextraccion liquido-liquido asistida por vortice (VALLME) e coma
método analitico a espectrometria de absorcion atémica (AAS) mediante un analizador
directo de mercurio (DMA-80).

Ademais, realizase unha revision bibliografica para determinar as condicidons de
extraccion axeitadas. Se proban 3 disolventes de extraccion organicos (hexano, octanol
e acetato de etilo) e determinase que axente quelatante xera maior sinal analitico de
mercurio, os seleccionados tras o estudo bibliografico foron o dietilditiocarbamato
(DDTC) e o pirrolidin ditiocarbamato amaénico (APDC). Unha vez realizados os ensaios
previos de optimizaciéon con auga de mar sintética ao 35%. como mostra, establecéronse
0s parametros mais importantes implicados na técnica de microextraccion VALLME: pH
3,5; volume de hexano (300 pL), concentracién de APDC (0,125 mM), tempo de vortice

(4 minutos) e forza idnica (neste caso sen adicion de NaCl).

Por ultimo, tratanse os datos xerados e estudanse as caracteristicas analiticas do
meétodo: rectas de calibrado, precision, limites de deteccion e cuantificacion, e a
exatitude mediante o analise de materiais de referencia (NASS-7, SLEW-3, BCR-505).
Finalmente, a metodoloxia optimizada e validada aplicase ao analise de Hg en mostras

de auga de mar recollidas en distintos puntos da costa da Coruna.



Abstract

In this project, mercury quantification at ultra-trace level in seawater samples has been
carried out by using vortex-assisted liquid-liquid microextraction (VALLME) as
preconcentration technique, and atomic absorption spectrometry (AAS) by direct

mercury analyzer (DMA-80) as analytical method.

Also, a review to extraction conditions assessment has been carried out. Three organic
solvents (hexane, octanol and ethyl acetate) and two chelating agents
(diethyldithiocarbamate, DDTC and ammonium pyrrolidine dithiocarbamate, APDC)
have been tested. After VALLME optimization by using synthetic seawater (35%o), the
most important parameters involved were established: pH 3,5; hexane volume (300 pL),
APDC concentration (0.125 mM), vortex time (4 minutes) and ionic strength (in this case
without addition of NaCl).

Finally, data is treated and the figures of merit have been studied: calibration graph,
precision, detection and quantification limits, and accuracy through the analysis of
reference materials (NASS-7, SLEW-3, BCR-505). Finally, optimized and validated
methodology has been applied to the analysis of Hg in seawater samples collected at

different points along the coast of A Corufa.



1. Obijetivos

1.1. Objetivo general

Hoy en dia es de gran importancia el estudio de la calidad del agua del mar, la presencia
de elementos toxicos a niveles traza, como los metales pesados, puede afectar
negativamente a la salud humana y al medio ambiente. El seguimiento y la regulacion
de la concentracién son acciones de vital importancia, ademas, del desarrollo de

técnicas analiticas de determinacion de metales traza.

El objetivo principal de este Trabajo de Fin de Grado se basa en la determinacion y
cuantificacién de Hg presente en muestras de agua de mar pertenecientes a la costa de
la ciudad de A Corufia (de las playas de Riazor, las Lapas, Adormideras, Oza, Santa
Cristina y de la ria del Burgo), previa optimizacién de los parametros de extracciéon para
la técnica VALLME (como son el disolvente de extraccion, el pH, el tiempo de agitacion,

la fuerza iénica, el volumen de disolvente extractante y la concentracion de quelatante).

1.2. Objetivos especificos

e Aplicaciéon de la técnica verde de microextraccién liquido-liquido asistida por
vortice (VALLME) para la extraccion y preconcentracion del mercurio.

e Determinacion de Hg mediante la aplicacion de la espectrometria de
absorcion atomica con un analizador directo de mercurio (DMA-80).

o Estudio y seleccion de los parametros 6ptimos para el proceso de extraccion.

o Estudio de la exactitud, precisién y de los limites de deteccién y cuantificacion

gracias al analisis de materiales de referencia.



2. Introduccion

Los metales pesados, como el mercurio, son elementos toxicos que se pueden acumular
en los organismos vivos y pueden causar graves problemas de salud en seres humanos
y en el medio ambiente, por lo tanto, es de especial importancia su seguimiento y el

estudio de sus fuentes de origen.

El mercurio es un metal de transicion, de color gris brillante, que se encuentra en estado
liquido a temperatura ambiente. Destaca su uso en el ambito cientifico e industrial

debido a sus propiedades quimicas y fisicas de interés.

A causa de sus peculiares propiedades, éste es muy usado tanto en la disciplina de la
quimica, para la construccién de, por ejemplo, electrodos de calomelanos, que se
emplean en la medida de pH, tubos de rayos X o barémetros, como en la disciplina de
la medicina para la creacion de termdmetros o en la odontologia para realizar empastes
de dientes. En la actualidad no es muy utilizado en esta rama debido a la alta toxicidad

que presenta’.

El mercurio es relativamente inerte, su forma elemental forma amalgamas facilmente
con metales nobles (Au, Ag, Pt, Pd). Esta propiedad permite la preconcentracion de este

previa a su determinacion analitica?.

Sus diferentes especies tanto organicas (las que presentan mayor toxicidad) como

inorganicas, afectan a los sistemas nerviosos central y periférico.

Las especies de este elemento son muy volatiles y, consecuentemente, peligrosas,
pueden ser transportadas con facilidad a grandes distancias por el aire y las

precipitaciones.

La capacidad de los sedimentos para retener este metal puede retrasar la eliminacion
de la contaminacion durante afios. El mercurio inorganico puede ser metilado por los
microorganismos (Figura 1) que se encuentran en los sedimentos formando compuestos

de gran toxicidad?.
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Figura 1. Ciclo del mercurio'.

Las liberaciones al medio ambiente se originaron debido a fuentes naturales como
volcanes y a la actividad humana mediante la produccion de cemento, fundiciones, la

mineria u otras acciones®.

Es un elemento toxico, que se puede acumular en los organismos vivos y puede causar
graves problemas de salud en seres humanos y en el medio ambiente. El riesgo por
ingestién o inhalacion de vapor de mercurio puede ser perjudicial o mortal en ocasiones,
afectando tanto al sistema nervioso como inmunitario, al aparato digestivo, los pulmones
y los rifiones. Ademas, las sales de mercurio inorganicas son corrosivas para la piel, los

ojos y el tracto intestinal?.

Los organismos acuaticos pueden ingerirlo, transformandose en una especie altamente
téxica que se bioacumula y que puede ser transportada a través de la cadena trofica.
Existen catastrofes historicas de intoxicacion a gran escala, por ejemplo, el suceso de
la enfermedad de Minamata a mediados del siglo XX, en la bahia de Japén, causada
por las aguas industriales contaminadas, el cual se trata del caso mas grave de
envenenamiento y contaminacién por metilmercurio de la historia*®. Después de este
suceso entré en vigor un acuerdo mundial, el Convenio de Minamata, para controlar el
ciclo de vida de este metal pesado, asi como su suministro y comercio, reduciendo su

uso, emision y liberacion e intentando concienciar al publico®.

Segun varios estudios, en el ser humano se ha demostrado la presencia de mercurio en
el cabello, uAas y en el propio organismo. La contaminacién proviene de alimentos, en
especial, mariscos y pescados, donde el mercurio elemental se transforma en
metilmercurio, el cual posee una elevada solubilidad en lipidos y una gran facilidad para

atravesar las membranas celulares. En los alimentos vegetales también existe



contaminacion por mercurio, debido al uso de fertilizantes fosfatados (contenido de

mercurio, cadmio y plomo)®.

Por todos estos problemas, tanto en el medioambiente como en los seres vivos, es
recomendable hacer una monitorizacion del mercurio para controlar los niveles de
concentracion de este metal y que no sobrepasen los limites de toxicidad establecidos.
En el Real Decreto 817/2015 se establecen los objetivos de la proteccion de aguas,
prevencion del deterioro y proteccion de su estado, ademas de establecer medidas
especificas para reducir la contaminacion por sustancias prioritarias. Esta normativa
establece para el mercurio y sus compuestos que el limite en aguas superficiales sea

de 0,07 pg/L y en la biota, es decir en los peces, de 20 ug/Kg’.

El estudio realizado en este TFG se basa en la determinacion de mercurio en agua de
mar, donde se encuentra a niveles de concentracion ultra-traza, es por eso que son
necesarias técnicas de preconcentraciéon elevadas que permitan separar
exhaustivamente el mercurio de la matriz salina de la muestra, y técnicas de deteccién

sensibles que permitan llegar a concentraciones de ng/L.

2.1.  Espectrometria de absorcién atémica (AAS)
2.1.1. Fundamento de la técnica

La espectrometria se basa en la interaccion entre la materia y la energia. El tipo de
espectrometria depende de la cantidad fisica medida, puediendo ser una intensidad de

energia absorbida o emitida®.

La espectrometria de absorcién atdmica (AAS) es una de las principales técnicas
utilizadas en los laboratorios de quimica analitica para la determinacion de metales
pesados a niveles traza®. La absorcidn atomica es el proceso mediante el cual el atomo
en estado fundamental puede absorber energia de una radiacion a una longitud de onda
especifica y pasar al estado excitado. Se emplea este proceso para cuantificar la

cantidad de energia, en forma de fotones de radiacion, absorbidos por una muestra’.

2.1.2. Metodologias clasicas

Las técnicas para la determinacion y cuantificacion de metales a nivel ultra-traza deben
presentar una alta sensibilidad. Se han empleado una amplia variedad, como la
espectrometria de absorcion atémica con atomizacion electrotérmica (ETAAS), la
espectrometria de absorcion atdmica con llama (FAAS) o la espectrometria de masas
acoplada de plasma acoplado inductivamente (ICP-MS); sin embargo, las mas

populares, que presentan mayor sensibilidad y selectividad (precision y exactitud) para

9



la determinacion de nuestro analito de interés son la espectrometria de absorcion
atomica con vapor frio (CV-AAS) y la espectrometria de fluorescencia atdmica con vapor
frio (CV-AFS)'. La diferencia entre las técnicas de AAS son los distintos tipos de

atomizacion.

Atomizacion de llama

En este método, la disolucion se nebuliza mediante un flujo oxidante gaseoso y se
transporta hacia una llama donde ocurre la atomizacién. En la llama tienen lugar dos
procesos: una desolvatacion (donde el disolvente se evapora para producir un aerosol)
y una disociacién (donde la mayor parte de las moléculas produce un gas atémico y

algunos de esos atomos se ionizan formando cationes y electrones)™.

Atomizacion electrotérmica

Los atomizadores electrotérmicos son mas sensibles, debido a que la muestra completa
se atomiza en un corto periodo de tiempo, utilizandose para medir la absorcién y la
fluorescencia atomica. Este método se basa en que un volumen pequefio de muestra
se evapora primero a una temperatura baja y luego se convierte en cenizas a una
temperatura mayor en un tubo de grafito que se calienta eléctricamente. Después de
convertirlos en ceniza, la corriente se incrementa con rapidez, elevando la temperatura

y atomizandose la muestra en un periodo de segundos’.

Generacion de vapor frio

Se trata de un método de atomizacidén quimica aplicable solamente a la determinacion
de mercurio. Se denomina vapor frio debido a que el mercurio puede encontrarse en fase
gas a temperatura ambiente lo que implica que no es necesario suministrar energia térmica
por llama o por otro sistema diferente de atomizacién. La generacion del vapor tiene como
objetivo reducir (reductor: NaBH4, SnCl2) todo el mercurio presente en la muestra a mercurio

elemental, independientemente de la forma o especie en la que exista’-10

Es un método de analisis directo para la determinacion de analitos mediante la volatilizacion,
permitiendo la separacién del mercurio. Las especies generadas son conducidas a través
de una corriente de gas inerte hasta el equipo de Espectrofotometria de Absorcion Atomica
(AAS) o Espectrofotometria de Fluerescencia Atémica (AFS) de donde se obtiene la

determinacion y cuantificacion del analito de interés’©.

10



2.1.3. Analizador Directo de Mercurio (DMA-80)

En las muestras de agua de mar se ha determinado mercurio a nivel ultra-traza mediante
Espectrometria de Absorcion Atomica (AAS) en el SAI, Servicio de Apoyo a la

investigacion de la Univerdidad de A Corufia.

Se ha utilizado un analizador directo de mercurio (DMA-80) (Figura 2). Este equipo
dispone de un automuestreador con capacidad para analizar 40 muestras con control

electrénico de la posicién y con un sistema neumatico para la introduccion de muestras
11

Se introducen las navecillas manualmente en el muestreador con un orden especifico,
para asi evitar contaminaciones y ambigledades, y posteriormente se programa con las

condiciones deseadas.

Figura 2. Analizador Directo de Mercurio Tricell (DMA-80).

El funcionamiento del equipo se basa en el calentamiento de la muestra a 750°C en un
horno de atmdsfera rica en oxigeno (99,5%) durante 60 segundos, produciéndose una

descomposicion térmica’’

Los productos gaseosos de la reaccién, incluido el mercurio, son conducidos a través
de una corriente de oxigeno que pasa por una camara catalitica eliminando las
impurezas presentes. A continuacion, son transportados hacia una amalgama de oro
donde el vapor de mercurio queda retenido. Posteriormente, pasado un tiempo
predefinido (60s) el amalgamador se calienta rapidamente a temperaturas mayores de
800°C, produciéndose una desorcién térmica liberando asi todo el mercurio. El vapor
liberado pasa a través del sistema hasta una celda que se ubica a lo largo del paso

Optico del espectrometro donde se realiza la medida de la absorbancia y

11



consecuentemente de la concentracion de mercurio. El sistema de deteccion contiene

una lampara especifica de Hg (253,7 nm) que permite cuantificar este metal™".

Detector — Read-out

Filter |
E | —Cell2
1| -
o | .
2 I
E " E Autosampler
E Amalgamator | ; - Sample boat
Coll4—— | m— ‘ | ——
T ™ 1 it
Shutter - Release Catalyst Dry and decomposition
=, furnace furnace furnace
Hg lamp -.
-

Figura 3. Esquema del procedimiento de medida.

La ventaja de esta técnica es la posibilidad de eliminar el uso de reactivos y la etapa de
pretratamiento, minimizando los tiempos de analisis y la manipulacion de las muestras,
se trata de una técnica analitica verde, respetuosa con el medio ambiente. Se puede
realizar la determinacion de mercurio presente en muestras sélidas, liquidas y
gaseosas'?. La principal desventaja es que no se puede realizar una especiacion, es
decir, no permite diferenciar entre las diferentes especies de mercurio existentes en la
muestra, es necesario aplicar un tratamiento previo. En este caso es de interés
determinar todo el mercurio presente asi que es un procedimiento Optimo para la

practica.

Por otro lado, la sensibilidad del método es muy elevada debido a la etapa de pre-
concentracién en la amalgama de oro, permitiendo la cuantificacion de mercurio a nivel

ultra-traza?.

2.2. Quimica verde

La quimica verde, también llamada quimica sostenible es una propuesta definida para
minimizar el impacto de la actividad humana ejercida sobre el medio ambiente que
genera graves problemas globales. Esta rama de la quimica se basa en el desarrollo y
en el disefio de productos o procesos quimicos que reducen o eliminan el uso y
produccion de sustancias peligrosas y minimizan los riesgos medioambientales, sobre
la salud humana y la generacién de residuos'. A pesar de llevar unos afios activa esta
disciplina se encuentra en sus inicios.

El objetivo es la utilizacion de un conjunto de principios que reducen o eliminan el uso o

la generacion de productos peligrosos, los 12 principios de la quimica verde fueron
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definidos en 1988 por Anastas y Warner'. Algunos de los principios en los que se basa

este trabajo son:

e Prevenir la produccion de residuos.

¢ Maximizar la economia atémica. Minimizar la formacién de subproductos.

e Uso de disolventes y condiciones seguras. Las sustancias auxiliares de los
procesos quimicos (disolventes, tampones, aditivos de separacioén, entre otros),
han de ser inocuas o se deben reducir al minimo.

e Monitorear los procesos quimicos en tiempo real para evitar la contaminacion.
Deben crearse sistemas de control y monitorizacién continuos para prevenir la

produccion de sustancias secundarias peligrosas durante los procesos.
2.3. Técnicas de microextraccion

Los métodos analiticos que permiten la determinacién de compuestos perjudiciales o
contaminantes han aumentado considerablemente en los ultimos afios, debido al
incremento en la demanda de analisis ambientales de muestras de gran relevancia,
pues presentan un gran impacto sobre la salud de las personas y sobre el medio

ambiente.

A pesar de los avances que se han producido en la instrumentacién analitica, el
pretratamiento de la muestra sigue siendo necesario en la mayoria de los casos para
lograr una cuantificacion precisa de los analitos de interés. Por lo tanto, se han
desarrollado nuevas metodologias de extraccion/preconcentracion que aumentan la
precisiéon, la reproducibilidad, el rendimiento del experimento; las cuales son
econdmicas Yy sencillas, y presentan procedimientos ajustados para determinar niveles

traza en muestras ambientales™.

Muchas de estas técnicas llevan implicito la miniaturizacién del proceso de extraccion,
lo cual es acorde a los principios de la quimica verde, reduciendo el uso de reactivos, la

generacion de residuos y el consumo de energia'.

Las técnicas de pretratamiento de muestra mas utilizadas que reunen todas las
caracteristicas mencionadas son las técnicas de microextraccion. Existen diferentes
técnicas de microextraccion establecidas por diferentes investigadores, algunas de ellas
son: la microextraccion en fase liquida (LPME) o la microextraccion en fase solida
(SPME), entre otras™. En este trabajo se hace uso de la LPME, en concreto la

microextraccion liquido-liquido asistida por vortice (VALLME).
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2.3.1. Microextraccion en fase liquida (LPME)

Se trata de una de las mas antiguas técnicas de preconcentracién en quimica analitica.
Es un método rapido, sencillo, respetuoso con el medio ambiente y alcanza elevados
factores de preconcentracion (FP). El proceso se produce entre una minima cantidad de
disolvente (inmiscible en agua) y una muestra acuosa''®. Se divide en diferentes tipos

de técnicas derivadas que se distinguen por el tipo de fase extractante.

2.3.1.1.  Microextraccion liquido-liquido dispersiva (DLLME)

Fue desarrollada por Rezaee en 2006'’, sus ventajas son la sencillez de operacion, la
rapidez de extraccion, alta sensibilidad y selectividad, alto factor de preconcentracion
(FP), bajo coste, elevada recuperacion, precisién y ademas, es respetuosa con el medio

ambiente por el bajo consumo de reactivos y disolventes organicos toxicos.

Se basa en la formacion de una solucion turbia, primero se inyecta rapidamente un
microvolumen de una mezica de extractante organico y disolventes dispersivos a la
muestra acuosa. Las pequefas gotas de disolventes de extraccién dispersas
proporcionan una gran area de superficie de contacto, por lo que el estado de equilibrio
se logra en muy poco tiempo®. Luego, se centrifuga y se realiza la recogida de la fase
organica enriquecida con los analitos para la posterior determinacién mediante la técnica

analitica mas adecuada.

Es de gran importancia la eleccion de unas condiciones adecuadas y su respectiva

optimizacion. Esos parametros son:

e Seleccion del disolvente de extraccion: se eligen disolventes con un buen

comportamiento cromatografico, baja solubilidad en agua y con gran capacidad de
extraccion. Se pueden emplear disolventes de baja y alta densidad, en funcion de
esta la gota enriquecida con el analito se flotara sobre la muestra acuosa o se
depositara en el fondo del tubo.

¢ Volumen del disolvente de extraccion: un volumen bajo es la opcién mas adecuada

porque permite obtener un buen FP siguiendo los principios de la Quimica Verde.

e Seleccion del dispersante: se escoge en funcién de sus propiedades y a su

capacidad de miscibilidad con la fase acuosa y organica. Por otro lado, se busca
reducir el empleo de disolventes toxicos.

e Volumen del dispersante: se escoge en funcion de las necesidades del ensayo. El

uso de un volumen grande puede provocar un FP menor y el empleo de un volumen

pequeno puede causar que el proceso de dispersion sea incompleto.
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e Tiempo y velocidad de centrifugacion: este paso se aplica para obtener el equilibrio

entre ambas fases, la organica y la acuosa. Cuanto menor sea el tiempo para lograr
alcanzar ese equilibrio mejor sera el proceso de extraccién, sin embargo, si el tiempo
es elevado el experimento seria mas lento, al reducir demasiado el tiempo de
extraccion puede no llegar a alcanzar el equilibrio y se reduciria la extraccion de
analito.

o Fuerza idnica: este parametro equivale a la concentracién salina en la muestra, un
aumento de la fuerza idnica implica que el volumen de fase organica sedimentada
sea mayor y, por lo tanto, hace que el FP disminuya. Por otro lado, la adicion de sal
aumenta el FP provocando una disminucion de la solubilidad del analito en la fase

acuosa, mejorando asi la capacidad de extraccion.

Si bien esta técnica tiene sus ventajas frente a otras utilizadas con los mismos objetivos,
también posee algunas desventajas como pueden ser la dificil automatizacion y el

empleo de dispersante.

2.3.1.2.  Microextraccion liquido-liquido asistida por vértice (VALLME)

Fue presentada en 2010 como una técnica innovadora para solucionar los
inconvenientes de la técnica DLLME. Se basa en la preparacion de muestras por la
dispersién de un disolvente organico de extraccién en contacto con una fase acuosa
empleando como agitacién un vértice produciéndose una emulsion suave'®. Las
microgotas que se forman pueden acelerar la transferencia de masa de los analitos a la
fase captadora organica. La separacion entre la fase acuosa y la fase organica se
produce gracias a un proceso de centrifugacion'®, posteriormente se forma una micro-
gota en la parte superior o inferior de liquido dependiendo de la densidad del disolvente
elegido. Con una micropipeta automatica es posible extraer fracciones de la gota y asi

analizar y determinar los analitos de interés.

Adicion

extractante recogida gota

'wl __ y Agitacion o
Vortex

Muestra

—> Centrifugacion —— > ﬂ

Anélisis

Figura 4. Esquema del proceso de la técnica VALLME.

15



La seleccion de unas condiciones adecuadas determinara la obtencién de una elevada
recuperacion de extraccion. Los parametros importantes en esta técnica son similares a
los de la DLLME detallados anteriormente. En ausencia de disolvente dispersante es
necesario optimizar el tiempo de vortice, hay que tener en cuenta que si se emplea un
tiempo muy corto la dispersion y la emulsion seran incompletas y consecuentemente, la

extraccion disminuira; por el otro lado si el tiempo es excesivo se ralentizaria el proceso.

Esta técnica permite alcanzar el equilibrio entre las fases presentes con gran rapidez, lo
que hace que el factor de preconcentracion sea elevado y los limites de deteccién bajos
a nivel de ppb o ppt. Ademas, sustituye el uso de dispersante por la agitacién con vortice,

que mejora el proceso de extraccion, esto es una ventaja frente a la técnica de DLLME™®
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3. Revision bibliografica

Para la seleccibn de las condiciones de microextraccion VALLME para la
preconcentracion de Hg en agua de mar se realizdé en primer lugar una busqueda
bibliografica (Tabla 1). En la tabla 1 se muestran los agentes quelatantes y los
disolventes organicos mas utilizados para la microextraccion de Hg en diferentes
muestras mediante DLLME; asi como las condiciones experimentales optimas. No se
encontré en la bibliografia ningin procedimiento que utilice la VALLME para la

preconcentracion de Hg.

Como puede verse, los agentes quelatantes mas utilizados son DDTC, APDC, ditizona
y acido dietilditiofosférico (DDPT), los disolventes mas comunes son cloroformo,
tetracloruro de carbono, octanol y undecanol. En este trabajo se selecciona el DDTC y
APDC como agentes quelatantes y se descarta el uso del tetracloruro de carbono y del
cloroformo como disolventes de extraccion ya que no cumplen los principios de la
quimica verde. Se eligen como disolventes extractantes el octanol (ya citado en la
revision bibliografica como posible candidato) y el hexano y el acetato de etilo debido a
su menor toxicidad y su aplicacion para la extraccibn de una gran variedad de

compuestos organicos.
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Tabla 1. Resumen de las condiciones experimentales para la preconcentracion de mercurio en agua de mar mediante VALLME.

Disolvente

Quelatante Muestra Volumen de extractante oH Sal adicionada Referencia
(concentracion) muestra (NaCl)
(volumen)
CCls
DDTC (0,05 M) Muestras de agua 5mL 6 No adicion 20
(20 uL)
1-octanol
APDC Muestras de 10 mL 5 No adicién 21
comida (50 UL)
CCls
DDTC (60 mg/L) medi'\c/::r?wsbtir:lftales 5 mlL 6 - 22
(35 L)
1-undecanol
DDTP (0,15 % (v/v)) .T“‘.:Ehat de 10 mL 24 No adicion 23
piscitactoria (40 UL)
. CCly
Ditizona (1,6:104 M) Muestras de agua 10 mL 3,4 -a 24
(200 pL)
(1,0-10* M) CCls (0,05 mL)
Ditizona (8,0-10°M) | Medio no acuoso -a CHClI3 (0,05 mL) 4 -a 25
(3,0-10-°M) Octanol (0,04 mL) 1

a No indicado
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4.
41.

Parte experimental

Instrumentacion y material
Analizador Directo de Mercurio DMA-80 (Milestone Srl, Sorisole, Italia).

pHmetro GLP21 (Crison, Barcelona, Espafa).

Sistema de purificacién de agua Mili-Q (Millipore Co., Bedford,MA, USA).
Centrifuga Eppendorf 5804 (Eppendorf, Madrid, Espana).

Agitador de tubos Voértice, Vibrax-VXR (IKA, Staufen, Alemania).

Micropipetas Eppendorf de volumen fijo y variable (Hamburgo, Alemania).
Tubos para centrifuga con tapones

Navecillas de niquel (Milestone Srl, Sorisole, Italia).

Balanza analitica ADN modelo EA-180A con precision de +0,0001g (Thebarton
SA, Australia)

Balanza granataria GRAM modelo SV-510ix, de precision = 0,001 g (ICT,
Instrumentacion Cientifica Técnica, Barcelona, Espana).

Material de uso comun

Reactivos

.Standard solution of Hg 1.000 mg L' (Merck, Darmstadt, Alemania).

Disolucion de DDTC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 0,05 M en metanol

Disolucién de APDC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 0,05 M en agua

Agua ultrapura (Mili-Q) con resistividad de 18MQ/cm.

Disolucién de acido nitrico 69-70% (Baker, Phillipsburg, PA USA)

Disolucién de amoniaco 25 % (Panreac, Barcelona, Espafia).

Disolucién de agua mar (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) al 35%o

Disolventes extractantes:

o 1-octanol Merck (Darmstadt, Alemania).

o Hexano para anélisis Panreac, (Barcelona, Espana).

o Acetato de etilo para cromatografia de liquidos Merck (Darmstadt, Alemania).

Muestras de agua de mar de diferentes puntos de la costa de A Corufia (Playa

de Riazor, Las Lapas, Adormideras, Oza, Santa Cristina y la ria del Burgo).

Materiales de referencia:

o NASS-7, Material certificado de agua de mar (National Research Council of
Canada, Otawa, Canada).

o SLEW-3, Material certificado de agua de estuario (National Research Council
of Canada, Otawa, Canada).

o BCR-505, Material certificado de agua de estuario (Comisién Europea,

Bruselas, Bégica).
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4.3. Recogida de muestras

Las muestras de agua de mar se toman el dia 25/05/21 en diferentes playas urbanas y
en una ria urbana de la ciudad de A Corufia y se recogen en botellas de vidrio topacio
de 100 mL, se filtran a través de un filtro de celulosa de 0,45 ym y se acidifican con

acido nitrico (pH <2) y se almacenan en la nevera a 4 °C.

Lugares de muestreo

1] Playa de Santa Cristina

© Ria del Burgo

© rlaya del Burgo

rre de Hércules & " Y ¢ :
2 4] Playa de Adormideras

(5] Playa de las Lapas
0 Playa de Riazor

Figura 5. Mapa de la recogida de muestras de agua de mar en la costa de A Coruiia.

4.4. Limpieza del material

Durante el proceso para eliminar la contaminacion de los materiales de plastico y de
vidrio, se lavaban con abundante agua ultra-pura, si se encontraban rotulados los tubos
para centrifuga se limpiaban con acetona previamente a ser sumergidos en un bafio de
acido nitrico al 10% durante 24 h. Por ultimo, el material se volvio a lavar con abundante
agua ultra-pura y los tubos centrifuga se introdujeron en una estufa a <60°C para que

Se secaran.

Las navecillas antes de ser utilizadas se limpiaron en un horno mufla eléctrico a 600°C

durante 15 minutos para eliminar restos de trazas de mercurio de andlisis anteriores?.

4.5. Procedimiento de extraccion VALLME y medida directa de Hg

Se introducen 20 mL de agua de mar en tubos de centrifuga de 50 mL, se adiciona 50
puL de APDC (0.125 mM) y 300 pyL de hexano. Se cierran los tubos y se agita (con
formacion de voértice) durante 4 minutos. Después de centrifugar a 3000 rpm durante 10
minutos, se recogen 100 L de hexano (fase organica) y se depositan en la navecilla de
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Ni. La navecilla de Ni se introduce en el muestreador automatico del equipo (DMA-80) y
se mide la concentracion de Hg mediante AAS segun el procedimiento indicado en el
apartado 2.1.3.
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5. Resultados

5.1.  Optimizacion

En este trabajo se realizan diferentes ensayos de optimizacién donde se ajustan los
parametros mas importantes para la técnica de microextraccion VALLME: seleccion del
disolvente de extraccion, el pH, el tiempo de voértice, la fuerza iénica, el volumen de
extractante y la concentracion de quelatante. Para cada uno de los experimentos se

realizaran por duplicado y para cada uno de ellos se preparara un blanco.
5.1.1. Eleccién del disolvente de extraccién

Primero, se realizan unas pruebas previas con tres disolventes distintos (octanol,
acetato de etilo y hexano) para poder determinar cual de estos posee mejor capacidad
de extraccion del analito de interés. Los tres disolventes poseen una densidad inferior a

la del agua, por lo tanto, la fase organica flota en la parte superior de la muestra.

El octanol es un disolvente organico incoloro con un olor caracteristico. Posteriormente
a la agitacion con vortice se forma una emulsién bastante visible. A continuacion, se
centrifuga y se crea una gota esférica y uniforme, facilitando su recogida para la
deposicion en las navecillas. El inconveniente de este disolvente de extraccion es que
su punto de evaporacion es relativamente alto, en torno a 196°C y no se evapora sin

aplicarle un proceso extra?®

El acetato de etilo es un disolvente organico incoloro. La emulsion que se forma durante
la agitacion por vortice es suave. Luego del proceso de centrifugacion se puede
visualizar la fase organica en forma de una pelicula fina en la parte superior del liquido,
esto dificulta su recogida con la micropipeta. Su evaporacion al depositar la fase
organica en la navecilla es rapida y permite la determinacion del analito en el

analizador®.

El hexano es un disolvente organico incoloro, con un olor caracteristico similar al de un
hidrocarburo con un punto de ebullicion relativamente bajo lo que facilita su evaporacion
en la navecilla. La nube de dispersion que se genera por el vértice es suave. La gota
sedimentada se visualiza peor que la que se genera por el octanol. Su forma es similar
a una pelicula depositada en la parte superior del liquido contenido en el tubo, pero con
un grosor mayor a la del acetato de etilo. Es viable recoger varias porciones sin

contaminar la muestra con fraccion acuosa?®s.
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A la vista de estos resultados, seleccionamos el hexano como extractante para los

posteriores ensayos.

5.1.2. Eleccién de pH

En el siguiente ensayo, se preparan muestras de agua de mar sintética a diferentes
valores de pH en torno al valor 6ptimo indicado en la bibliografia para que cada
quelatante (DDTC y APDC). Estos valores estan detallados en el apartado de revisiéon
bibliografica.

Las condiciones experimentales para las otras variables implicadas se indican en la
Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones experimentales para la optimizacion del pH para el DDTC y APDC (N=2).

Volumen | Volumen | Concentracion (Hg] Tiempo | Velocidad y
muestra hexano DDTC/APDC ( ;;L) vortice tiempo
(mL) (ML) (mM) = (min) centrifuga
3000 rpm /
Blanco 20 500 0,125 - 5
10 min
3000 rpm /
Muestra 20 500 0,125 0,25 5
10 min

En la Figura 6 se puede observar que, dentro del rango de pH estudiado para DDTC, la

masa de Hg (expresada en ng) disminuye a medida que el pH es mayor.

En la figura 7 aparece representada la masa de Hg frente al rango de pH establecido
para el APDC. Igual que en el caso estudiado para el DDTC a valores de pH mas acidos
la sefial del analito aumenta. Por otro lado, la variacién de la sefial analitica no es

uniforme ya que a pH 3.5 sufre una pequefia disminucion.
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Figura 6. Optimizacion del pH para el DDTC.
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Figura 7. Optimizacidon del pH para el APDC.

Por tanto, seleccionamos pH 6ptimos de muestra 5.5 y 3.5 cuando utilizamos DDTC y
APDC, respectivamente.

5.1.3. Tiempo de agitacién con vortice

A continuacién, se realizan varias pruebas para determinar el tiempo éptimo de agitacién

(vortice). Las condiciones experimentales para las otras variables implicadas se indican
en la Tabla 3.
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Tabla 3. Condiciones experimentales para la optimizacién del tiempo de agitacion del vortice (N=2).

Tiempo de vértice Blanco Muestra
Volumen muestra (mL) 20 20
Vol disolvente hexano (uL) 500 500
C tracion d latant
oncentracion de quelatante 0.125 0.125
(mM)
[Hg] (uglL) - 0,25

3000 rpm /10 | 3000 rpm/ 10

Velocidad y tiempo centrifuga

min min
DDTC 5,5 55
pH
APDC 3,5 3,5

En la Figura 8 se observa la comparacion de las medidas experimentales del tiempo de
extracciéon para los diferentes agentes quelatantes. La masa de Hg obtenida para el
APDC es superior a las que proporciona el DDTC. Ademas, para ambos agentes la

masa de Hg medida varia ligeramente en el rango estudiado.

1,00

0,80

0,60

Hg (ng)

0,40

0,20

0,00

3 4 5 6 8

Tiempo extraccion (min)

Figura 8. Optimizacion del tiempo de extraccidn. En naranja el tiempo para el APDC y en azul para el
DDTC.
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A la vista de estos resultados se selecciona como agente mas adecuado el APDC vy el

tiempo de vortice se fija en 4 minutos.

5.1.4. Fuerza iénica

A continuacién, se realiza la optimizacién de la fuerza iénica, mediante la adicién de
NaCl a la muestra de agua de mar sintética en el rango de 0 a 5 g. Las condiciones

experimentales para las otras variables implicadas se indican en la Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones experimentales para la optimizacion de fuerza idnica.

Fuerza iénica Blanco Muestra
Volumen muestra (mL) 20 20
Vol disolvente extractante (uL) 500 500
Concentracién de APDC (mM) 0,125 0,125
[Hg] (ug/L) - 0,25
Tiempo vértice (min) 4 4
Velocidad y tiempo centrifuga 3000 r?m 710 | 3000 r?m 10
min min
pH 3,5 3,5

Como puede verse en la Figura 9, la adicion de sal para modificar la fuerza iénica de la
muestra no parece ser un factor decisivo en la preconcentracion del mercurio, ya que
masa de Hg extraida se mantiene casi constante en el rango estudiado. Por lo tanto, no

se adicionara sal a las muestras de agua, lo cual simplifica el procedimiento.
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Figura 9. Optimizacion de la fuerza idnica.

5.1.5. Volumen de disolvente de extraccion

Una vez elegido el disolvente de extraccion (hexano) se preparan diferentes ensayos
donde se optimiza el volumen necesario para que el proceso de extraccion sea lo mas
eficaz posible. Las condiciones experimentales para las otras variables implicadas se
indican en la Tabla 5.

Tabla 5. Condiciones experimentales para la optimizacion del volumen de disolvente de extraccidn.

Volumen extractante Blanco Muestra
Volumen muestra (mL) 20 20
Concentracion de APDC (mM) 0,125 0,125
[Hal (ug/L) - 0,25
Tiempo vortice (min) 4 4

3000 rpm /10 | 3000 rpm /10

Velocidad y tiempo centrifuga ) .
min min

pH 3,5 3,5
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A mayor es volumen de hexano mejora la capacidad de extraccién; sin embargo, el
analito se encuentra mas diluido y por tanto la masa de Hg recuperada es menor (Figura
10). No se ensayaron volumenes de hexano menores de 300 uL ya que el proceso de

recogida de la gota se complica.

1,00

0,80

0,60

0,40

0,20 I

0,00 . -
300 400 500

Hg (ng)

600

Volumen hexano (pL)

Figura 10. Optimizacion del volumen de disolvente de extraccion.

Por tanto, seleccionamos como volumen 6ptimo 300 pL de hexano.

5.1.6. Concentracion de APDC

Por ultimo, una vez establecidas las condiciones experimentales de los apartados
previos, se realiza la optimizacién de la concentracion de APDC. Las condiciones

experimentales para las otras variables implicadas se indican en la Tabla 6.

A la vista de la grafica (Figura 11) los mejores resultados se obtienen para una

concentracion de 0,125 mM.
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Tabla 6. Condiciones experimentales para la optimizacién de la concentracion de APDC.

Blanco Muestra
Volumen muestra (mL) 20 20
Vol disolvente Hexano (uL) 300 300
[Hgl (uL) - 0,25
Tiempo vortice (min) 4 4

. . ] 3000 rpom /10 | 3000 rpm /10
Velocidad y tiempo centrifuga

min min
pH 3,5 3,5
1,00
0,80 I
. 0,60 1
[T I {
[ =)
[=T:]
T 0,40
0,20
0,00
0,063 0,125 0,188 0,250

[APDC] (mM)

Figura 11. Optimizacion de la concentracion de APDC.
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5.2. Caracteristicas analiticas del método

5.2.1. Rectas de calibrado

Se preparan 5 puntos de calibrado 0 / 0,0625 / 0,125 / 0,250 / 2,5 ug/L a partir de las
disolucién patron de 100 pg/L. Se realiza un calibrado con muestra de agua de mar
sintética (3 réplicas de cada punto) y un calibrado con agua ultra-pura con (3 réplicas de
cada punto). Las rectas obtenidas se muestran en la Figuras 12-13.
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Figura 12. Recta de calibrado con agua de mar sintética
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Figura 13. Recta calibrado con agua ultra-pura
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Se estudia si las pendientes de ambas rectas son o no similares comprobando si las
varianzas de ambas son comparables a través del test de Fischer. La evaluacion
estadistica por aplicacion del test F al 95% de confianza para n1=3 y n,=3 grados de
libertad, obtiene un valor de Fca (7,73) el cual es menor a la Fit (9,3). Por lo tanto, como
las varianzas son comparables se aplica el test t de student, donde la tca (2.92) es mayor

a la teit (2.45) al 95% para 6 grados de libertad totales, es decir, existe efecto matriz.

5.2.2. Limites de deteccion y cuantificacion

Limite de deteccion (LD) se trata de la concentracién mas baja de analito que puede ser

detectada por el método a un nivel de confianza especifico?”.

Y,+3:S
qu
m

Limite de cuantificacion (LC) se define como el nivel mas bajo de concentracién de

analito que se puede cuantificar.

Y,+10-S
yzu
m

Estas definiciones permiten calcular los limites de deteccion y cuantificacion

instrumentales.

Tabla 7. Evaluacion de los limites de detecciéon y cuantificacion.

LD 24,6 ng/L

LC 30,9 ng/L

Los valores obtenidos son suficientemente bajos para realizar la cuantificacién de

mercurio en los materiales de referencia y en las muestras.

5.2.4. Exactitud

Se define como la proximidad entre un resultado Unico y un valor de referencia. Para

validar un método analitico hay que investigar este parametro, que normalmente
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engloba dos componentes: la veracidad y la precision. La veracidad de medida
representa la proximidad entre la media de un nimero infinito de resultados generados
por un método a un valor de referencia, sin embargo, no es posible la obtenciéon de un
numero infinito de medidas. Por lo tanto, Unicamente se puede realizar una evaluacion

practica de la veracidad, también llamado, sesgo?’.

La determinacion del sesgo se basa en la comparacién de la media de los resultados

del método empleado con un valor de referencia adecuado. Existen 3 vias distintas®”:

¢ Analisis de materiales de referencia.
o Experimentos y calculo de la recuperacion.

e Comparacion de los resultados con otro método.

Para evaluar la exactitud del método se analizan tres materiales de referencia de agua
de mar (NASS-7) y agua de estuario (SLEW-3 y BCR-505). Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Evaluacion de la exactitud del método.

NASS-7 SLEW-3 BCR-505
Tipo de agua Agua de mar Agua de estuario Agua de estuario
Valores 0,031pg/L a 0,138 pg/L
informativos ’ ’
Concentracion 0,028 + 0,0032
medida ug/L 0,53 £ 0,029 pg/L | 0,101 £ 0,012 pg/L
a Valor no certificado/indicado

A la vista de la Tabla 8, se puede decir que los resultados de concentracion de los
materiales de referencia que se analizan concuerdan con el valor informativo para el
material BCR-505 y para el valor proporcionado por la bibliografia para el NASS-7 (ref).
Para el agua de estuario, SLEW-3, no se encuentra ningun valor de mercurio en la
bibliografia, por lo tanto, no se puede realizar la evaluacion practica de la veracidad para
este material.
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5.2.5. Precisioén

Se define la precision de la medida como el grado de concordancia entre los resultados
obtenidos con un determinado nivel de confianza?. Se expresa mediante parametros
estadisticos que describen la propagacion de los resultados como es la desviacion
estandar (o la desviacion estandar relativa), calculada a partir de los datos obtenidos
mediante la realizacibn de mediciones repetidas en un material adecuado en

condiciones especificas?’.

Tabla 9. Evaluacion de la precision del método.

Materiales de Promedio * SD
: [Hg] (ng/L) RSD (%)
referencia (mg/L)
0,0250
0,0253
0,0302
NASS-7 0,0279 + 0,0032 11,4
0.0261
0.0281
0,0311
0,5727
0,5099
0,5127
SLEW-3 0,5343 + 0,0285 53
0,5076
0,5406
0,5623
0,1123
0.1012
0,1040
BCR-505 0,1014 £ 0,0121 11,9
0,0904
0,0872

0,1132

La precision se suele expresar como desviacion estandar relativa:

S
RSD(%) = = 100

Donde la RSD es la desviacién estandar relativa, X el promedio de las medidas y S la

desviacion estandar.
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La precision del método se estudia analizando varios materiales de referencia de agua
de mar por sextuplicado. Los resultados obtenidos (Tabla 9) son adecuados (RSD <
12%)

5.3.  Aplicacion a muestras de agua de mar

Se analizan 5 muestras de agua de mar de la costa de A Corufia, correspondientes a
las playas de Riazor, Las Lapas, Oza, Santa Cristina y a la ria del Burgo. Previamente
a realizar los experimentos se preparan 5 frascos de 50 mL de cada muestra recogida
con pH ajustado a 3,5. Se prepararon por cada muestra 2 réplicas y de cada una se
recogen dos volumenes de 100 pL de la gota. Los resultados obtenidos se muestran en
la Tabla 10 y Figura 12.

Tabla 10. Concentraciones de Hg obtenidos para las muestras de agua mar.

Promedio £ SD
Muestras RSD (%)
(nglL)

Riazor 0,172 £ 0,0018 1,0
Santa Cristina 0,124 + 0,0009 0,69
Oza 0,105 + 0,006 5,7
Las Lapas 0,091 £ 0,017 11,7
Adormideras 0,114 £ 0,006 5,1
Burgo 0,024 £ 0,004 10,7
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Figura 12. Concentraciones de Hg en las muestras de la costa de A Coruiia. S1 playa de Riazor, S2 playa
de Santa Cristina, S3 Playa de Oza, S4 playa de las Lapa, S5 ria del Burgo y S6 playa de Adormideras.

A la vista de los resultados se observa que la muestra de agua de mar de la playa de
Riazor contiene la mayor concentracion de mercurio; por el contrario, la presencia del
metal en la playa de Adormideras es la mas baja de las 6 muestras. Las concentraciones
para las muestras S2, S3, S4 y S5 son similares, varian ligeramente unas con respeto
a la otras.
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6. Conclusiones

Tras el estudio de este trabajo de fin de grado se pueden establecer las siguientes

conclusiones:

e La técnica de microextraccion liquido-liquido asistida por vortice (VALLME) es
innovadora, sencilla y rapida para la preconcentracion de metales a nivel ultra-
traza como el mercurio; ademas de ser respetuosa con el medio ambiente y

cumplir las bases de la quimica verde.

e Se realiza un estudio de cada parametro establecido como prioritario para su
optimizacion y se seleccionan las condiciones del procedimiento generan mayor

eficiencia de extraccion. Dichas condiciones se muestran en la Tabla 11.

Tablall. Condiciones éptimas de extraccion

Condiciones optimizadas

Quelatante APDC
Disolvente de extraccion Hexano
pH 3,5
Tiempo vortice (min) 4
Fuerza i6nica (g NaCl afadida) 0
Vol hexano (uL) 300
[APDC] (mM) 0,125
Condiciones adicionales
Volumen muestra (mL) 20
Tiempo centrifuga (min) 10
Velocidad centrifuga (rpm) 3000

e La determinacién y cuantificacion de mercurio a nivel ultra-traza en muestras de
agua de mar mediante espectrometria de absorcion atomica (AAS) acoplada a
un analizador directo de mercurio es un método de analisis de elevada
sensibilidad (LD=24.6 ng/L), exactitud, precision (<12%), automatico, rapido y

simple de manejar.
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6. Conclusioéns

Tras o estudo deste traballo de fin de grao pédense establecer as seguintes conclusions:

e A técnica de microextraccion liquido-liquido asistida por vortice (VALLME) é
innovadora, sinxela e rapida para a preconcentracion de metais a nivel ultra-traza
coma o mercurio; ademais de ser respetuosa co medio ambiente e cumplir as

bases da quimica verde.

e Realizase un estudo de cada parametro establecido como prioritario para a sua
optimizacion e seleccionanse as condiciéns do procedemento que xeran maior

eficiencia de extraccion. Ditas condicions mostranse na Taboa 11.

Tablall. Condiciones éptimas de extraccién

Condicions optimizadas

Quelatante APDC
pH 3,5
Tempo vértice (min) 4
Forza i6nica (g NaCl engadida) 0
Vol hexano (uL) 300
[APDC] (mM) 0,125
Condiciones adicionales
Volumen mostra (mL) 20
Tempo centrifuga (min) 10
Velocidade centrifuga (rpm) 3000

e A determinacion e cuantificacion de mercurio a nivel ultra-traza en mostras de
auga de mar mediante espectrometria de absorcion atomica (AAS) axustada a
un analizador directo de mercurio € un método de andlise de elevada
sensibilidade (LD=24.6 ng/L), exactitud, precision (<12%), automatico, rapido e

simple de manexar.
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6. Conclusions

The following conclusions can be established from this study:

e The vortex-assisted liquid-liquid microextraction technique (VALLME) is
innovative, simple and fast for the pre-concentration of ultra-trace metals

such as mercury; also, it is linked to the principles of Green Chemistry.

o Each parameter involved have been optimised, selecting conditions that

generate the high extraction efficiency. Optimised conditions are shown in

Table 11.
Tablall. Optimum extraction conditions
Optimized conditions
Chelating agent APDC
pH 3,5
Vortex time (min) 4
lonic strength (g NaCl added) 0
Vol hexane (uL) 300
[APDC] (mM) 0,125
Aditional conditions
Sample volume (mL) 20
Centrifuge time (min) 10
Centrifuge speed (rpm) 3000

e The quantification of mercury at the ultra-trace level in sea water samples by
means of atomic absorption spectrophotometry (AAS) coupled to a direct
mercury analyzer is a high sensible (LD=24.6 ng/L), accurate, precise (<12%),

automatic, fast and simple-to-handle high procedure.
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