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Determinacién de plomo en muestras ambientales

Resumen

En el presente Trabajo de Fin de Grado se desarrollaron sendos métodos analiticos
para la determinacién de plomo en la microalga Isochrysis galbana y en nidos de
avispas velutinas o asiaticas, respectivamente. Ambos procedimientos se basan en la
preparacion de suspensiones a partir de las muestras pulverizadas y su posterior
analisis utilizando agitacion ultrasonica acoplada a la espectrometria de absorcion
atomica con atomizacién electrotérmica (US-ETAAS). Para cada tipo de matriz, se
aplicé un tratamiento previo para adecuarlas al analisis. Las microalgas se sometieron
a una etapa de lavado a fin de eliminar el contenido salino del medio de cultivo. Los
nidos de avispa se pulverizaron en presencia de nitrdgeno liquido para favorecer la
trituracion de las fibras vegetales de dicho material y obtener un polvo fino. Ademas,
para este tipo de muestras fue necesaria una etapa posterior de calcinacién a fin de
eliminar la materia organica y concentrar el contenido del analito. Las suspensiones se
prepararon directamente en el cubilete del automuestreador (1 mL) y se estudio el
contenido optimo de HNO; y de Tritén® X-100 para obtener suspensiones
homogéneas y estables. Se estudiaron las condiciones de la medida por ETAAS, y en
el caso de las microalgas fue necesario el empleo de paladio como modificador
quimico. Cada método establecido presenta buenas caracteristicas analiticas y una
sensibilidad adecuada para la determinacion de Pb en las muestras estudiadas. La
precision alcanzada fue satisfactoria, dentro del criterio de aceptacién (DER < 10 %), y
la exactitud aceptable, con recuperaciones entre el 116,6 % y 75,2 % para un material

vegetal con contenido de plomo certificado y orientativo, respectivamente.

Palabras clave: microalga Isochrysis galbana, nidos de avispas velutinas o asiaticas,
plomo, suspensiones, agitacion ultrasénica acoplada a la espectrometria de absorcion

atémica con atomizacion electrotérmica (US-ETAAS).
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Resumo

Neste Traballo de Fin de Grao desenvolvéronse sendos métodos analiticos para a
determinacion do chumbo na microalga Isochrysis galbana e en nifios de avespas
velutinas ou asiaticas, respectivamente. Ambos procedementos baséanse na
preparacion de suspensiéns das mostras pulverizadas e a sua analise posterior
mediante axitacién por ultraséns xunto coa espectrometria de absorcion atémica de
atomizacion electrotérmica (US-ETAAS). Para cada tipo de matriz, aplicouse un
tratamento previo para adaptalas a analise. As microalgas foron sometidas a un
proceso de lavado para eliminar o contido salino do medio de cultivo. Os nifios de
avespa pulverizaronse en presenza de nitréxeno liquido para favorecer a trituracion
das fibras vexetais de dito material e obter un po fino. Ademais, para este tipo de
mostras foi necesaria unha etapa de calcinaciéon posterior para eliminar a materia
organica e concentrar o contido de analito. As suspensions prepararonse directamente
no cubilete do automuestrador (1 ml) e estudouse o contido 6éptimo de HNO; e Tritén®
X-100 para obter suspensions homoxéneas e estables. Estudaronse as condicidéns da
medicion por ETAAS e no caso das microalgas foi necesario empregar o paladio como
modificador quimico. Cada método establecido presenta boas caracteristicas
analiticas e unha sensibilidade adecuada para a determinacion de Pb nas mostras
estudadas. A precisidon acadada foi satisfactoria, dentro dos criterios de aceptacion
(DER < 10 %), e a exactitude aceptable, con recuperacions entre 0 116,6 % e o 75,2
% para un material vexetal con contido en plomo certificado e indicativo,

respectivamente.

Palabras chave: microalga [Isochrysis galbana, nifios de avespas velutinas ou
asiaticas, chumbo, suspensions, axitacidon por ultraséons con espectrometria de

absorcién atomica de atomizacion electrotérmica (US-ETAAS).
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Abstract

In this Final Degree Project, two analytical methods were developed for the
determination of lead in the microalga Isochrysis galbana and in nests of velutine or
asian wasps, respectively. Both procedures are based on the preparation of slurries
from the pulverized samples and their subsequent analysis using ultrasonic stirring
coupled with electrothermal atomic absorption spectrometry (US-ETAAS). For each
type of matrix, a previous treatment was applied to adapt them to the analysis. The
microalgae were subjected to a washing step in order to eliminate the saline content of
the culivation medium. The wasp nests were pulverized in the presence of liquid
nitrogen to favor the crushing of the plant fibers of the material to obtain a fine powder.
In addition, for this type of samples a subsequent calcination stage was necessary in
order to eliminate the organic matter and to concentrate the content of the analyte. The
slurries were prepared directly in the autosampler cup (1 mL) and the optimal content
of HNO; and Triton® X-100 was studied to obtain homogeneous and stable
suspensions. The measurement conditions by ETAAS were studied, and in the case of
microalgae it was necessary to use palladium as a chemical modifier. Each established
method presents good analytical characteristics and an adequate sensitivity for the
determination of Pb in the studied samples. The precision achieved was satisfactory,
within the acceptance criteria (DER < 10 %), and the accuracy was acceptable, with
recoveries between 116.6 % and 75.2 % for a plant material with certified and

indicative lead content, respectively.

Keywords: /Isochrysis galbana microalgae, velutine or asian wasp nests, lead,
slurries, ultrasonic stirring coupled with electrothermal atomic absorption spectrometry
(US-ETAAS).
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Determinacién de plomo en muestras ambientales

1. Introduccion

1.1. Metales en el medioambiente

A lo largo de la historia la utilizacion de los metales en la industria ha ido en aumento.
Esto se debe a que aportan diferentes propiedades muy utiles al material al que se le
afiaden, como son la resistencia, la conductividad térmica y eléctrica o las propiedades
biocidas. El uso de estos materiales produce una liberacién continua de estos
elementos y un aumento en la contaminacion de muchas zonas ambientales. Dichos
metales no solo proceden de fuentes antrépicas, sino que también de fuentes
naturales (Tabla I). Se pueden encontrar tanto en rios y océanos y a su vez pueden

ser transportados a zonas lejanas de la fuente de emision a través de la atmdsfera

(Figurall).
FUENTES NATURALES INDUSTRIA URBANIZACION
]
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Figura I. Esquema que ilustra el movimiento de los metales pesados en el medio ambiente.

En la naturaleza los metales estan presentes de diferentes maneras; como vapores,
rocas, sales, arena y disueltos como iones en aguas (Tabla I). El principal problema es
que persisten en el medio ambiente mucho tiempo ya que no pueden ser destruidos ni
degradados (Kaplan, 2013). Algunos de ellos son esenciales para la vida de varios
organismos, pero muchos otros son téxicos en concentraciones muy bajas, como es el

caso del cadmio, el mercurio y el plomo (Chouvelon et al., 2017).
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Tabla I. Fuentes naturales y antropicas de algunos metales contaminantes prioritarios

(Adriano, 2001).

Metal pesado

Fuente natural

Fuente antropica

Plomo

Cadmio

Cromo

Cobre

Antimonio

Niquel

Galena (PbS).

Carbonatos y sulfuros de cincy

cobre.

Cromita (FeCr,0,), Oxido de
cromo (Ill) (Cry03).

Metal libre (Cu®), Sulfuro de cobre
(CuSy,), Calcopirita (CuFeS,),

drenaje de minas.

Estibnita (Sb,S;), fuentes

geotérmicas, drenaje de minas.

Minerales ferromagnesianos,
sulfuros ferrosos, Pentladita ((Ni,
Fe)sSs)), Oxido de niquel (NiO,),

Hidroxido de niquel (Ni (OH)y).

Mineria y fundicion, industria del
hierro y acero, refinerias, industrias
de la pintura, gases de escape de los
automoviles, fontaneria de plomo,
baterias, lodos de depuradoras,

plaguicidas.

Mineria y fundicion, manufactura
metalica, industria del plastico,
microelectronica, baterias,
fertilizantes fosfatados, lodos de las

depuradoras.

Manufactura metélica, industria de
plastico, tratamiento de madera,
refinerias, industria pirometalurgica,

particulas residuales de minerales.

Mineria y fundiciones, manufactura
metalica, industria microelectronica,
tratamiento de madera, industria
pirometalurgica, estiércol de cerdos,

plaguicidas, residuos.

Fundiciones, industria

microelectrénica y pirometallrgica.

Industria del hierro y acero, mineria 'y
fundicion, manufactura metalica,
industria microelectronica,

manufactura de baterias.
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En el medio acuatico las primeras afectadas por la contaminacion son las algas. Los
efectos toxicos que se producen en dichos organismos son la inhibicion de la
fotosintesis y de la division celular, asi como la reduccién de la actividad enzimatica y
de la sintesis de compuestos organicos (Dongmei et al., 2016). A su vez las algas y
microalgas forman parte de la cadena alimenticia marina y por lo tanto esos metales
persisten en el ecosistema llegando a crustaceos, peces vy, finalmente, a nosotros los

seres humanos.

Desde el punto de vista medioambiental se buscan formas de minimizar el impacto de
dichos metales utilizando diferentes métodos. De manera convencional los metales se
eliminaban utilizando precipitacion y reduccidon quimica, evaporacion, intercambios
ionicos, etc. Actualmente se estudia la posibilidad de incorporar procesos de
biosorciéon ya que ademas de ser baratos son medioambientalmente sostenibles. Son
varios los organismos validos para este trabajo, entre ellos encontramos las bacterias,

levaduras, hongos y también las algas (Ghoneim et al., 2014).

Los suelos son el compartimento ambiental mas afectado, ya que mas del 90% de los
productos contaminantes se depositan en ellos repercutiendo en la hidrosfera,
atmésfera y biosfera de la zona donde se encuentran. Esto a su vez provoca una
alteracion en el ecosistema que afecta a todos los organismos que viven en él (Orrofio,
2002).

La contaminacion del aire también ha sido foco de preocupacion en varias zonas
europeas los ultimos afos. La reduccion de niveles de emisién de metales en la
industria y la prohibicién de afadir plomo a la gasolina fueron algunas de las medidas
que se tomaron para solventar este problema (Querol, 2008). Sin embargo, la industria
sigue creciendo y estos metales tienen un efecto residual que puede durar hasta
veinte anos (Medici et al., 2008). El monitoreo de la contaminacion atmosférica puede
llevarse a cabo usando diferentes métodos, entre ellos se encuentran el uso de filtros (
Herrera-Muillo, 2010) y la utilizacién de bioindicadores. Dentro de estos ultimos, el
musgo es uno de los mas usados y estudiados (Medici et al., 2008), y también los
claveles, al igual que los liquenes, tienen una composicion y fisiologia valida para esta
tarea. Entre las ventajas que proporciona su uso se encuentran su bajo coste y su
longevidad. Asi, estos vegetales pueden estar expuestos a compuestos téxicos
durante largos periodos de tiempo y se adaptan a muchas zonas ambientales (Ghirardi
et al., 2010).
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1.2. El plomo

El plomo es uno de los metales no esenciales bioacumulables que mas abundan en la
corteza terrestre, debido a su uso en una gran variedad de materiales como, por

ejemplo: gasolina, pinturas y barnices, armas, municiones, etc.

Su toxicidad fue descrita como plumbismo hace mas de 2000 afios por un poeta griego
y se ha estudiado de manera continuada hasta la actualidad. En la Revolucién
Industrial las intoxicaciones por dicho metal fueron un problema muy grande ya que la
mayoria de los operarios de diferentes fabricas trabajaban con plomo. Actualmente la

principal preocupacion reside en la ingesta de alimentos que presentan este elemento.

La intoxicacién por plomo inorganico puede producir gran numero de enfermedades,
siendo la deficiencia en el desarrollo neuronal de los nifios una de las mas estudiadas.
La exposicion a este metal en la infancia o durante el embarazo y lactancia del bebé,
puede producir problemas como la hiperactividad, dificultades en la compresion lectora
y complicaciones a la hora de comunicarse y socializar. En los adultos los problemas
estan mas relacionados con casos de aumento de colesterol, aumento de la presion
arterial, anorexia, irritabilidad, etc. En concreto, en el caso de los hombres, si la
exposicidén es crénica pueden presentarse problemas también en el proceso de la

espermatogénesis y una reduccién de la libido (Figura Il) (Pajaro Castro et al., 2013).

Aumento en los niveles de colesterol

Anorexia Coma
Irritabilidad \ / Hiperactividad
Intoxicacién por plomo Enfermedades
Encefaiopatia / <~—\ cardiovasculares
Neurotoxicidad Problemas de aprendizaje

Muerte Deficiencia

Nacimiento de prematuros

Figura Il. Principales efectos sobre la salud causados por el plomo (Pajaro Castro et al., 2013).
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Las principales vias de contaminacion son, la primera, por via ambiental ya que
muchas de las zonas agricolas se encuentran proximas a zonas como carreteras y
autopistas; y, la segunda, por la gran capacidad de solubilizaciéon del metal en acidos

débiles organicos e inorganicos (Rubio et al., 2004).

1.2.1. Legislacion y salud humana

Histéricamente se han establecido diferentes medidas legislativas con el fin de reducir
el contenido de plomo en pinturas, latas, tuberias y gasolinas, para finalmente eliminar
su uso. No obstante, sigue siendo necesario el control y seguimiento de la presencia
de este metal en matrices ambientales y en alimentos debido a su persistencia y

acumulacion en las mismas.

En Europa, el plomo ha sido incluido desde el afio 1999 en las Directivas europeas
relativas a la calidad del aire ambiente. Actualmente esta en vigor la Directiva
2008/50/CE del Parlamento Europeo y del Consejo del 21 de mayo de 2008 relativa a
la calidad del aire ambiente y a una atmdésfera mas limpia en Europa, junto con la
proteccién de la salud humana. En ella se establece como valor limite para el plomo
en aire ambiente 0,5 ug/m>. Este valor ya estaba vigente desde el 2005 y debia
cumplirse antes del 1 de enero de 2010 en las inmediaciones de fuentes industriales
especificas, situadas en lugares contaminados por la actividad industrial desarrollada a

lo largo de decenios (Union europea Directiva, 2008).

En 2018, la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA)
disminuy6 los Estandares de Calidad del Aire Ambiental (NAAQS) permitidos de 1,5
ug/m®a 0,15 ug/m®. Este cambio obligé a desarrollar un nuevo método de referencia
federal (FRM) para determinar el plomo en muestras de aire. La espectroscopia de
absorcién atémica con atomizacion de llama (FAAS) se cambid por la espectrometria
de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS) que demostré ser una
técnica valida para la determinacion de Pb a limites mas bajos de cuantificacién y con

una mayor precision inter e intralaboratorio (Harrington et al., 2014).

La Agencia Europea de Sustancias y Mezclas Quimicas (ECHA) estudia los riesgos
relacionados con la caza y pesca desde 2015 hasta la actualidad como fuentes de
contaminacion por plomo. Esta organizacibn ha realizado propuestas con la

aprobacion tanto del Comité de Evaluacion de Riesgos (RAC) como del de Analisis

9
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Socioeconémico (SEAC). Actualmente estan recopilando datos para respaldar las
investigaciones propuestas y se calcula que aproximadamente la practica de ambas, a
través de la municion empleada en la caza y los aparejos de pesca, produce al afio

entre 21000 y 27000 toneladas de este metal tan perjudicial.

Respecto a la municion, la mayoria de los perdigones de plomo utilizados en caza no
acaban en la presa sino que se liberan al medio ambiente. Las aves, pensando que es
comida, ingieren restos de estas balas perdidas. Una vez dentro del animal se
descomponen y el plomo se absorbe. Se calcula que al afio mueren un millén de aves
acuaticas debido a esta causa. Mediante intoxicacién secundaria también repercute a

las especies carrofieras y depredadoras de estos animales.

Para solucionar dicho problema se estudia la posibilidad de utilizar tanto balas de
acero como de wolframio y bismuto. Su efectividad es similar pero tienen un coste

mayor, aunque no prohibitivo.

Otra fuente de contaminacién son los pesos pesqueros que liberan entre 2000 y 6000
toneladas de plomo adicionales al mar (ECHA, 2020). En este caso no hay estudios
que demuestren que el consumo de pescado capturado con utensilios de plomo pueda
ser una via de intoxicacion humana, pero si se ha confirmado que la contaminacién
por plomo afecta a algas marinas y plantas haléfilas. Es por ello que recientemente la
UE ha emitido la Recomendacion 2018/464 donde dichos vegetales y los productos
hechos a base de ellos se haran pasar por un control de la presencia de varios
metales pesados (As, Cd, I, Pb, Hg) en los afos 2018, 2019 y 2020 (Unién Europea

Recomendacion, 2018).

Por su parte la EFSA (Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria) estudid la
exposicion a este metal que recibian en la vida cotidiana los adultos y nifios. Las
conclusiones obtenidas fueron que la exposicion media en los pequenos era mayor
que la de los adultos y que, a su vez, en el caso de los menores esta exposicion se
relacionaba con la aparicion de efectos toxicos. Con estos estudios confirmaron que el
plomo repercutia en mayor medida en la poblacién infantil (Ministerio de Sanidad y
AECOSAN, 2015). En 2015 se publicé el Reglamento Europeo 2015/1005 donde,
entre otros aspectos, se modificaron y afiadieron nuevos limites en la alimentacion y

medicacién relacionada con los nifios (Union Europea Reglamento, 2015).

10
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A su vez, la ya citada Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
(USEPA) realiz6 estudios donde también se demostraron los efectos negativos que
producia este metal sobre todo en la poblacién infantil. En este caso se establecié un
valor de ingesta maxima diaria de plomo de 3 pg/dia, para nifios y 12,5 pg/dia, para
adultos (Frank et al., 2019).

La Unién Europea ha establecido el Reglamento 1881/2006 donde constan los limites
maximos de plomo en varios alimentos. Dentro de los que mas consumimos y que
estan mas expuestos al metal encontramos los cereales, los vegetales y el agua
potable (Union Europea Reglamento, 2006) (Tabla II).

Tabla Il. Contenidos maximos permitidos de plomo en alimentos. Fuente: Reglamento
n°1881/2006 de la Unién Europea.

Contenido maximo

Producto alimenticio
(mg/kg peso fresco)

Leche cruda, tratada térmicamente y para fabricacion 0,020

de productos lacteos
Carne de pescado 0,30
Crustaceos, excluida la carne oscura del cangrejo, asi 0,50

como el térax de la langosta y de crustaceos similares

de gran tamanio.

Moluscos bivalvos 1,5

Cereales, legumbres y legumbres secas 0,20
Frutas, excluidas las bayas y las frutas pequefias. 0,10
Bayas y frutas pequefas 0,20

Vinos, sidras, peradas y vinos de frutas 0,20
Grasas y aceites, incluida la grasa lactica 0,10

11
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1.3. Bioindicadores de contaminacion metalica

Los bioindicadores son organismos o comunidades de ellos que pueden responder a
la contaminacién ambiental mediante alteraciones en su fisiologia o a través de su
capacidad para acumular contaminantes. Pueden ser especies vegetales, hongos o
animales, y deben cumplir una serie de requisitos para su empleo, como es su
dispersion, abundancia, sedentarismo y tolerancia a los agentes contaminantes
(Parmar et al., 2016).

En el presente TFG se consideran como matrices ambientales de interés la microalga
marina Isochrysis galbana y los nidos de avispas velutinas como bioindicadores de

contaminacion metalica.

1.3.1. Microalgas marinas

Las microalgas son organismos unicelulares eucariotas fotosintéticos que miden entre
2 - 200 ym y que pueden crecer de manera heterotréfica o autotréfica. Tienen la gran
capacidad de producir biomasa a partir de la energia solar (son 4 veces mas eficientes
que las plantas) y de fijar el CO,. Estos organismos son la base de la cadena tréfica y
estan presentes en todo tipo de ecosistemas como pueden ser rios, mares, lagos,
suelos, etc. El hecho de que se puedan encontrar en una gran variedad de
localizaciones y su gran versatilidad hace que sean una gran posibilidad de negocio
para muchas empresas de diferentes ambitos. Su uso en cosmética, en la industria
farmacéutica y en la acuicultura son varios ejemplos de las muchas finalidades que

pueden tener estos organismos (Grupo cooperativo cajamar, 2015).

En este Trabajo de Fin de Grado se estudia en concreto la microalga Isochrysis
galbana (clon T-ISO) a la cual se le llamara a lo largo de presente trabajo Isochrysis T-
ISO. Este organismo unicelular eucariota forma parte del género haptéfitos y tiene un
color entre marrén y dorado. Su forma es ovalada y suele medir entre 4 - 6 um de
diametro. Consta de dos flagelos que le proporcionan su movimiento helicoidal
caracteristico. Su tasa de crecimiento es rapida y tiene una amplia tolerancia

fisicoquimica.

En acuicultura es utilizada como alimento debido a sus altos valores nutritivos. Su gran

cantidad de acidos grasos hacen que sea un gran aporte alimentario para larvas,
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moluscos y crustaceos. Su gran sensibilidad a sustancias como los metales hace que
también se estudie la posibilidad de incorporarlo en los protocolos internacionales para

pruebas de toxicidad (Tato y Beiras, 2019).

1.3.2. Nidos de avispas velutinas

Las avispas velutinas o asiaticas comienzan su ciclo vital con la creacién en primavera
de un nido primario hecho Unicamente por una avispa reina. Es una fase decisiva para
la subsistencia de la colonia ya que si muere la reina no naceran las avispas
trabajadoras encargadas de realizar el nido secundario (Figura Ill). A partir de otono
este refugio alcanza su mayor tamafo y la cantidad de individuos ronda los 6000. Los
nidos esféricos y muy voluminosos pueden llegar a medir de 60 a 90 cm de altura y de
40 a 70 cm de diametro. En su interior pueden tener hasta 15000 celdillas y su exterior

puede estar protegido por 5 0 6 capas de celulosa (Gobierno de Espafa, 2015).

Figura lll. Tipos de nidos: (a) nido primario; (b) nido secundario; (c) detalle de la estructura

interna del nido secundario.

Las avispas se centran en la reproduccion y en la expansién del nido hasta el invierno,
cuando los machos y las trabajadoras mueren. Las larvas de reinas potenciales se
mantienen vivas hasta primavera cuando las que estén fertilizadas iniciaran su propia
colonia en otro lugar, creando otro nido primario y cerrando un ciclo que se desarrolla

a lo largo de un afo.

En los ultimos afios se ha estudiado la posibilidad de utilizar a diferentes tipos de
insectos como posibles bioindicadores. En varios trabajos como los de de Souza et al.

(2010) y Urbini et al. (2006) hablan del uso del grupo de las avispas sociales como
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posible especie para el biomonitoreo. En concreto, Urbini et al. (2006) plantea la
posibilidad de utilizar la masa fecal de las larvas (que se alimentan de insectos
herviboros) para analizar la contaminacion de plomo de una zona urbana. Se elegieron
las heces larvales ya que acumulan 36 veces mas plomo que las adultas. Otros
trabajos como el de Zhelyazkova (2012) estudian el mismo fenémeno pero utilizando

en este caso abejas meliferas.

Es por ello que existe la posibilidad de que los nidos de avispas velutinas puedan
actuar como bioindicadores de metales toéxicos. Estos refugios los construyen los
insectos usando fibras vegetales con agua y saliva y a su vez con material muerto o
podrido de los arboles de los alrededores. Por lo tanto, el analisis del nido podria
proporcionarnos una idea de la contaminacién del bioma en el que se encuentra. A su
vez la disposicién de los nidos en la naturaleza no es la misma siempre ya que las
avispas los construyen teniendo en cuenta factores como la temperatura, la humedad,
la lluvia, la luz, etc. Es decir, su estudio nos aportaria informacién de la contaminacion

no solo de un bioma, sino de varios (Monceau et al., 2014).

1.4. Determinaciéon de metales en matrices organicas

En la actualidad son muy diversas las metodologias empleadas para determinar
metales en matrices sdlidas organicas, como son las muestras objeto de este estudio.
En la mayoria de ellas es necesario utilizar tratamientos previos para pasar al analito a
una disolucién, de forma cuantitativa, y poder llevar a cabo su posterior determinacion.
El analisis directo también se realiza, si bien la disponibilidad y coste de la

instrumentacion necesaria lo hace mas limitado.

1.4.1. Tratamiento de la muestra

El método mas utilizado para extraer metales pesados de matrices solidas organicas
es la digestion. En él se somete la muestra a calentamiento mezclada con acidos
minerales concentrados durante periodos largos y presiones elevadas. Se usan
generalmente acidos fuertes, corrosivos y bastante toxicos entre los que se
encuentran el acido clorhidrico (HCI), el &cido nitrico (HNO3) o el acido sulfurico
(H2SO4) (Hernandez-Martinez et al., 2016). Comunmente, para que la descomposicion

sea total se utilizan oxidantes secundarios como el peréxido de hidrégeno (H.O.).

14



Determinacién de plomo en muestras ambientales

Cuando se utiliza energia de microondas el procedimiento se denomina digestion
asistida por microondas (MAD), que proporciona tiempos de extraccion mas cortos al
realizar el tratamiento en recipientes cerrados que alcanzan altas presiones y

temperaturas.

A continuacion se comentan algunos trabajos recogidos en la bibliografia en los que se
lleva a cabo la digestion de material organico. Asi Maduro et al. (2006), realizan la
digestién de agujas de abeto, plancton, col blanca, ostras y algas utilizando como
oxidantes el HNO; y el H,O,. En otro estudio relacionado con la determinacion de Cd
en microalgas marinas (Ghoneim et al., 2014) se siguié una metodologia similar, pero

usando HNO; y acido perclérico (HCIO,).

Otros estudios contemplan alternativas mas respetuosas con el medio ambiente. En
ellos, los acidos se remplazan por surfactantes que no son toxicos, inflamables o
volatiles, y por el contrario son biodegradables. Estos surfactantes forman micelas que
son capaces de solubilizar especies hidrofébicas como los metales pesados. Muchos
estudios demuestran la eficacia de esta técnica utilizando dodecilsulfato de sodio
(SDS), un surfactante aniénico, o Tritén® X-100 y Tritdbn X®-114, surfactantes no-
i6nicos (Hernandez-Martinez et al., 2016). Una de sus ventajas es que ciertas micelas
pueden combinarse produciendo un efecto sinérgico donde las diferentes especies de

interés pueden separarse a través de interacciones idnicas.

Otro método usado para el tratamiento de muestras sdlidas organicas es la digestion
por via seca. Se basa en someter a la muestra a un proceso de calcinacién, seguido
de una puesta en disolucion del residuo obtenido (Chaparro G. et al., 2016). La
principal ventaja es que no requiere el uso de reactivos téxicos pero presenta como

limitacidon que se puede volatilizar parte del analito (Bianchini y Eyherabide, 1998).

En las Tablas Ill y IV se esquematizan varios estudios de interés donde se determinan

plomo y otros metales en matrices similares a las objeto de estudio en este trabajo.
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Tabla lll. Metodologias para la determinacién de metales en algas y moluscos.

Analito Matriz Procedimiento Parametros analiticos Referencia
As, Cd, Algas -Digestion acida asistida por Buena exactitud y precision para los (Rodenas de
Cr. Ni. V microondas: materiales de referencia: CRM 279 |5 Rocha et
Sea lettuce (Ulva lactuca), NCS L 2009
Co, Mo, 4,5mL HNOs + 0,5 mL H,0, 5 ZC78006 Tea y NIST1547 Peach 2 2009)
Pb, Sb, min / 200W leaves.
Se. . L.
-Determinacion por ICP-MS LOD para Pb: 1,74x10° ug/g.
Cd, Cr, Algas y -Digestion acida asistida por Buena exactitud y precision para los (Conti &
Cu,Pby moluscos  Microondas: materiales de referencia: CRM 279 gcchetti
(sea lettuce), CRM 278 (mussel) y 2003
Zn Algas: HNO3 CRM 403 (seawater). )
Moluscos: 5 mL de HNO3;+2  LOD: 0,06 ug/g para plantas
mL de H,0O, macroéfitas y 0,07 ug/g para
moluscos.
-Determinacion por HG-
GFAAS y FAAS
Pb, Cd Algas -Digestion via seca: Buena exactitud y precision para (Lozano et
bentdnicas CRM 279 (Ulva Iactuca). aI., 2003)

Mufla (400-450 °C, 8h) + 15
mL de HCI 25%

-Determinacion por ETAAS
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Tabla IV. Metodologias para la determinacion de metales en material vegetal.

Analito Matriz Procedimiento Parametros analiticos Referencia
Pb, Zny Liquenes y -Digestion acida en recipiente Procedimiento robusto y (Dolgopolova
Cu hojas de cerrado: fiable. et al., 2004)
manzano y 3mlde HNO; + 3ml de H,0, + 2  Recuperaciones para los
melocotonero ml de H,O + 0,8 ml de HF CRMs NIST 1515 (Apple
210 °C /350 psi Leaves), NIST 1547 (Peach
Leaves) y CRM 482
-Determinacion por EMMA-XRF  (Lichens) 4RR: 97,9%,
e ICP-AES 86,7% y 68,8%.
Ca, V, Cr, Turba y -Digestion acida por La presencia HF o HBF, (Krachler et
Mn, Co, Ni. material microondas en un autoclave de aumenta la eficiencia de la al., 2002)
alta presion: digestion debido a la
Cu, Zn, Rb,  vegetal formacion de fluoruro que
Ag, Cd, Ba, 3 ml HNO;3; + 0,1 ml HBF, libera todos los elementos
T, ThyU 20-240°C /76 min/ 110 bar de la matriz (incluyendo los
del silicato).
-Determinacion por ICP-QMS
V, Mn, Co, Sedimentoy -Digestion acida asitida por Buenos resultados (Lee et al.,
Ni, Cu, Zn, hojas de microondas: analiticos: DER entre 1,1% 2004)
(Pb) vy 7,1% (Ni), y la
Ga, Cd, Pb, melocotonero Hoias d locot . titud .
ojas de melocotonero: exactitu (desviaciones
Th,Uy 14 5ml HNO3 60% porcentuales) entre 0,6%
tierras 230°C / 35min/ 75 bar / 1000W (Pb) y 15% (Mn).
raras CRM: NIST 1547(Peach

Sedimento: 1ml HF 48% + 5ml
HNO3; 60%
230°C / 45min/ 75 bar / 1000W

- Preconcentracion con fibras
quelantes, HNO3; y NH,CH5CO.,.

-Determinacion por ICP-MS

leaves) y NIES N°2 (pond
sediment).
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1.4.2. Técnicas instrumentales

En la actualidad existen varias técnicas instrumentales para poder determinar y
cuantificar metales en matrices organicas. Las técnicas de espectrometria atdbmica son
las mas utilizadas y, de forma general, requieren la puesta en disolucion de los

analitos de interés.

Dentro de ellas, es ampliamente utilizada la espectrometria de absorcién atémica
(AAS), que nos proporciona un analisis fiable y rapido de elementos metalicos. Una de
las limitaciones que presenta es que solo permite la determinacion de un elemento

cada vez.

Dentro de sus variantes, las mas comunes son la atomizacién en llama (FAAS) y la
atomizacion electrotérmica (ETAAS). La primera es una de las técnicas mas utilizadas
ya que es facil de manejar y no es muy costosa, pero tiene como principal
inconveniente una sensibilidad limitada para el plomo. Por otro lado, la ETAAS es una
técnica muy sensible para el analisis de elementos traza. Su principal limitacion se
debe a que estos elementos suelen encontrarse en matrices complejas donde pueden
aparecer interferencias y por lo tanto pueden ser necesarios procedimientos previos de
separacion y concentracion del analito antes de realizar el analisis (Yebra-Biurrun y
Moreno-Cid Barinaga, 2002).

Otra técnica es la espectroscopia de absorcién atdmica con generacion de hidruros
(HG-AAS) que se utiliza para elementos que forman especies volatiles a partir de una
reaccion de reduccién, que son introducidas en el atomizador mediante una corriente
de gas inerte. Entre las ventajas de HG-AAS encontramos un mejor limite de deteccién
comparado con el FAAS, mayor rapidez en la medida comparado con ETAAS y menor
numero de interferencias debido a la separacion completa del analito de la matriz
(Sibakoti, 2011).

En algunos casos se combina la ETAAS con la inyeccion en flujo (FI-ETAAS) pudiendo
mejorar asi la sensibilidad, la selectividad y la exactitud, y aumentar el rango analitico,
por existir menor numero de interferencias al trabajar con tiempos cortos de reaccion,

destacando su rapidez, simplicidad y economia (Herbello Hermelo, 2007).

La espectrometria de emision atémica con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-
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AES) y la espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS)
son otras dos técnicas que tienen como ventajas frente a las técnicas de absorcion la
posibilidad de determinar simultdneamente varios elementos, y su menor numero de
interferencias como consecuencia de las altas temperaturas que se alcanzan en el
plasma empleado. Sin embargo, son equipos mas caros, con mayor coste de

operacion y con menor precision que la AAS (Gomis Yagues, 2008).

El analisis directo de muestras solidas también se emplea, aunque en menor medida.
En este tipo de analisis no se realiza tratamiento previo de las muestras, salvo en

algunos casos la pulverizacion.

Una de las técnicas de analisis directo con un uso creciente en la actualidad es la
espectrometria de fluorescencia de rayos-X (XRF). Se caracteriza por ser una técnica
multielemental no destructiva y rapida que analiza las muestras de forma simultanea y
con un amplio rango lineal de trabajo. Como ya se ha mencionado, una de las ventajas
mas importantes de la XRF es que el analisis puede realizarse de manera directa en
solidos, lo cual evita tener que disolver o descomponer las muestras. Entre las
limitaciones encontramos la dificultad de realizar este analisis en muestras liquidas y
su insuficiente sensibilidad para elementos traza como son el Cd y el Pb. Asi como
también suele presentar una menor precisién y exactitud en los resultados y la
instrumentaciéon no suele estar disponible en muchos de los laboratorios (Margui et al.,
2011).

Otro tipo de analisis directo consiste en preparar suspensiones a partir de la muestra
sélida. Para ello solo es necesario pulverizar la muestra y dispersar una pequefa
cantidad de esta en un diluyente, normalmente agua ultrapura con un bajo contenido
de acido (acido nitrico, clorhidrico, etc.). La preparacién de suspensiones tiene la
ventaja de que pueden ser introducidas de forma directa en muchas técnicas de
espectrometria atdmica, aunque en algunas de dichas técnicas son necesarios
dispositivos 0 accesorios especiales para realizar dicha tarea. No es el caso de la
espectrometria de absorcién atémica con atomizacion electrotérmica (ETAAS), en la
que se pueden analizar las suspensiones utilizando los automuestreadores y
atomizadores convencionales, de ahi el gran potencial que presenta el acoplamiento
del andlisis de suspensiones con ETAAS. Otra ventaja a la hora de analizar
suspensiones con dicha técnica es que la suspensién, al prepararse directamente en
los cubiletes del automuestreador del espectrofotémetro, necesita una menor cantidad

de muestra y reactivos empleados, y por lo tanto la generacién de residuos también
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disminuye. Ademas, de forma muy habitual se acopla al equipo una sonda de
ultrasonidos para agitar la suspension de forma automatica y asi mantener la

homogeneidad de esta durante el analisis.

Muchos trabajos relacionados con el analisis directo de muestras solidas utilizan esta
técnica por sus indudables ventajas y sus buenos resultados, comparables a los
métodos tradicionales. Savio et al. (2010) determinan Pb en sedimentos, lodos y
suelos utilizando esta técnica, al igual que Pazos-Capeans et al. (2004) que determina
Cr en sedimentos de la ria de Arousa. En el caso del trabajo realizado por Sanchez-
Moreno et al. (2010) se determina Cu, Ni, Cd, Pb en hojas de ciprés, roble y pino. El
grupo de Quimica Analitica Aplicada (QANAP) ha desarrollado con éxito métodos
basados en esta metodologia para la determinacion de Co, Cr, Mo, Ni, V (Felipe-
Sotelo et al., 2004a 2004b, 2005) y Sb (Cal-Prieto et al., 2000, 2006) en muestras
ambientales, como son suelos, sedimentos, particulado atmosférico, carbén, etc. Asi
como también han desarrollado métodos directos combinando la técnica de
generacion de hidruros y ETAAS para determinar trazas de Sb en sedimentos (Cal-
Prieto et al., 2005).

A continuacién se resumen los principales aspectos de la espectroscopia de absorcién
atémica con atomizacioén electrotérmica, por ser la técnica empleada en el presente
TFG.

Espectroscopia de Absorciéon Atomica con Atomizacién Electrotérmica

La espectroscopia de absorcidon atdmica con atomizacion electrotérmica (ETAAS) es
una técnica que tiene como ventaja su gran sensibilidad en muestras de volumenes
muy pequefios. Como todos los instrumentos de absorcion atdmica, consta de una
fuente de radiacion, un atomizador, un selector de longitud de onda, un detector y un

procesador de sefal y lectura.

En los atomizadores electrotérmicos primero se evapora la muestra a una temperatura
baja y mas tarde se incrementa hasta llegar a un valor determinado donde se calcina
la matriz. Una vez que se obtiene la ceniza, se aumenta la corriente a varios cientos
de amperes, que hacen que la temperatura sea de 2000-3000 °C y ocurra la
atomizacion. Este proceso ocurre en un periodo de milisegundos a segundos y el
vapor que se disipa por encima de la superficie del atomizador se mide de manera

inmediata.

20



Determinacién de plomo en muestras ambientales

La atomizacién sucede en un tubo de grafito cilindrico que tiene un orificio central para
la introduccion de la muestra. El tubo intercambiable se coloca entre un par de
contactos también de grafito (Figura IV) y se recubre de una carcasa de metal por
donde fluye una corriente de agua que se utiliza como refrigerante. Por el tubo se
hacen pasar dos corrientes de gas inerte. La externa evita la calcinacién del tubo al no
dejar pasar el aire de fuera, y la interna, ademas de arrastrar el aire que contiene
dentro el tubo, se encarga de eliminar los vapores generados por la matriz durante las
etapas de calentamiento. Muchas veces el tubo esta recubierto de carbono pirolitico
con la finalidad de que se sellen los poros del grafito y por lo tanto sea menor la

difusion del analito y de la matriz durante la atomizacion.

Dentro de este tubo se encuentra la plataforma de L’vov, también hecha de grafito,
donde se deposita la muestra que mas tarde se evapora y calcina. Su principal funcién
es conseguir una temperatura constante en el tubo, lo cual mejora la reproducibilidad

de las sefales que se obtienen.

Figura IV. Diferentes disefios de atomizador de grafito (Skoog et al., 2008).

A la hora de medir las sefales utilizando esta técnica podemos encontrar
interferencias de dos tipos: las espectrales y las quimicas. Las primeras, denominadas
absorcion de fondo, son las que se producen debido a que las lineas de absorcion del
analito estdan muy proximas o coinciden con la absorcion que producen especies
moleculares que estan en el interior del tubo en el momento de la atomizacién. Se
corrigen utilizando los correctores de fondo (dispositivos que estan incluidos en los
instrumentos y que miden la absorciéon de fondo y la total proporcionando la absorcion
corregida correspondiente Unicamente al analito). Por su parte, las interferencias
quimicas se producen durante la atomizacion por la formaciébn de compuestos
quimicos con el analito que provocan cambios en las propiedades de absorcion del
mismo. Se corrigen anadiendo modificadores quimicos que son sustancias que
estabilizan térmicamente al analito evitando su volatilizacion o aumentan la volatilidad
de los componentes de la matriz para poder eliminarlos de forma eficiente (Skoog et
al., 2008).
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2. Antecedentes y Objetivos

El grupo de investigacion de Quimica Analitica Aplicada (QANAP) cuenta con una
amplia experiencia en el estudio de la calidad ambiental del aire y del medio marino
mediante el analisis de bioindicadores adecuados e incluso colaborando en el
desarrollo de un sistema patentado que se basa en musgo clonado para el monitoreo
de contaminantes atmosféricos (Capozzi et al., 2017). Para estos estudios se han
desarrollado metodologias de analisis directo de matrices complejas para la
determinacion de metales siguiendo los principios de la Quimica Verde. Asi, se han
establecido métodos empleando la técnica del analisis directo de suspensiones
mediante espectroscopia de absorcidon atéomica con atomizacion electrotérmica
(ETAAS) para determinar diversos metales en matrices ambientales como suelos,
sedimentos y particulado atmosférico, tal como se indicd en la introduccién de esta

memoria.

Basandonos en todo ello, en este trabajo de fin grado se plantea extender esta
metodologia a la determinacién de plomo en otras matrices ambientales como son la

microalga marina Isochrysis galbana (clon T-ISO) y los nidos de avispa velutina.

Para alcanzar este objetivo sera necesario:

- Establecer el pretratamiento adecuado de cada tipo de matriz a analizar.

- Establecer las condiciones de preparacion de la suspensién en cada caso.

- Establecer las condiciones instrumentales 6ptimas para la determinacién de
plomo en las suspensiones agitadas ultrasénicamente mediante espectrometria
de absorcion atémica con atomizacion electrotérmica (US-ETAAS).

- Determinar y evaluar las caracteristicas analiticas de la metodologia propuesta

para su validacion.
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3. Procedimiento experimental

3.1. Aparatos y reactivos

En este trabajo se utilizaron los aparatos listados a continuacién:

- Balanza electronica AND modelo ER-180A, de precision 0,00001 g.

- Centrifuga Eppendorf modelo 5804.

- Espectrofotdmetro de absorcion atémica Perkin-Elmer modelo 4100 equipado con
camara de grafito modelo HGA-700, sistema corrector de fondo de Deuterio, inyector
automatico AS-70 y una sonda de agitacion ultrasénica modelo USS-100.

- Lampara de catodo hueco de plomo (Perkin Elmer).

- Micropipetas automaticas (Eppendorf) con puntas desechables (10-100 pL, 20-200
pL, 100-1000 pL).

- Picadora de uso doméstico.

- Tubos de grafito pirolitico provistos de plataforma de L"Vov (Perkin Elmer).

A su vez para realizar los analisis se utilizaron los siguientes reactivos:

- Acido clorhidrico 36,5% para analisis de trazas (J.T. Baker).

- Acido nitrico 65% para analisis de trazas (J.T. Baker).

- Dihidrogenofostato amodnico, 99,999 % pureza (Aldrich). A partir del cual se prepara
una disolucion de trabajo al 2 % (m/v).

- Disolucion patron de 1000 mg/L de Pb (Panreac). A partir de esta disolucion madre
se prepara una disolucion de 10 mg/L y de esta, la disolucion de trabajo de 100 pg/L.

- Formiato de amonio, = 99,995% para andlisis de metales traza (Sigma-Aldrich). A
partir del cual se prepara una disolucién de trabajo al 1 % (m/v).

- Materiales de Referencia para los nidos: Peach leaves GBW 08501 y material vegetal
ejercicio interlaboratorio Interlab VL (93-690).

- Nitrégeno liquido

- Paladio en polvo, 99,999 % pureza (Aldrich). A partir del reactivo comercial se
preparo una disolucion de 1000 ug/L.

-Tritdn® X-100 Sigma Ultra (Sigma-Aldrich).

Los materiales usados en el proyecto fueron los siguientes:
- Cubiletes del automuestreador de polietileno (capacidad 1,5 mL).
- Espatulas de plastico.

- Filtros de celulosa, tamano de poro 0,45 um; diametro 47 mm (Millipore).
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- Mortero de agata.
- Placas Petri.

- Vasos de precipitados, capacidad 0,5 L.

Todo el material utilizado se lava con agua y jabén, enjuagandolo tres veces con agua
ultrapura y sumergiéndolo en acido nitrico al 10 % (v/v) durante 24 h. Transcurrido ese

periodo de tiempo se vuelve a enjuagar con abundante agua ultrapura y se deja secar.

3.2. Descripcion de las muestras

Como se ha indicado anteriormente, las muestras objeto de estudio en el presente
trabajo son la microalga marina Isochrysis T-ISO y los nidos de avispas velutinas o

asiaticas, que se describen a continuacion.

3.2.1. Microalga marina Isochrysis T-ISO

Las microalgas marinas Isochrysis T-ISO fueron proporcionadas por el grupo de
investigacion Estudio y Aplicaciones de las Microalgas de la Universidade da Coruna.

Después de 3-4 semanas de crecimiento, todo el contenido del matraz (Figura V) se

somete al tratamiento previo que se describe en el apartado 3.3.1.

(2 | [ Sl |
a = | i -

Figura V. Cultivo de microalga Isochrysis T-1SO.
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3.2.2. Nidos de avispas velutinas

En el caso de los nidos de avispa se dispone de doce muestras cedidas por la
profesora M? José Servia del Departamento de Biologia de la UDC. La recogida del
material se llevé a cabo en la zona de Oleiros, en concreto en los puntos que se

muestran en el mapa (Figura VI).

Figura VI. Mapa de los puntos de muestreo de los nidos de avispas asiaticas.

El aspecto de las muestras es diferente entre si, asfi como la cantidad de muestra
disponible de cada una de ellas. A causa de esto, se lleva a cabo una seleccion previa
del material para poder disponer de muestras representativas para el analisis. Se
tienen en cuenta las diferentes partes de la estructura y el aspecto del nido asi como la
cantidad de cada muestra. En los casos en los que hay suficiente cantidad de material
de las diferentes partes, se toma una porcién de la parte externa del nido y otra de la
parte interna (panal). En los casos en los que esto no sucede, se utiliza la totalidad de

la muestra independientemente de la parte a la que corresponda (Figura VII).
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Figura VII. Muestras de nidos de avispas velutinas: (a) Parte exterior e interior de la

muestra n°® 11 y (b) Muestra n° 4 sin partes diferenciadas.

3.3. Pretratamiento de las muestras

En este apartado se describen los tratamientos previos a los que se sometieron las
muestras de la microalga Isochrysis T-ISO y los nidos de avispas asiaticas para llevar

a cabo la determinacion de plomo en las mismas.

3.3.1. Microalga marina Isochrysis T-ISO

Las muestras de microalgas se someten en primer lugar a un proceso de lavado,
adaptado del trabajo de Paredes (1995). Para ello se llenan 6 tubos de la centrifuga
con alicuotas de 25 mL del cultivo de microalga y se centrifugan durante 8 min (2500
rpm). El sobrenadante se decanta y se afiaden otros 25 mL de cultivo de microalga y
se repite el proceso. Después de decantar nuevamente el sobrenadante se afiaden a
cada tubo, sobre las microalgas, 10 mL de formiato de amonio al 1 % (m/v). Se agita
manualmente para favorecer que la sal entre en contacto con el liquido de lavado. Se
centrifugan y se decanta aproximadamente la mitad del sobrenadante. El contenido de
los seis tubos se combina en uno solo, que finalmente se centrifuga y se decanta todo
el sobrenadante. La microalga depositada se separa y se seca en estufa a 60 °C

durante 48 h. Una vez seca se disgrega con ayuda de un mortero de agata.
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3.3.2. Nidos de avispas velutinas

Las muestras de nidos se secan en la estufa a 60 °C durante 72 horas. A continuacion
se trituran para reducir su tamafo de particula. Se someten a una primera trituracion
con una picadora de uso doméstico en presencia de nitrogeno liquido y posteriormente

se molturan en un mortero de agata, también en presencia de nitrogeno liquido.

Parte de las muestras molturadas se someten a calcinacion utilizando el programa de
la Tabla V (Sluiter et al., 2008).

Tabla V. Programa de calcinacion para las muestras de nidos.

Paso Temperatura (°C) Tiempo o rampa
1 105 12 min
2 250 10 °C/min, 30 min
3 575 20 °C/min, 180 min
4 105 Hasta que se retiren de la mufla

3.4. Procedimiento de analisis mediante US-ETAAS

La determinacion de plomo en las muestras se lleva a cabo de forma directa
analizando suspensiones preparadas en los cubiletes de polietilieno del
automuestreador del horno de grafito, el cual tiene acoplado un sistema automatico de
agitacion ultrasonica (US-ETAAS).

Las suspensiones se preparan pesando una masa de muestra seca en el rango de 20
mg a 40 mg para las microalgas y de 5 mg a 10 mg para las cenizas de los nidos,
directamente en los cubiletes. A continuacion se afiade 1 mL de la disolucién acuosa
de HNO; y Triton® X-100, con una concentracion del 1,5 % (viv) y 0,6 % (m/v),
respectivamente, para las muestras de microalgas y del 1 % (v/v) y 0,1 % (m/v) para

las muestras de nidos de avispa.

En todos los casos, el cubilete se coloca en el carrusel del automuestreador y se

somete a agitacion con sonda de ultrasonidos durante 10 s con una potencia de 40 W.
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Inmediatamente después de finalizar la agitacion, se inyectan 2 - 4 uL de la
suspension en el atomizador y el volumen necesario de diluyente, en este caso HNO;

0,5 % (v/v), para completar el volumen total a 20 pL.

Se emplean tubos de grafito pirolitico con plataforma de L'Vov y el programa de
temperaturas del horno optimizado para cada una de las matrices (Tabla VI). La
determinacion de Pb en microalgas requirio la adicion en el atomizador de 4 pyL de una
disolucién de Pd de 1000 mg/L, como modificador quimico. Todos los analisis se
hacen por ftriplicado usando un corrector de fondo de deuterio que compensa la
absorcion molecular debida a la matriz. Las sefales se registran (en area y altura de
pico atémico) a la longitud de onda caracteristica del Pb, 283,2 nm (anchura de banda
espectral 0,7 nm). Las disoluciones patron para construir las curvas de calibrado y las
de adiciones estandar se preparan de forma automatica con el muestreador del

equipo, a partir de una disolucién patron de Pb de 100 pg/L.

Tabla VI. Programa del horno de grafito para la determinacién de Pb en suspensiones por

ETAAS.

Etapa Temperatura Tiempo Tierr_lpo Flujo Ar

(°C) rampa (s) calentamiento (s) (mL/min)
Secado 1 100 1 5 300
Secado 2 130 30 5 300
Pirdlisis 1100/400* 20 20 300
Atomizacion 1500/1800* 0 3 0
Limpieza 2500 1 3 300

* Microalga/Nido
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4. Resultados y discusion

En este apartado se presentan los resultados alcanzados en el presente trabajo, su

interpretacion y discusién para con ellos poder elaborar las conclusiones del estudio.

4.1. Ensayos previos

Antes de comenzar a realizar los analisis, se llevaron a cabo una serie de pruebas con
la finalidad de encontrar el mejor método para el tratamiento previo de las muestras.
Debido a las diferencias que existian entre las matrices organicas a estudiar, los

ensayos que se practicaron con cada una de ellas fueron diferentes.

4.1.1. Microalga marina Isochrysis T-ISO

Para las muestras de microalgas marinas Isochrysis T-ISO se realizaron ensayos
previos para evaluar una etapa previa de lavado. Se analizaron muestras sin lavar y
lavadas con agua ultrapura. Tal como se observa en la Figura VI, para las muestras
sin lavar se registré una senal atobmica aproximadamente el 50 % menor que para las
muestras lavadas, asi como con una mayor sefial de absorcién molecular. Esto se
debe al alto contenido de sal que presentan, el cual ademas puede provocar

interferencias en la etapa de medida instrumental.

0.3 a

=
)

Absorbancia

=
=

Tiempo (s)

Figura VIIl. Senales registradas al determinar Pb en muestras de microalga: (a) lavada y (b) sin

lavar (linea continua: sefial atébmica, linea de puntos: absorcién de fondo).

Se determiné la pérdida de masa al lavar con agua ultrapura tres alicuotas de
microalgas, obteniendo un valor medio del (57,7 + 4,3) %. En la Figura IX se observan
los cristales de sal, cloruro de sodio, en la superficie de la muestra de microalgas no

lavada, después de su filtracién y secado.
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Figura IX. Cristales de cloruro de sodio en la superficie de una muestra filtrada y seca
de microalgas Isochrysis T-ISO no lavada.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la necesidad de un lavado previo, por lo
que a continuacién se compara el uso de agua ultrapura y formiato de sodio al 1 %,
como liquidos de lavado, empleando el procedimiento descrito en el apartado 3.3.1.
Este ultimo reactivo se selecciona, de acuerdo con la bibliografia consultada (Zhu y
Lee, 1997) frente a otras opciones, como el cloruro de sodio o el bicarbonato de
amonio. Al realizar el lavado con formiato de sodio (1%) se registré6 una pérdida de
masa (34,2% * 0,1%) considerablemente menor que el obtenido con agua ultrapura.
Ademas, el uso de este reactivo de lavado proporciona una mayor precision (0,3 %
con respecto a 7,4 %, expresados como DER). El motivo de estos resultados parece
ser debido a que el agua puede romper la pared celular de las microalgas, lo que
incrementa la pérdida de masa y puede alterar el contenido de plomo de la muestra.
Sin embargo, esto no ocurre con el formiato de sodio ya que proporciona una presion

osmoética similar a la del agua de mar (Zhu y Lee, 1997).

Una vez seleccionado el formiato de sodio (1 %) como liquido de lavado, se estudia el
numero de lavados que son necesarios. Para ello se utilizaron varias porciones de
microalgas donde unas se lavaron una vez y otras dos veces. En ninguno de los casos
se observaron depésitos de sal, y se comprobd que no habia diferencias significativas
en la pérdida de masa después del segundo lavado por lo que se concluyé que solo es

necesario lavar una vez las muestras de microalgas con formiato de amonio al 1 %.

4.1.2. Nidos de avispas velutinas

Las muestras previamente seleccionadas se someten a un proceso de secado,
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determinando la humedad de las mismas. Para ello se extiende cada muestra sobre
papel de filtro parafinado y se meten en una estufa a 60 °C durante 24 h. Después se
dejan en un desecador hasta alcanzar la temperatura ambiente y se pesan en balanza
analitica. Se vuelven a introducir en la estufa otras 24 h y se repite el proceso dos
veces mas (hasta completar 72 h de secado). Se comprueba que se requieren 72 h de
secado para alcanzar un peso constante de las muestras, obteniendo un error relativo
inferior al 1 % referenciado como aceptable. Por lo que se fija este tiempo para el

secado de las muestras de nidos. Se obtiene un valor medio de humedad del 5,6 %.

A continuacion se reduce el tamano de particula de las muestra secas triturandolas en
una picadora de uso domeéstico y a continuacion se molturan en un mortero de agata.
Se comprobd que en ambos casos fue necesaria la adicién de nitrégeno liquido para
mantener la muestra congelada durante su trituracion y asi conseguir una molturacion

eficaz debido a la dificultad para romper las fibras vegetales del material de los nidos.

Inicialmente se prepararon suspensiones de muestras de nidos asi obtenidas
directamente en el cubilete del automuestreador, empleando como fase liquida una
disolucion diluida de HNO; y Triton® X-100. En todos los ensayos previos realizados
las sefiales atomicas registradas, tanto sin como con modificador quimico (Pd), fueron
despreciables frente a las senales de absorcion molecular. Esto es debido al bajo
contenido de Pb de las muestras asi como al alto contenido organico de este tipo de

matriz.

Por este motivo se opta por calcinar las muestras a fin de eliminar la materia organica
de las mismas y concentrar el contenido del analito. Se emplea el programa de
temperaturas de calcinacién recogido en la Tabla V y con las cenizas obtenidas se
preparan las suspensiones, las cuales presentan un aspecto homogéneo. Los ensayos
previos realizados al analizar estas suspensiones permitieron comprobar que las
sefales atomicas y de fondo registradas eran adecuadas para el posterior analisis, sin

necesidad de emplear modificador quimico.

4.2. Estudio de las condiciones de la preparaciéon de la suspension

El estudio de las condiciones de preparacion de la suspension se realizé con muestras
de microalgas. Las variables que se estudiaron son la cantidad de muestra pulverizada

para preparar la suspension y el contenido de tensoactivo, Tritdon®X-100, y de acido
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nitrico en la fase liquida.

4.2.1. Cantidad de la muestra

La cantidad de muestra que se utiliza para preparar las suspensiones debe oscilar
entre un valor minimo que proporcione senales atdmicas significativas y un valor
maximo que permita obtener un pipeteo eficiente y reproducible de la alicuota que se
introduce en el atomizador. Los ensayos previos realizados en la preparacién de las
suspensiones de microalgas permitieron concluir que masas en el intervalo 20 - 40 mg
proporcionaban resultados satisfactorios. En el caso de las cenizas de los nidos se

reduce este rango entre 5y 10 mg.

4.2.2. Concentracion de tensoactivo Triton X-100

El analisis directo en forma de suspensiones requiere el empleo de una fase liquida
para suspender la muestra sélida, que ha de estar finamente pulverizada. Esta fase
liquida suele estar formada por un acido diluido y otros reactivos auxiliares, como es el
caso del tensoactivo Triton®X-100. Su funcién es favorecer la humectacién de las
particulas e incrementar la viscosidad para mejorar la homogeneidad de la suspension
y asi obtener mayor precisién en la medida instrumental. En este estudio se considera
necesario su empleo. Para evaluar la cantidad de Triton® X-100 adecuada se fija la
concentracion de acido nitrico utilizado como fase liquida en 1 % (v/v), de acuerdo a
estudios previos realizados en el grupo de investigacion de QANAP al analizar
muestras de interés ambiental en forma de suspensiones para la determinacion de
otros analitos (Sb, Co, Cr, etc.) (M. Felipe-Sotelo, 2005).

Se ensayan cantidades crecientes del tensoactivo: 0,1; 0,2; 0,4: 0,6 y 0,8 expresadas
en % m/v. En la Figura X se representan el area y la altura de las sefiales atomicas
obtenidas cuando se analizan por triplicado suspensiones de microalga con las
distintas cantidades de tensoactivo ensayadas. La desviacion estandar (DE) esta
representada con una barra de error en cada columna. Se observa que a valores bajos
de tensoactivo las absorbancias registradas son ligeramente mayores y con una
dispersiéon mayor. Para contenidos entre 0,2 % y 0,6 % de tensoactivo se registran
sefales atémicas del Pb muy similares, si bien la desviacion estandar relativa (DER)

para las sefales en area y altura es menor en presencia de 0,6 %. Y en presencia de
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un 0,8 % la sefal disminuye ligeramente, y aumenta la DER. Por esta razén, se
selecciona la concentraciéon del 0,6 % como la 6ptima para la preparacion de las

suspensiones.
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Figura X. Sefales registradas para el Pb en la suspension de microalgas (n = 3), en area y

altura de pico, en funcién del contenido de Trit6n® X-100 (% m/v).

4.2.3. Concentracion de acido nitrico

El empleo de acido nitrico en la fase liquida de las suspensiones favorece la
extraccion del analito a partir de las particulas solidas lo que mejora la precisién del
analisis. Pero la cantidad de acido utilizada afecta no solo a la precisién de los
resultados, sino también a la magnitud de los valores de absorbancia y de sefal de
fondo obtenidos. Con la concentraciéon de tensoactivo fijada, se estudia la cantidad de
HNO; en el siguiente rango: 0,1; 0,5; 1,0; 1,5y 2,0, expresada en % (v/v). En la Figura
Xl se muestran las sefales registradas para el Pb y para la absorcion del fondo
obtenidas al analizar suspensiones de microalgas (n = 3) con las distintas cantidades
de acido ensayadas. La precision en la medida se denota por las barras de error en
cada una de las columnas. La sefal atbmica aumenta ligeramente hasta un contenido
de acido nitrico de 1,5 %, obteniéndose sin embargo una DER mas baja para un
contenido del 2,0 %. Por otro lado se observa un aumento moderado de la senal de
fondo al aumentar la concentracién de acido. Teniendo en cuenta estos resultados se

selecciona como concentracion 6ptima de acido nitrico 1,5 %, a pesar de presentar
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una mayor dispersion en la medida que la obtenida con 2 % (DER aceptable de 5,7 %
frente a 1,9 %), ya que esta concentracién de acido provoca un aumento considerable
de la sefial de fondo. Esto se debe a que una mayor concentracion de acido no solo
favorece la solubilizacion del analito sino también la de la matriz, provocando una

mayor absorcion molecular.
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Figura Xl. Sefiales registradas para el Pb y su fondo para la suspensién de microalgas (n = 3),

en area de pico, en funcion del contenido de HNO; (% v/v).

En la Figura Xll.a se muestra el perfil atdbmico y la absorcién de fondo registrados al
analizar una suspensién de microalgas preparada en las condiciones optimizadas, 0,6
% de Tritén® X-100 y 1,5 % de HNO:s.

Estos mismos estudios se llevaron a cabo para la preparaciéon de las suspensiones de
las cenizas de nidos de avispa. Los resultados mostraron que no habia diferencias
significativas entre las sefales atomicas y de fondo registradas para los contenidos de
Triton® X-100 ensayados, seleccionando el contenido minimo del 0,1 % (m/v). En el
caso del acido nitrico, el valor 6ptimo fue del 1 % (v/v). En estas condiciones se
obtiene un buen perfil atdbmico y una insignificante sefal de fondo (Figura XIll.b)
gracias a la eliminacion previa de la matriz organica de la muestra al calcinarla. Por lo

cual también se requieren concentraciones menores de acido y tensoactivo.
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Figura Xll. Sefiales atémica (negro) y de fondo (gris) registradas en las condiciones
seleccionadas para una suspension de: (a) microalgas (1,5 % HNO3 + 0,6 % Triton® X-100) y
(b) ceniza de nido de avispa (1 % HNO3; + 0,1 % Triton® X-100).

4.3. Programa de temperaturas del horno de grafito

Las temperaturas y tiempos del programa de atomizacion para la determinacion de Pb
por ETAAS se estudian analizando las suspensiones de microalgas y de las cenizas
de los nidos. Para ello se inyectan en el tubo de grafito 4 pL de la suspension fijando el

volumen total de inyeccién en 20 L, utilizando HNO3; 0,5% (v/v) como diluyente.

Se estudia también el empleo de dos modificadores quimicos ampliamente recogidos
en la bibliografia para la determinacién de Pb, como son el paladio (Bermejo-Barrera
et al., 1996) y el dihidrogenofosfato aménico (Yu et al., 1990). Como la validez de cada
modificador depende de la naturaleza de la muestra, los modificadores se estudiaron

para asegurar su viabilidad.

La funcidén de este tipo de modificadores es permitir incrementar la temperatura de
calcinacion al formar especies de plomo estables y de esta forma conseguir que la
matriz de la muestra se destruya completamente (Volynskii, 2003). Los modificadores
de fosfato aménico forman facilmente fosfatos no volatiles e insolubles con muchos
metales. Ademas, el modificador introduce un proceso de intercambio de cationes con
el amonio para facilitar la eliminacion del cloro en la etapa de pirdlisis, en la que los
cloruros son una de las interferencias de la matriz mas comunes que se conocen en
esta técnica. En cuanto al paladio, tanto solo como mezclado con otros reactivos, se
ha demostrado que proporciona la estabilizacion térmica de los metales en la etapa de
pirdlisis siendo considerado como un modificador quimico universal. En el estudio
realizado por Borges et al. (2014) se comparan las capacidades de los modificadores

quimicos Pd / Mg, NH;H,PO, y NH;NO; / Pd para analizar Pb en muestras de
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fertilizantes y piedra caliza. El modificador Pd / Mg proporciona la sensibilidad mas alta
y presenta una mejor relacion sefial/ruido que el formado por la mezcla NH4sNO; / Pd.
El NH;H,PO, se descarta debido a las grandes interferencias espectrales. En el caso
del trabajo de Térdk y Zemberyova (2012) comparan el Pd, Pd / Mg(NOs),, Pd /
NH;NO3, NH;sH,PO4 y NH4H,PO, / Mg(NO3), para la determinacién de los metales Cd,
Cu y Zn en muestras de comida. Los resultados confirman la aplicabilidad del Pd como
modificador para la determinacién de Cd, Cu y Zn. En el caso del Cd es preferible la
adicion de NH4sNO; ya que aumenta la robustez del método al disminuir la interferencia

de los haluros.

La primera etapa de un programa de temperaturas del horno de grafito es la de
secado. En este trabajo, se fijan dos etapas de secado a 100 °C y 130 °C,
respectivamente. Este proceso se realiza en dos pasos para que el secado se
produzca de manera gradual y uniforme, lo cual se comprueba visualmente. La
siguiente etapa es la pirdlisis o calcinacion, en la que se destruye la mayor parte de la
matriz de la muestra mediante su oxidacion por calentamiento. En la etapa de
atomizacion se atomiza el analito en ausencia de interferentes y finalmente se incluye
una etapa de limpieza para eliminar restos de analito y matriz que hayan quedado en
el atomizador. Las condiciones O&ptimas se seleccionaron considerando la
reproducibilidad de las sefales atémicas, los perfiles atdmicos y las senales de

absorciéon de fondo.

4.3.1. Microalga marina Isochrysis T-1ISO

En ausencia de modificador quimico

Para estudiar la temperatura de calcinacién se construye la curva de calcinacion,
registrando los valores de absorbancia para diferentes temperaturas, entre 200 °C y
1000 °C. Se fija la temperatura de atomizacién en 1500 °C. Los resultados se
muestran en la Tabla VIl y se representan en la Figura Xlll. Las senales obtenidas
para temperaturas de calcinacion menores de 700 °C son mas bajas que las obtenidas
a partir de ese valor, probablemente debido a que la temperatura de calcinaciéon no es
suficientemente alta para eliminar la matriz completamente, y se producen
interacciones del Pb con los componentes de la matriz no eliminados que provocan
una atomizacion ineficiente. El valor maximo de sefal se obtiene para 700 °C y para

temperaturas mayores disminuye significativamente la sefial atémica, lo que implica
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que parte del Pb se esta volatilizando antes de la etapa de atomizaciéon. Se selecciona

por tanto como temperatura 6ptima 700 °C.

La curva de atomizacién se construye en el intervalo de temperaturas de 1100 °C a
2100 °C, fijandose la temperatura de calcinacion en 700 °C. En la Tabla VII se recogen
los resultados obtenidos, con los que se construye la curva de atomizacion (Figura
XIll). Se observa que a temperaturas inferiores a 1500 °C no se consigue la completa
atomizacion del Pb y a temperaturas superiores a 1700 °C disminuye la sefial
registrada en area de pico debido a un estrechamiento excesivo del mismo, lo que
empeora la reproducibilidad de la sefial. Se escoge por tanto como temperatura de

atomizacion optima 1600 °C.

Tabla VII. Variacién de la absorbancia del Pb en funcién de las temperaturas de calcinacion y
de atomizacién, sin modificador quimico.

Etapa de Calcinacion

Temperatura (°C) 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Absorbancia 0,070 0,081 0,079 0,084 0,090 0,092 0,076 0,040 0,014

Etapa de Atomizacion

Temperatura (°C) 1100 1300 1500 1600 1700 1800 1900 2100
Absorbancia 0,034 0,067 0,700 0,103 0,099 0,077 0,064 0,041
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—8— Pirdlisis —&— Atomizacion
0,1
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Figura Xlll. Curvas de calcinacién y atomizacion para suspensiones de microalgas sin
modificador quimico.
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En presencia de modificador quimico

Las sefales registradas sin modificador proporcionaron bajas absorbancias atomicas,
sefiales de fondo altas y dispersion en las repeticiones de las medidas. Teniendo en
cuenta estos datos se estudid el empleo de dos modificadores: el paladio y el

dihidrégenofosfato amonico.

En el caso del paladio se afiaden en el tubo de grafito 4 uL de una disolucién de Pd de
1000 mg/L y se construye la curva de calcinacion registrando las sefiales de
absorbancia para los valores de temperatura entre 200 °C a 1200 °C. Se fija la
temperatura de atomizacion en 1500 °C. Los resultados se muestran en la Tabla VIl y
se representan en la Figura XIV. Las sefales obtenidas para temperaturas de
calcinacion menores de 800 °C son mas bajas que las obtenidas a partir de ese valor,
de forma similar a lo que ocurria sin modificador quimico, lo que puede ser debido,
como ya se ha comentado, a que la temperatura de calcinacion no es suficientemente
alta para eliminar la matriz completamente lo que provoca una atomizacion ineficiente.
A partir de 800 °C la sefial aumenta y se mantiene constante hasta 1100 °C, y a
temperaturas superiores a 1200 °C disminuye drasticamente (casi la mitad), lo que
implica que gran parte del Pb se esta volatilizando antes de la etapa de atomizacion.

Se seleccionan por tanto 1100 °C como temperatura 6ptima de calcinacion.

La curva de atomizacion se construye utilizando el intervalo de temperaturas entre
1200 °C y 2100 °C, fijando la temperatura de calcinacién en 1100 °C. En la Tabla VIl
se recogen los resultados obtenidos, con los que se construye la curva de atomizacién
(Figura XIV). Se observa que a temperaturas inferiores a 1300 °C no se consigue la
completa atomizacion del Pb y a temperaturas superiores a 1600 °C disminuye la
senal registrada en area de pico debido, como ya se ha comentado en ausencia de
modificador quimico, a un estrechamiento excesivo del mismo, lo que empeora la
reproducibilidad de la sefal. Por ello se escoge como temperatura Optima de

atomizacion 1500 °C.
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Tabla VIII. Variacién de la absorbancia del Pb en funcién de las temperaturas de calcinacion y
de atomizacion, utilizando paladio como modificador quimico.

Etapa de Calcinacion

Temperatura (°C) 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
Absorbancia 0,082 0,094 0,101 0,107 0,124 0,123 0,123 0,124 0,068

Etapa de Atomizacion

Temperatura (°C) 1200 1300 1500 1600 1700 1800 1900 2100
Absorbancia 0,008 0,089 0,119 0,114 0,097 0,076 0,057 0,038

—8—Pirdlisis ——e=— Atomizacion
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Figura XIV. Curvas de calcinacién y atomizacion para suspensiones de microalgas con paladio

como modificador quimico.

En el caso del dihidrogenofosfato aménico se afiadieron en el tubo de grafito 4 uL de
una disolucién al 2 % (m/v). La curva de calcinacion se construye con las sefiales de
absorbancia registradas para los valores de temperatura entre 200 °C y 1100 °C. Se
fija la temperatura de atomizacion en 1500 °C. Los resultados se muestran en la Tabla
IX y se representan en la Figura XV. Se observa que a partir de 1000 °C disminuye la
sefial atdmica lo que implica que parte del analito se esta volatilizando antes de la
etapa de atomizacion, por lo tanto se selecciona 900 °C como temperatura 6ptima de

calcinacion.
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Se construye la curva de atomizacion utilizando el intervalo de temperaturas entre
1200 °C y 2100 °C, fijando la temperatura de calcinacioén en 900 °C. En la Tabla IX se
recogen los resultados obtenidos, con los que se construye la curva de atomizacion
(Figura XV). Se observa que la maxima sefal se obtiene para 1500 °C, y que a
temperaturas inferiores a 1300 °C no se consigue la completa atomizacion del Pb y a
temperaturas superiores a 1600 °C disminuye la sefal registrada, como consecuencia
del estrechamiento del pico atdmico. Por lo tanto la temperatura éptima de atomizacién
es 1500 °C.

Tabla IX. Variacion de la absorbancia del Pb en funcion de las temperaturas de calcinacion y

de atomizacion, utilizando dihidrégenofosfato aménico como modificador quimico.

Etapa de Calcinacion

Temperatura (°C) 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Absorbancia 0,109 0,096 0,110 0,124 0,121 0,120 0,127 0,120 0,066

Etapa de Atomizacion

Temperatura (°C) 1200 1300 1500 1600 1700 1800 1900 2100
Absorbancia 0,085 0,114 0,137 0,121 0,095 0,070 0,042 0,035

0,16
—eo— Pirdlisis —e— Atomizacion
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Figura XV. Curvas de calcinacién y atomizacion para suspensiones de microalgas con
dihidrogenofosfato amoénico como modificador quimico.

A la vista de los resultados obtenidos en el estudio de las temperaturas del programa

de atomizacion se concluye que es necesaria la utilizacion de un modificador quimico,
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porque tanto el paladio como el dihidrogenofosfato amonico estabilizan al Pb a
temperaturas de calcinacién mas altas que cuando se produce la atomizacién en
ausencia de modificador. Pero en el caso del paladio la temperatura de mineralizacion
optima es de 1100 °C frente a 900 °C con dihidrégenofosfato amodnico, por lo que el
paladio es el modificador seleccionado para realizar la determinacion de Pb en

muestras de microalgas.

4.3.2. Nidos de avispas velutinas

Las pruebas preliminares mostraron que en ausencia de modificador quimico se
obtenian valores de absorbancia apreciables con perfiles atémicos adecuados y
sefales de fondo no significativas. Por lo que se decidié hacer el estudio del programa
de atomizacion en estas condiciones. En el caso de las suspensiones de los nidos
calcinados se fijaron igualmente dos etapas de secado a 100 °C y 130 °C,

respectivamente.

La curva de calcinacion se construye registrando los valores de absorbancia para
diferentes temperaturas entre 200 °C y 1000 °C. Se fija la temperatura de atomizacién
en 1800 °C. Los resultados se muestran en la Tabla X y se representan en la Figura
XVLI.

Tabla X. Variacién de la absorbancia del Pb en funcién de las temperaturas de calcinacion y de
atomizacion, sin modificador quimico.

Etapa de Calcinacion

Temperatura (°C) 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Absorbancia 0,174 0,177 0,172 0,167 0,161 0,155 0,134 0,086 0,043

Etapa de Atomizacion

Temperatura (°C) 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
Absorbancia 0,062 0,105 0,190 0,290 0,289 0,279 0,262 0,216 0,173
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Figura XVI. Curvas de calcinacién y atomizacion para una suspension de nidos de avispas
asiaticas calcinadas.

Se observa que a temperaturas mayores de 400 °C disminuye ligeramente la sefial
atdémica, por lo que se selecciona este valor como temperatura éptima de calcinacion,
ya que ademas se obtiene un perfil del pico atdbmico mas simétrico (Figura XVII). El

fondo se mantiene constante y con valores despreciables en todos los casos.

Absorbancia

Absorbancia
Absorbancia

Tiempo (segundos) Tiempo (segundos) Tiempo (segundos)

Figura XVII. Senales obtenidas para una suspension de nidos de avispas asiaticas calcinadas
para una temperatura de pirdlisis de: (a) 300 °C, (b) 400 °C y (c) 500 °C.

La curva de atomizacién se construye en el intervalo de temperaturas de 1000 °C a
2200 °C, fijandose la temperatura de calcinacion en 400 °C. En la Tabla X se recogen
los resultados de absorbancia obtenidos con los que se construye la curva de
atomizacion (Figura XVI). El valor maximo de absorbancia se obtiene para 1300 °C y
1400 °C, sin embargo a estas temperaturas, tal como se observa en la Figura XVlil-a,

el perfil del pico atdbmico es muy irregular y la atomizacién se retrasa, con lo que el
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pico atémico no aparece completo en los 3 s fijados para la etapa de atomizacion. Esto
es debido a que a temperaturas tan bajas la atomizacién del Pb se produce de forma
irregular y provoca ademas una dispersion importante en las medidas de absorbancia.
A partir de 1500 °C la absorbancia disminuye ligeramente y a partir de 1700 °C las
sefiales disminuyen, pero tanto el perfil del pico atémico como la precision en la
medida mejoran considerablemente (Figura XVIII-b). Teniendo en cuenta estos
resultados asi como el perfil del pico y el valor de la absorbancia, se selecciona 1800

°C como la temperatura 6ptima para la atomizacion.

1

Absorbancia

0 1 2
Tiempo (segundos)

Figura XVIll-a. Senal obtenida para una suspension de nidos de avispas asiaticas calcinadas,
temperatura de atomizacién de1300 °C.
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Figura XVIlI-b. Serfiales obtenidas para una suspension de nidos de avispas asiaticas
calcinadas a una temperatura de atomizacion de: (a) 1700°C, (b) 1800°C y (c) 1900°C.

4.4. Validacion del método analitico.

En quimica analitica se utiliza la validacion para demostrar que un método es lo

suficientemente consistente y confiable antes de que se pueda utilizar para el analisis
de las muestras. Para ello se llevan a cabo diferentes ensayos, evaluando los
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siguientes parametros de desempeno: linealidad e intervalo de trabajo, estudio del

efecto matriz, sensibilidad, LOD y LOQ, precision y exactitud.
Intervalo lineal y evaluacion del efecto matriz

La linealidad de un método analitico es la capacidad para obtener resultados
procedentes de los ensayos que sean proporcionales a la concentracion de analito en
las muestras en un intervalo determinado, que denominamos intervalo lineal. Entre los
dos extremos de este intervalo se pueden garantizar resultados con una precision,
exactitud y linealidad adecuadas. Como criterio de aceptacién de la linealidad

utilizaremos un valor de regresion lineal minimo de R?>0,99.

Experimentalmente, se prepararon disoluciones patrén de Pb de concentraciones
crecientes hasta 130 pg/L y se representd la absorbancia obtenida, en el eje de
abscisas, frente a la concentracion, en el eje de ordenadas (Figura XIX).
Generalmente la relacion entre estas dos variables es lineal hasta un determinado
valor de la concentracion del analito y responde a la ecuacion: y = bx + a, donde el
factor de proporcionalidad es la pendiente b. A continuacion se obtiene, mediante
minimos cuadrados, la recta de regresibn que mejor se ajusta a los puntos
experimentales, la cual constituye la recta de calibrado. EI coeficiente de
determinacion (R?) obtenido es mayor de 0,99 por lo que el intervalo es lineal. No
obstante, a partir de 60 pg/L la sefal tiende a disminuir progresivamente,

estableciéndose un rango de trabajo de 0 a 50 pg/L.
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Figura XIX. Recta de calibrado.
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Cuando se analizan matrices complejas, es necesario evaluar el efecto que tienen
todos los componentes de la muestra en la respuesta analitica del analito. Para
comprobar este efecto matriz se realiza una comparacion entre las pendientes de la
recta de calibrado externo y la de adiciones estandar. Esta se ha obtenido adicionando
a cada disolucion del calibrado un pequefio volumen fijo de la disolucién de la muestra.
Para llevar a cabo la comparacion de las pendientes es necesario realizar una
comprobacion previa de si los errores promedio de los dos ajustes son comparables
(mediante un test F). A continuacion la comparacién de las pendientes de las dos
rectas se realiza mediante un test f. En la Figura XX se muestran la recta de calibrado

y las rectas de adicion obtenidas para suspensiones de algas y de nidos calcinados.
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Figura XX. Recta de calibrado y rectas de adicién obtenidas para suspensiones de algas y de

nidos calcinados.

Con los resultados obtenidos se comprobd que las pendientes de las rectas de
calibrado y adicion para las algas son similares, por lo que la cuantificacion de Pb en
este tipo de muestras se llevara acabo empleando el calibrado con patrones acuosos.
Para las muestras de los nidos ambas pendientes no fueron comparables por lo que
para la determinacion de Pb en las cenizas de los nidos se utilizara método de

adiciones estandar.

Sensibilidad

La sensibilidad de un método analitico mide la variacion de respuesta de un

instrumento en funcion de la magnitud medida. Cuando empleamos la calibracion,
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viene dada por la variacion de la sefial en funciéon de la concentracién del analito y
normalmente se expresa como la pendiente de la recta de calibrado. Se obtuvo un
valor de 5,3 x 10° uA / pg/L para la determinacion de Pb en microalgas marinas y de

3,0 x 10 uA / ug/L para los nidos de velutinas.

Los limites de deteccion y cuantificacion son parametros también utilizados para
evaluar la sensibilidad. El limite de deteccion (LOD) se corresponde con la menor
concentracion de analito que puede detectarse a un nivel de confianza dado vy el limite
de cuantificacion (LOQ) con la menor concentracion de analito que puede cuantificarse

con fiabilidad. Se calculan mediante las siguientes ecuaciones:

a+35,
LOD =

_a+10s,

LO
¢ b

Donde a es la ordenada en el origen de la recta, S, el error de la ordenada del origen y

b la pendiente.

Para la determinacién de Pb en microalgas se alcanza un LOD instrumental de 1,25
Mg/l y de 0,32 ug/g para el método, teniendo en cuenta todo el procedimiento a que se
someten las muestras para su analisis. El LOQ instrumental obtenido fue 4,18 pg/L y

para el del método 1,05 pg/g.

ElI LOD instrumental obtenido en la determinacion de Pb en las muestras de nidos fue
de 3,70 pg/L y el del método 0,33 pg/g. Para el LOQ se obtuvieron valores de 12,32
Mg/L para el instrumental y de 1,09 pg/g para el método.

En la bibliografia encontramos valores de LOD entre 0,238 - 4,572 ug/g para muestras
vegetales (Alushllari & Civici, 2014), 0,1 pg/g para suelos, lodos y sedimentos (Savio et
al., 2010) y 0,06 pg/g y 0,07 pg/g para plantas macrofitas y moluscos (Conti &
Cecchetti, 2003).

Cuando se emplea la técnica ETAAS, la sensibilidad se puede evaluar también con la
masa caracteristica, que se define como la masa de analito que produce una sefnal de

absorbancia de 0,0044 uA. Dicho parametro se calcula utilizando la ecuacion:
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C-Vm-0,0044
Ac - Ab

mg =

Donde C es la concentracion en pg/L, Vm es el volumen de la muestra en pL, A; es

absorbancia de la muestra y A, la absorbancia del blanco.

Para las algas se obtuvo un valor medio para los diferentes niveles de concentracion
de (16,57 £ 0,44) pg. Y para los nidos ese valor es (25,52 + 4,96) pg. En estudios
como el de Kazi et al. (2009) donde se analizaron muestras bioldgicas se obtuvo un

valor medio de 38 pg.
Precision

La precision indica el grado de concordancia entre los resultados obtenidos para
diferentes réplicas de una misma muestra, obtenidos en las mismas condiciones. En
este trabajo se estudié la precision de la medida para diferentes niveles de
concentraciéon (n = 3), calculando la desviacién estandar relativa (DER) también

llamado coeficiente de variacion (CV), con la siguiente ecuacion:

DE
DER =—.100
x

Donde DE es la desviacion estandar y x el valor medio de las sefiales de absorbancia.

En este estudio se evalud la precisiéon en términos de repetibilidad, a dos niveles de
concentracion diferentes, bajo y alto. Y se toma como criterio de aceptacion una DER
<10 %.

En el andlisis de microalgas se obtuvieron valores que oscilaron entre 1,5y 3,5 %, y
ligeramente mayores al analizar los nidos 0,6 — 6,8 %. En ambos casos, la precision es
muy satisfactoria. Otros autores, como Savio et al. (2010) y Kazi et al. (2009),
obtuvieron valores superiores al 8,2 % para muestras de sedimentos, lodos y suelos y

valores entre 1,2 % - 6,4 % para muestras biolégicas.

La precision del procedimiento se estudié en condiciones idénticas de equipo, analista

y laboratorio pero no de tiempo. De tal forma que se evalta en términos de precisiéon
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intermedia, para las dos matrices estudiadas. Se analizaron 6 alicuotas de la
microalga Isochrysis T-ISO, de una muestra de nido de velutina y de los materiales
certificados Peach leaves GBW 08501 (hojas de melocotonero) e Interlab VL 93-690,
material vegetal de un ejercicio interlaboratorio. Los valores de DER obtenidos se
encuentran en torno al valor del criterio de aceptacion (10 %) e incluso por debajo del
5 % para el material GBW 08501 (Tabla XI).

Tabla XI. Precision intermedia obtenida en el analisis de las muestras (n = 6).

Concentracion de Pb (ug/g)

GBW 08501
Microalgas Nidos de avispa Interlab VL 93-690
Peach leaves
X=1,48 X=2,20 X=10,14 X=1,15
DE =0,16 DE = 0,09 DE =1,02 DE =0,05
DER = 11,0 % DER =3,9 % DER =10,1 % DER =4,6 %
Exactitud

La exactitud se define como la proximidad o concordancia entre el valor promedio de
una serie de resultados y el valor de referencia que se acepta como verdadero.
Siempre que es posible se utilizan materiales de referencia certificados, calculando la

recuperacion del analito de la siguiente forma:

Ce
% R =—-100
1
Donde C; es la concentracion calculada y u es el valor certificado.

En el caso de no disponer de dichos materiales certificados se evalla a través del
céalculo de los porcentajes de recuperacion analitica, aceptando valores dentro del
rango 80 % - 120 % como valores de referencia. Para su calculo se emplea la

siguiente expresion:

C
%R:C—c-mo

a

Donde C; es la concentracion de Pb calculada y C, la concentracion de Pb anadida.
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En el caso de las algas se llevé a cabo el estudio de recuperaciones analiticas, al no
disponer de material de referencia. Se analizaron suspensiones de una muestra de
microalgas a las que se adicionaron diferentes concentraciones conocidas de Pb (10,
20, 30, 40 pg/L). Se obtiene una recuperacion media del (99,6 £ 3) %, valor muy

satisfactorio.

Para evaluar la exactitud de la determinacién de Pb en los nidos de velutinas se
analizaron dos materiales de referencia de vegetales: Peach leaves GBW 08501
(hojas de melocotonero) e Interlab VL 93-690, material vegetal de un ejercicio
interlaboratorio. Ambos materiales se analizan obteniendo los resultados que se

muestran en la Tabla XII.

Tabla Xll. Resultados obtenidos en el analisis de materiales de referencia certificados de

vegetales (n = 6)

Concentracion Pb * DE (ug/g, n = 5)

Interlab VL 93-690 GBW 08501
Valor experimental 10,14 £ 1,02 1,15+ 0,05
Valor certificado 13,48* 0,99 £ 0,08

Recuperacion (%)

75,2 116,6

*Valor orientativo

Para el material certificado GBW 08501 se obtiene un valor aceptable del 116,6 %,
inferior al limite establecido. Esta recuperacion es ligeramente superior al obtenido por
Li et al., 2006, del 104%. Para el material vegetal del interlaboratorio se obtuvo un
valor ligeramente inferior al limite del 80 %, pero al ser un valor orientativo se puede

considerar también aceptable.

4.5. Analisis de muestras

La aplicacién de los métodos desarrollados al analisis de muestra se vio interrumpido
debido a la suspension de la actividad académica presencial en todos los niveles

académicos, incluida la ensefianza universitaria, por la declaracion del estado de
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alarma sanitaria ocasionada por la crisis del COVID-19 (Real Decreto 463/2020, del 14
de marzo). En ese decreto se establecid que durante el periodo de suspensiéon se
mantendrian las actividades educativas a través de las modalidades a distancia y “on

line”, siempre que sea posible.

Las directoras de este TFG, siguiendo las directrices de la Resolucion Rectoral del 20
de marzo de la Universidade da Coruna, decidieron continuar las actividades
relacionadas con el tratamiento de los resultados experimentales y la elaboracion de la

memoria en modalidad no presencial.

A continuacién, con el fin de complementar el trabajo realizado, se comentan diversos
estudios recogidos en la bibliografia sobre la determinacién de plomo en el mismo tipo
de muestras en las que se centra el presente proyecto y en otras similares que
también se emplean como bioindicadores de calidad ambiental. Sefalar que no se
encontré bibliografia especifica sobre el contenido metalico de nidos de avispa

velutinas.

Lozano et al. (2003) determinan la concentracion de Pb en 93 muestras del alga
Phaeophyta recogidas a lo largo de las costas de Tenerife, siendo el valor medio
obtenido de 11,2 ug/g. De todas las muestras analizadas, 8 superaban la
concentracion de 20 ug/g, de las cuales 4 pertenecian a una zona proxima a un area
industrial. En estudios posteriores concluyeron que dichos valores tan altos podian
deberse a una contaminacion temporal. Los valores de plomo referenciados en este
trabajo para otros tipos de algas de diferentes lugares del mundo oscilan entre 0,05
Mg/g y 21,8 ug/g. En concreto en las zonas de Cadiz y Huelva para las especies Fucus
y Enteromorpha son de 13 ug/g y 22 ug/g, respectivamente. En el trabajo realizado por
Rdédenas de la Rocha et al. (2009), se constata que las algas Porphyra y Laminaria
procedentes de Asia tienen unos contenidos mayores que los reportados en Europa
(0,6 — 1,3 pg/g para Asia y 0,3 - 0,4 ug/g para Europa). Estos valores posiblemente
reflejan la diferente contaminacién entre continentes. Conti y Cecchetti (2003)
estudiaron los contenidos de plomo en las algas P. pavonica y U. lactuca y en los
moluscos M. turbinata, M. galloprovincialis y P. cerulea. Para las algas los valores
obtenidos se encontraban entre 1,67 y 4,82 ug/g, y en el caso de los moluscos los
valores oscilaban entre 0,46 y 1,31 pg/g. Para muestras de marisco de varias zonas de
Brasil los valores encontrados varian en el intervalo 0,10 - 5, 40 ug/g, mientras que en
las de pescado se encuentran en el rango 0,01 — 0,50 pg/g. A su vez en muestras de

pescado del mar negro, mar Egeo y en muestras de pescado enlatado de Turquia se
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obtienen concentraciones entre 0,09 y 0,93 ug/g (Santos et al., 2013).

Dolgopolova et al. (2004), determinaron las concentraciones de plomo en liquenes
recogidos en Orlovka (Rusia) obteniendo valores de entre 4 pg/g y 29 pg/g. Medici et
al. (2008) estudian la capacidad de los musgos para la biomonitorizacién de metales
pesados en aire de Quito (Ecuador). Las muestras de britfitas se ubicaron en 20
posiciones diferentes y se recolectaron una vez transcurridos 50 dias. Las
concentraciones de Pb obtenidas varian entre 1,7 ug/g y 15,0 pg/g dependiendo del
lugar de procedencia de la muestra. La diferencia de concentraciones en funcion de la
ubicacién se puede explicar por una contaminacion de fuentes industriales o por una
mala gestion de los residuos. Niveles de plomo entre 1,5 ug/g y 16,1 pg/g fueron
reportados por Agnan et al. (2017) al analizar diferentes especies de liquenes

procedentes de bosques de areas remotas en diferentes regiones de Francia.

En el estudio realizado por Alushllari y Civici en 2014 se analizaron 42 muestras de
suelo y material vegetal recogidas a 600 - 800 m de una antigua fabrica de baterias en
Albania. Las concentraciones obtenidas oscilaron entre 126 ug/g y 24207 ug/g para los
suelos y entre 0,24 ug/g y 4,6 ug/g para el material biolégico. Los resultados obtenidos
se compararon con los niveles maximos permitidos por la Union Europea de acuerdo
con la Directiva 86/278 / CEE (Directiva, 1986) y los especificados por la Directiva N °
1881/2006 (Directiva, 2006) y la conclusion fue que el area estaba altamente
contaminada por plomo. A su vez, Savio et al. (2010) también analizaron muestras de
suelos pero en este caso recogidas en los alrededores de una planta de energia que
produce gas natural, petréleo, propano, gasolina y diésel ubicada en Argentina. Dos de
esas muestras se tomaron en un area potencialmente contaminada, la tercera se tomo
en un area limpia. Las concentraciones de Pb obtenidas fueron 88,2 ug/g y 49,9 ug/g
para las dos primeras y de 30,2 ug/g para la tercera. Los resultados se compararon

mediante un test f pareado y se observaron diferencias significativas (n = 3, p = 0.05).
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5. Conclusiones

En este Trabajo de Fin de Grado se ha realizado un estudio sobre la determinacion de

plomo en microalgas marinas y en nidos de avispa velutina empleando la metodologia

analitica basada en el anadlisis de suspensiones con agitacion ultrasénica acoplada

directamente a la espectrometria de absorcion atdmica con atomizacion electrotérmica

(US-ETAAS), del cual se pueden establecer las siguientes conclusiones:

Se requiere un tratamiento previo diferente para cada tipo de muestra a fin de
obtenerla en la forma adecuada para su analisis como suspension. Para las
microalgas, resulté critica la etapa de lavado para eliminar eficazmente el
contenido salino, que se realizdé con formiato de sodio. En el caso de los nidos
de avispa fue necesario reducir el tamafio de particula, requiriéndose nitrdgeno
liquido en la trituracién y posterior pulverizacién para romper de forma efectiva
las fibras vegetales de dicho material. Ademas, los bajos contenidos de plomo
en estas muestras hizo necesario su calcinacidon previa, para preparar las
suspensiones con las cenizas obtenidas.

Las suspensiones se prepararon directamente en el cubilete del
automuestreador, volumen total 1 mL. Se optimizaron las concentraciones de
HNO; y Triton® X-100 en la fase liquida. Las concentraciones fueron
ligeramente diferentes para la microalga (1,5 % HNO; + 0,6 % Triton® X-100) y
para la ceniza de nido de avispa (1 % HNO; + 0,1 % Triton® X-100). La
eliminacion previa de la materia organica en la etapa de calcinacién de las
muestras de nidos, permiti6 el uso de menores concentraciones de acido y
tensoactivo.

En la determinacion de plomo mediante ETAAS solo fue necesario el uso de
modificador quimico, paladio, al analizar las microalgas. La cuantificacion se
llevo a cabo a partir de la integracion del area de los picos atémicos, utilizando
el calibrado con disoluciones patrén de Pb para las microalgas y el método de
adiciones estandar para los nidos.

El método establecido presenta buenas caracteristicas analiticas y una
sensibilidad adecuada para la determinacion de Pb en las muestras
estudiadas. La precision alcanzada fue satisfactoria, dentro del criterio de
aceptacion (DER < 10 %), y la exactitud aceptable, con recuperaciones entre el
116,6 % y 75,2 % para un material vegetal con contenido de plomo certificado y
orientativo, respectivamente.

El método establecido esta en consonancia con la quimica verde, ya que utiliza

pequefas cantidades de reactivos y, por lo tanto, se generan pocos residuos,

53



Determinacién de plomo en muestras ambientales

siendo una buena alternativa a los métodos clasicos.
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Conclusions

Neste Traballo de Fin de Grao realizouse un estudo sobre a determinacion do chumbo

en microalgas marifias e nifios de avespas velutinas usando a metodoloxia analitica

baseada na analise de suspensiéns con axitacién ultrasénica directamente acoplada a

espectrometria de absorcion atémica con atomizacion electrotérmica (US-ETAAS), do

que se poden extraer as seguintes conclusiéns:

Requirese un pretratamento diferente para cada tipo de mostra para obtela na
forma adecuada para a sua analise como suspension. Para as microalgas, o
paso do lavado foi fundamental para eliminar de manera eficaz o contido
salino, que se levou a cabo con formiato de sodio. No caso dos nifios de
avespa foi necesario reducir o tamafio das particulas, requerindo nitréxeno
liquido no triturado e posterior pulverizacién para romper con eficacia as fibras
vexetais do dito material. Ademais, o baixo contido de chumbo nestas mostras
fixo necesario a sua calcinacion previa, para preparar as suspensions coas
cinzas obtidas.

As suspensions prepararonse directamente no cubilete do automostreador,
volumen total 1 mL. Optimizaronse as concentracions de HNO; e Triton® X-100
na fase liquida. As concentracions foron lixeiramente diferentes para as
microalgas (1,5 % HNO3 + 0,6 % Triton® X-100) e para a cinza do nifio da
avespa (1% HNO; + 0,1 % Triton® X-100). A eliminacidon previa de materia
organica na etapa de calcinacion das mostras de nifio, permitiu 0o uso de
concentracions mais baixas de acido e tensoactivo.

Na determinacién do chumbo por ETAAS so6 foi necesario empregar un
modificador quimico, o paladio, ao analizar as microalgas. A cuantificacion
realizouse a partir da integracién da area dos picos atémicos, utilizando a
calibracion con disolucions patréon de Pb para as microalgas e o método de
adicions estandar para os nifos.

O método establecido presenta boas caracteristicas analiticas e unha
sensibilidade adecuada para a determinacion de Pb nas mostras estudadas. A
precision acadada foi satisfactoria, dentro dos criterios de aceptacion (DER <
10 %) e a exactitude aceptable, con recuperaciéns entre 0 116,6 % € 0 75,2 %
para un material vexetal con contido en plomo certificado e indicativo,
respectivamente.

O método establecido esta en consonancia coa quimica verde, xa que
emprega pequenas cantidades de reactivos e, polo tanto, xéranse poucos

residuos, sendo unha boa alternativa aos métodos clasicos.
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Conclusions

In this Final Degree Project has been carried out a study based on the determination of

lead in marine microalgae and velutina wasp nests using the analytical methodology

based on the analysis of slurries with ultrasonic agitation directly coupled to

electrothermal atomic absorption spectrometry (US-ETAAS), from which the following

conclusions can be drawn:

A different pretreatment is required for each type of sample in order to obtain it
in the appropriate form for the analysis as slurries. For the microalgae, the
washing step was critical to effectively remove the salt content, which was
carried out with sodium formate. In the case of wasp nests, it was necessary to
reduce the particle size, requiring liquid nitrogen in the crushing and
subsequent pulverization to effectively break the plant fibers of the material.
Furthermore, the low lead contents in these samples made necessary their
previous calcination, and preparing the slurries with the ashes obtained.

The slurries were prepared directly in the cup of the autosampler, total volumen
1 mL. The concentrations of HNO3; and Triton® X-100 in the liquid phase were
optimized. The concentrations were slightly different for the microalgae (1.5 %
HNO; + 0.6 % Triton® X-100) and for the wasp nest ash (1 % HNO; + 0.1 %
Triton® X-100). The previous elimination of the organic matter in the calcination
step of the nest samples, allowed the use of lower concentrations of acid and
surfactant.

In the determination of lead by ETAAS it was only necessary to use a chemical
modifier, palladium, to analize the microalgae. The quantification was carried
out from the integration of the area of the atomic peaks, using the calibration
with Pb standard solutions for the microalgae and the standard additions
method for the nests.

The established method presents good analytical characteristics and an
adequate sensitivity for the determination of Pb in the studied samples. The
precision achieved was satisfactory, within the acceptance criteria (DER < 10
%), and the accuracy acceptable, with recoveries between 116.6 % and 75.2 %
for a plant material with certified and indicative lead content, respectively.

The established method is in agreement with green chemistry, since it uses
small amounts of reagents and, therefore, little waste is generated, being a

good alternative to classical methods.
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. ANEXO: Cronograma de las actividades realizadas
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