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Capitol 1

1.1 Mercuri: introducci6 general

1.1.1 Propietats fisicoquimiques

El mercuri és un element quimic de nombre atomic 80 i pes
atomic 200,59 u. El seu nom i abreviatura (Hg) procedeix del grec
Ilatinitzat hydrargyros (dels mots hydor, ‘aigua’, i argyros, ‘plata’). ES
troba al grup 12 de la taula periodica i es caracteritza per ser I’Unic
metall liquid a temperatura i pressié ambient. EI mercuri elemental és
un metall blanc, platejat i brillant i, si no esta encapsulat, s’evapora
parcialment formant vapors de mercuri, que sén incolors, inodors i
toxics. La seva densitat a 20 °C és de 13,55 g mL™, el seu punt de fusi6
és el més baix de tots els metalls (-38,83 °C) i el seu punt d’ebullici6 és
de 356,73 °C.

El mercuri té set isotops estables (196, 198, 199, 200, 201, 202,
204) i quatre isotops radiactius inestables (194, 195, 197, 203). Pot
existir en tres estats d’oxidacio estables: mercuri elemental (metal-lic,
Hg®), mercuri monovalent, Hg (1) (principal forma inorganica: i6
mercurés, Hg,”*) i mercuri divalent, Hg (1) (principal forma
inorganica: i6 mercuric, Hg®* i principals formes organiques:

metilmercuri, MeHg"; etilmercuri, EtHg").

1.1.2 L’element: origen i obtencid
El mercuri es troba de manera natural al medi ambient i existeix
en una gran varietat de formes quimiques. ElI mercuri és un element
constitutiu de I’escorca terrestre present en una concentracié mitjana de
0,05 mg kg, amb variacions locals significatives. En la seva forma

pura, se’l coneix com mercuri “elemental” o “metal-lic” (Hgo). La
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Capitol 1

major part del mercuri a I’atmosfera és vapor de mercuri elemental,
pero a altres compartiments del medi rarament es troba en aquesta
forma, és més comu trobar-lo en forma de compostos i sals
inorganiques. ElI mercuri pot enllacar-se amb altres elements com a
mercuri monovalent o divalent (Hg(l) i Hg(Il)). A partir del Hg(Il) es
poden formar molts compostos organics i inorganics de mercuri *.

El mercuri s’extrau com a sulfur de mercuri (mineral de cinabri).
Al llarg de la historia, els jaciments de cinabri han estat la font mineral
per a I’extraccié comercial de mercuri metal-lic. La forma metal-lica es
refina a partir del mineral de sulfur de mercuri escalfant el mineral a
temperatures superiors als 540 °C. D’aquesta manera es vaporitza el
mercuri contingut al mineral i, despres, es capten i es refreden els
vapors per a formar el mercuri metal-lic liquid.

Durant el seu cicle, el mercuri pot canviar d’estat i especie, pero
la seva forma més simple és el mercuri elemental, molt nociu per als
éssers humans i el medi ambient. Una vegada alliberat, a partir dels
minerals o diposits de combustibles fossils i minerals presents a
I’escorca terrestre, i emés a la biosfera, el mercuri pot tenir una gran
mobilitat i circular entre la superficie terrestre i I’atmosfera. Els sols,
les aiglies i els sediments aquatics es consideren els principals diposits
de mercuri al medi ambient i, per tant, constitueixen les matrius de més

alt interes.

1.1.3 El mercuri al medi ambient
A la biosfera, les emissions de Hg poden provenir de fonts

naturals, fonts antropogéniques o mixtes.
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Dins les fonts naturals es troben els processos que donen lloc a
mobilitzaci6 o emissi6 de Hg generat de forma natural a ’escorga
terrestre, per activitat volcanica o per erosié de les roques, amb una
transferencia de massa de mercuri a 1’atmosfera. Els compostos
naturals de mercuri més comuns al medi ambient son el mercuri
metal-lic, sulfur de mercuri, clorur de mercuri i metilmercuri.

Pel que respecta a les fonts antropogeniques, aquestes es
corresponen, per una banda, amb els alliberaments deguts a la
mobilitzaci6 d’impureses de mercuri, tal com matéries primeres i
combustibles fossils, especialment carb6. I, d’altra banda, també les
constitueixen aquelles emissions ocasionades durant la fabricacio,
fuites, eliminacio o incineracié de productes que contenen mercuri 0
d’altres alliberaments generats pel mercuri emprat en diferents
processos 2.

Les fonts mixtes estan constituides per aquelles emissions que
impliquen una transferéncia de massa de mercuri a 1’atmosfera
mitjancant processos biologics i geologics mobilitzant el mercuri que
anteriorment havia estat dipositat a la superficie terrestre per activitats
humanes o naturals. Els processos més importants que alliberen
mercuri d’origen mixt al medi ambient son la combustio de biomassa i
I’emissié de mercuri dels sols 1 I’ocea.

Certs microorganismes i processos naturals poden afavorir la
generaci6 i transformacié del mercuri al medi ambient *. El mercuri
elemental a I’atmosfera pot transformar-se en formes inorganiques de
mercuri, fet que obre una significativa via per a la sedimentacié de
mercuri elemental emes.

El compost organic de mercuri més comu que generen els

microorganismes i els processos naturals a partir d’altres formes és el
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metilmercuri. EI MeHg" és particularment preocupant perqué té la
capacitat de travessar les membranes biologiques podent aixi acumular-
se (bioacumulaci6 i biomagnificacio) en molts peixos d’aigua dolca i
salada comestibles, aixi com en mamifers marins comestibles, en
concentracions milers de vegades majors que les de les aigues
circumdants. A la Figura 1.1 es mostra el procés de biomagnificacio

d’aquest element al medi aquatic °.

Vegetals terrestres
de la ribera

5000 1
ngHa/ka {ps) g
| e i

Peixos o R
carnivors - -

8000903
ngHa/kg s}
MMHg -5 %

; 500 000 b i = -
1 o B Retimd ook (ps) [ Tl
P

Figura 1.1: Biomagnificacio de les concentracions de mercuri al medi aquatic.
Adaptada de la referéncia .

El metilmercuri pot formar-se al medi ambient per metabolisme
microbia (processos bidtics) aixi com per processos quimics que no
impliquen a organismes vius (processos abiotics). No obstant, es sol
considerar que la seva formaci6 a la naturalesa és deguda sobre tot a
processos biotics que estan lligats amb la preséncia de bactéries que es
troben en sediments de rius, llacs i estuaris. En I’actualitat no es

coneixen fonts antropogeniques directes de metilmercuri, encara que
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antigament van existir. No obstant, i de forma indirecta, les
alliberacions antropogeniques de mercuri elemental o inorganic
contribueixen als nivells de metilmercuri al medi ambient degut a la
seva possible transformacio.

Pel que se sap del cicle global del mercuri (Figura 1.2) *, els
alliberaments actuals s’agreguen al fons global de mercuri en la
biosfera; mercuri en constant mobilitzacid, dipositat en superficies

terrestres i aquatiques i remobilitzat.

Cicle del mercuri

[§

e Abocadors
Conversio ]

bacteriana a MeHg* s

P - | % L1

Bioacumulacio

Figura 1.2: Cicle del mercuri. Adaptada de la referéncia *.

El mercuri és persistent, ja que no pot descompondre’s en
substancies menys toxiques en el medi ambient. Els Unics diposits a
llarg termini per a I’eliminacié del mercuri de la biosfera sén els
sediments del fons del mar i, fins a cert punt, els abocadors controlats,
quan el mercuri esta fisicoqguimicament immobilitzat i roman sense

alteraciéo davant I’activitat antropogenica o natural (climatica i
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geologica). Aixo també significa que, encara que els alliberaments
antropogeénics de mercuri es vagin eliminant, la reduccié d’algunes
concentracions de mercuri, i les corresponents millores ambientals, no
sera sind molt lenta, segurament de diverses décades. Tanmateix, hi pot
haver millores més rapides en llocs determinats o en regions afectades

sobretot per fonts locals o regionals.

1.1.4 Toxicitat i exposicié humana

El cas més rellevant d’exposici6 humana a compostos de mercuri
que va provocar una greu intoxicacié a gran escala va ser el de la
contaminacio de la badia de Minamata al Japé als anys 50. Milers de
persones es van veure afectades amb lesions cerebrals i centenars van
morir per la ingesta de peix i marisc contaminat amb MeHg" provinent
dels abocaments de mercuri d’una industria quimica. De totes maneres,
al marge de casos severs d’exposicié i, donat que el mercuri es troba
present de forma natural al medi ambient, 1’ésser huma esta exposat a
nivells generalment baixos de Hg a I’aire, 1’aigua 1 els sediments.

La toxicitat del mercuri depen de la seva forma quimica i, per
tant, els simptomes i signes varien segons es tracti d’exposicio a
mercuri elemental, als composts inorganics de mercuri, o als composts
organics de mercuri (en particular els composts d’alquilmercuri).

Les fonts d’exposicié també varien notablement d’una a una altra
forma de mercuri. Pel que fa als composts d’alquilmercuri, dels quals el
metilmercuri és el més important, la font d’exposicié més significativa
és la dieta, particularment la dieta a base de peixos i mariscs. El
tiomersal (CoHoHgNaO,S), un derivat de 1’etilmercuri (EtHg"), emprat

com antiséptic i agent antifungic, s’ha emprat al llarg de moltes
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decades com a conservant en vacunes infantils. La toxicitat d’aquest €s
similar a la del metilmercuri i s’ha associat amb 1’autisme en nens i
respostes al-lergiques. En el cas del vapor de mercuri elemental, la font
més important per a la poblacié en general son les amalgames dentals,
pero de vegades I’exposicié en I’ambient laboral pot ser forca superior.
Respecte a compostos inorganics de mercuri, els aliments constitueixen
la font d’exposici6 més important per a la majoria de la gent.
Tanmateix, per a certs grups de la poblacio, I’Us de cremes i sabons a
base de mercuri per aclarir la pell, i I’0s de mercuri amb proposits
rituals o en medicina tradicional, també pot conduir a I’exposicié a
mercuri inorganic o elemental.

En termes generals, hi ha dos grups especialment vulnerables als
efectes del Hg. Els fetus son sensibles sobretot als seus efectes sobre el
desenvolupament, ja que ’exposicié intrauterina a MeHg", per consum
matern de peix o marisc, pot danyar el cervell i el sistema nervids
durant el creixement del nad6. EI segon grup és el de les persones
exposades de forma sistematica (exposicid cronica) a nivells elevats de
Hg (com poblacions que practiquen la pesca de subsisténcia o persones
exposades per motius laborals) °.

Encara que és ben sabut que el mercuri i els seus compostos son
substancies summament toxiques, el grau de toxicitat d’aquestes
substancies, sobretot la del metilmercuri, esta actualment en discussio.
Les investigacions de I’Gltima década mostren que els efectes toxics
poden generar-se a concentracions més baixes, i que podrien afectar
més poblacié mundial del que s’havia pensat. Com els mecanismes de
certs efectes toxics subtils, i la demostracio de la seva existencia, son
questions summament complexes, encara no s’ha arribat a comprendre

en la seva totalitat aquest problema.
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Hi ha diverses formes per reduir I’exposici6 humana a fonts de
mercuri i prevenir els efectes perjudicials per a la salut com per
exemple: fomentar les energies netes, deixar d’utilitzar mercuri a les
mines auriferes, acabar amb la mineria del Hg o eliminar
progressivament productes no essencials que continguin mercuri. Es
per aix0 que s’estan adoptant diverses mesures per reduir els nivells de
mercuri en certs productes o retirar progressivament altres productes
que el contenen (piles, termometres, lampades, cosmétics...). Als
serveis de salut de quasi tots els paisos s’utilitzen amalgames dentals; al
2009, una consulta d’experts organitzada per la Organitzacié Mundial
de la Salut (OMS) va concloure que una prohibicié mundial i a curt
termini de les amalgames plantejaria problemes de salut publica i pel
sector de I’odontologia, pero que en canvi convenia prosseguir la seva
eliminaci6 gradual fomentant la prevencio i alternatives a les
amalgames, aixi com activitats d’investigacio i desenvolupament per
obtenir alternatives costo-eficaces, la formacid dels professionals de la

branca i un major nivell de conscienciacié publica °.

1.1.4.1 Metilmercuri

Entre els composts organics de mercuri, el metilmercuri ocupa un
lloc especial perque molta poblacié esta exposada a ell, i els seus
efectes toxics estan més ben caracteritzats que els d’altres composts
organics de mercuri. Es considera que, dins del grup dels composts
organics de mercuri, els composts d’alquilmercuri (en particular,
etilmercuri i metilmercuri) son similars en toxicitat (a més, ambdds han
estat utilitzats com a plaguicides). En canvi, altres composts organics
de mercuri, com el fenilmercuri, s’assemblen més al mercuri inorganic

en els seus efectes toxics.
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El metilmercuri és un neurotoxic molt ben documentat que pot
provocar efectes perjudicials particularment al cervell en formaci6. A
més, aquest compost traspassa amb facilitat la barrera placentaria i la
barrera hematoencefalica; per aixo és molt preocupant I’exposicid
durant I’embaras. La principal conseqiiéncia sanitaria del MeHg" és
I’alteracié del desenvolupament neurologic, per aixo, 1’exposicid a
aquesta substancia durant ’etapa fetal pot afectar ulteriorment al
pensament cognitiu, la memoria, la capacitat de concentracio, el
llenguatge i les aptituds motores i espai-visuals del nen. Aixi mateix,
alguns estudis indiquen que fins i tot un petit augment en I’exposicié al
metilmercuri pot causar efectes perjudicials en el sistema
cardiovascular i un increment en la mortalitat.

Considerant la importancia de les malalties cardiovasculars a tot
el mon, aquests resultats, encara que no estiguin confirmats,
suggereixen que les exposicions al metilmercuri requereixen més
atencio i un seguiment addicional. A més, basant-se en la seva
avaluacio general, el Centre Internacional d’Investigacié sobre el
Cancer (International Agency for Research on Cancer, IARC, 1993)
considera que els compostos de metilmercuri poden ser carcinogens per
als éssers humans (grup 2B: I’agent és probablement carcinogen pels

humans) °.

1.1.4.2 Mercuri elemental i compostos inorganics de mercuri

Degut a la seva alta pressio de vapor a temperatura ambient, la via
principal d’exposicié al mercuri elemental és per inhalacio dels seus
vapors. Prop del 80% dels vapors inhalats son absorbits pels teixits
pulmonars. Aquest vapor també penetra amb facilitat la barrera de sang

del cervell i la seva neurotoxicitat esta ben documentada. L absorcié
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intestinal de mercuri elemental és baixa. EI mercuri elemental pot
oxidar-se en els teixits corporals a la forma divalent inorganica. S’han
observat trastorns neurologics i de comportament en éssers humans
després de inhalaci6 de vapor de mercuri elemental. Alguns dels
simptomes son: tremolors, labilitat emocional, insomni, perdua de la
memoria, canvis al sistema neuromuscular i mals de cap. S’han
observat aixi mateix efectes al rony0 i al tiroides. Les altes exposicions
tambeé han ocasionat mortalitat.

El mercuri inorganic presenta una menor capacitat de difusié a
través de les membranes biologiques degut al seu caracter hidrofil.
Aixi, només un 15% del Hg assimilat ho fara en aquesta forma. El
sindrome principal d’intoxicacié aguda per una sal de mercuri és el
trastorn digestiu.

En quant a carcinogenicitat, I’avaluacié general del IARC (1993)
conclou que el mercuri metal-lic i els compostos inorganics de mercuri
no son classificables en quant a carcinogenicitat per als éssers humans
(grup 3: I’agent no és classificable respecte la seva carcinogenicitat en

humans) °.
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1.2 Especiaci6 analitica de mercuri

1.2.1 Importancia de I’especiacio

L’especiacio analitica és el terme que es sol usar per a representar
la distribucié de determinada quantitat d’un element quimic entre les
seves diverses espécies (ions i molécules) en una matriu. Els principals
grups d’espécies de mercuri son el mercuri elemental i les seves formes
organiques i inorganiques.

L’especiacié desenvolupa un paper important en estudis de la
toxicitat i exposici6 al mercuri d’organismes vius *. L’espécie quimica
influeix, per exemple, en els segiients aspectes:

- Ladisponibilitat fisica que determina I’exposicio;

- El transport dins de I’organisme cap als teixits en els quals
té efectes toxics;

- Laseva toxicitat;

- La seva acumulacié, biomodificacio, destoxificacié en
teixits, aixi com la seva excrecio;

- Laseva biomagnificacié en anar pujant d’un a un altre nivell
trofic de la cadena alimentaria (aspecte important sobretot

en el cas del metilmercuri).

L especiacid també incideix en el transport del mercuri dins de
cada compartiment mediambiental i entre un i altre, com I’atmosfera i
els oceans. Per exemple, I’especiacié és un factor determinant per a
estudiar la distancia que recorre el mercuri emes en I’aire des de la seva
font d’emissi6. EI mercuri adsorbit en particules i compostos de
mercuri ionic (divalent) es troba sobretot en el sol i en I’aigua propers a

les fonts d’emissid (distancies locals a regionals), mentre que el vapor
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de mercuri elemental es transporta a escala mundial, la qual cosa fa de
les emissions de mercuri una preocupacié d’abast mundial. Un altre
exemple és I’anomenada “incidéncia de reducci6é del mercuri en I’alba
polar”, quan es presenta una transformacio de mercuri elemental en
mercuri divalent a causa d’una major activitat solar i a la preséncia de
cristalls de gel, amb la qual cosa s’observa un increment substancial en
la deposicio del mercuri durant un periode de tres mesos (de marg a
juny, aproximadament).

A més, I’especiacié és important per a millorar la capacitat de
controlar les emissions de mercuri en I’aire. Per exemple, alguns
instruments de control capten raonablement bé les emissions de
composts inorganics de mercuri, pero la majoria d’aquest tipus
d’instruments capta poc mercuri elemental.

El creixent interés cientific per I’especiacid analitica de mercuri
queda reflectit en I’abundant bibliografia trobada sobre aquest tema, on
es posa de manifest que cal I’estudi de les diverses formes quimiques

de mercuri mitjancant el desenvolupament de nous métodes analitics.

1.2.2 Etapes de I’especiaci6 analitica de mercuri
Un metode ideal d’especiacié analitica ha de proporcionar
informaci6 de qualitat preservant, a més, la integritat de les espécies.
Els principals passos a considerar en I’especiaci6 de Hg en
mostres ambientals s6n els segiients: ’
= Presa de mostra amb especial atencid a protocols de neteja;
= Pretractament / preservacio / emmagatzematge de la mostra
abans del seu analisi per tal de preservar la concentracio i

distribucio6 d’espécies;
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= Extraccio de la mostra ambiental garantint la integritat de
les espécies;

= Clean-up / preconcentracio per aconseguir una concentracio
final d’acord amb els limits de deteccio de la técnica de
deteccio seleccionada;

= Separacio de les espécies d’interes;

= Detecci0 i quantificacio.

Degut a la seva relativa existencia en el medi i als seus efectes
toxics, les principals formes de mercuri que majoritariament han
d’ésser identificades i determinades son el Hg®* i el CHsHg". A
continuacio es descriuen els passos considerats per a aquestes dues

especies.

1.2.2.1 Presa de mostra i emmagatzematge

Degut als problemes de contaminacié que poden sorgir durant la
presa de mostra i I’emmagatzematge cal prestar especial atencid a la
descontaminacio del material, al material, al rentat de les mostres i a
I’apropiat emmagatzematge d’aquestes.

Pel que respecta a la presa d’aiglies superficials, normalment es
realitza de forma manual, emprant guants de plastic. Les mostres de
precipitacions poden ser recollides per mostrejadors automatics, amb
sistemes de filtracid incorporats si es desitja. Quan es tracta de sols o
sediments, les mostres han de ser preparades amb cura ja que la
quantitat de MeHg" és molt baixa (<2% del Hg total) i una manipulacié
inadequada pot comportar resultats erronis. A més a més, canvis de pH,
potencials redox, humitat, etc., poden influir significativament en

Iestabilitat del metilmercuri en sediments. Es relativament poc conegut
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I’efecte de I’emmagatzematge sobre I’estabilitat del metilmercuri en
mostres biologiques. Es poc probable una contaminacié externa
significativa amb MeHg", perd s’han de tenir precaucions extremes per
tal d’evitar la contaminacié per Hg?*. En el cas de mostres de sang,
aguestes s’han d’obtenir mitjangant una extraccio. S’ha de tenir en
compte que la mostra s’ha de recollir sense afegir cap tipus d’additiu ni
coagulant, ja que, per una banda, aquests poden contenir impureses de
mercuri i, d’altra banda, és probable que trenquin les especies originals
de mercuri. Pel que respecta a les mostres de cabell, la IAEA i la OMS
recomanen 1’as de només aigua i acetona per tal d’eliminar les restes de
pols i greix a les mostres. Es preferible analitzar les mostres
biologiques fresques o després de liofilitzar-les, ja que processos de
congelacid i descongelacié repetits poden provocar la descomposicio
del MeHg", sobretot en el cas dels bivalves ®.

La seleccid del material és critica per tal de preservar les especies
de Hg a les mostres. La pérdua de Hg?* és minima en ampolles de quars
o borosilicat °, perd majors pérdues per retencié sén observades en
ampolles de polipropilé o polietile. El polietile permet la difusié del
mercuri elemental a través de les parets de I’ampolla i facilita la
degradaci6 del MeHg" 1!, Les solucions de MeHg" s6n estables en
ampolles de vidre a 4 °C, pero el millor material d’emmagatzematge és
el politetrafluoroetilé (PTFE) 2, aquest material assegura la minima
contaminacio.

Rigorosos procediments de neteja son emprats als laboratoris
d’analisi, alla on hi hagi un contacte amb les mostres. Existeixen
diferents procediments de neteja, pero sempre s’inclou un rentat en
banys d’acid durant diversos dies 3. El rentar amb acid té un efecte

favorable en Iestabilitat del Hg®* i del MeHg" en les mostres **.
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Després d’aquest tractament, el material és esbandit amb aigua
desionitzada lliure de mercuri o aigua doblement destil-lada i és
emmagatzemat en una zona lliure de mercuri. Alguns autors recomanen
emmagatzemar el material de laboratori en nitric o clorhidric diluits

fins el seu posterior s .

1.2.2.2 Extraccio

En aquesta etapa es poden produir errors deguts a una incompleta
extraccié de I’analit o per la generacio d’artefactes que poden causar la
interconversi6 d’espécies. Les técniques més emprades son la hidrolisi
acida o basica, la destil-lacio i I’extraccié amb fluids supercritics.

La digesti6 acida combinada amb 1’extraccié6 amb dissolvent va
ser proposada per primer cop per West6d **. Molts procediments, que
deriven d’aquest protocol, inclouen els segilients passos:

a) alliberament de les especies organomercuriques de la matriu
organica per desplacament del grup mercapto amb un halogen a pH
baix,

b) extraccid selectiva de les espéecies organomercuriques amb tolué,

¢) purificacié de ’extracte organic per extraccid amb una solucid
aquosa de cisteina,

d) dissociacié del complex organomercuri-tiol en medi acid,

e) re-extraccié amb solvent organic i preconcentracié per evaporacio
del dissolvent.

L’extracci6 amb microones de les especies de mercuri és un
meétode extremadament rapid (2 — 10 min). El procediment pot ser
automatitzat 1 controlat, permetent 1’extraccidé simultania de les
especies no volatils de mercuri. Sistemes oberts i tancats son emprats

en ’extraccio alcalina i acida de les espécies presents a les mostres. No
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obstant, I’extracCi0 mitjancant microones pot generar MeHg"
artificialment *°.

Estudis de la formaci6 artificial de MeHg" demostren que la
transformacio de les especies té lloc durant el pretractament de mostra
i, més especificament, en els métodes de destil-lacié **’. La quantitat
de MeHg" produida en I’extraccio esta relacionada amb la quantitat de
mercuri inorganic present a la mostra i amb el metode d’extraccio.
Quan les concentracions de Hg®* sén molt elevades, la determinacio de
MeHg" es pot veure afectada. En aquests casos cal una pre-separacio de
les espécies organomerciriques del Hg?* mitjancant extracci6

liquid/liquid *'.

1.2.2.3 Preconcentracio

La determinacié de MeHg" i EtHg" en mostres ambientals (aigua,
sediment i biota) pot requerir una etapa de preconcentracio per tal
d’assolir els limits de deteccid de la técnica d’analisi. Tradicionalment,
s’emprava 1’extracci6 liquid/liquid i en fase solida amb diferents tipus
d’adsorbents solids. Per tal de minimitzar costos i reduir 1’Gs de
substancies contaminants, es busquen alternatives facils d’automatitzar
i que consumeixin el minim dissolvent possible. En aquest sentit, tant la
microextraccio en fase solida (SPME) com el métode de purga i trampa

(criogénic i a temperatura ambient) reuneixen ambdds requisits 2.

1.2.2.4 Meétodes per a la determinacio

Les técniques de separacié cromatografiques solen ser els
meétodes meés emprats per a la separacié de dues 0 mes espécies de Hg.

No obstant, es descriuen metodes basats en separacions no
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cromatografiques per a la determinaciéo d’un nombre maxim de dues

especies.

Metodes no cromatografics

L’analisi per injeccié en flux (FIA) és el sistema més adequat
per a aquest tipus de separacions simples. La diferencia de
comportament del Hg?* i el MeHg" front a 1’accié d’agents reductors es
pot utilitzar per aconseguir una separacié amb deteccié per CV-AAS 8.

L’electroforesi capil-lar és una tecnica basada en la separacio
dels compostos de mercuri segons les seves carregues ioniques.
Aquesta tecnica és molt convenient per dur a terme I’especiacio de Hg
de rutina i ha estat validada per determinar MeHg" en mostres de
tonyina *°.

Una altra técnica descrita a la bibliografia és I’atrapament
criogenic que constitueix un dels millors métodes per la separacid tant
dels hidrurs com dels derivats etilats dels compostos de mercuri 2.
Mentre que I’Us del NaBH, és més comu per la generaci6 d’hidrurs i de
vapor fred, el NaB(C;Hs), és el que més s’utilitza per a la derivatitzacid
in-situ del Hg** i el CH3Hg" a pH 4,9 (es formen els compostos volatils
dietilmercuri i metiletilmercuri, respectivament). Posteriorment, les
especies derivatitzades sén preconcentrades en una trampa criogénica

de la qual s’elueixen segons els seus punts d’ebullicid.

Metodes cromatografics

La cromatografia de gasos (GC) s’utilitza per espécies que s6n
volatils o que poden formar compostos volatils. Existeix una clara
tendeéncia a utilitzar columnes capil-lars obertes, de tipus no polar, que

contenen una fase estacionaria de fenil o metilsilicona 2. Aquest
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tipus de columnes requereixen un volum de mostra més petit i
proporcionen millor resolucié i una separacid més eficient que les
columnes empaquetades 2223242262728 Amb | finalitat de convertir
les especies de mercuri ionic en formes volatils, métodes de
derivatitzacio off-line i on-line son necessaris a 1’hora de treballar amb
GC. La generacié d’hidrurs és sensible a interferéncies de metalls
pesants presents en els extractes, per0 pot ser emprada en la
determinacié de MeHg" després de la seva separaci6 de la matriu %. Els
detectors més emprats en GC en I’analisi de mostres son AFS /031
MIP-AES %% i I1CP-MS 3%,

El fet d’haver d’incloure una etapa de derivatitzacié dels
compostos de mercuri quan la separacio es realitza amb GC ha portat a
desenvolupar metodes alternatius per a la separacid, tal com la
cromatografia de liquids (HPLC 6 LC). L’HPLC permet un tractament
més senzill de la mostra que en el cas de la GC i és capa¢ de separar
una gran varietat de compostos organomerc(rics 2¢37:38:394041:424344,45
Aguestes técniques de LC normalment necessiten reactius tal com el 2-
mercaptoetanol, cisteina o ditiocarbamats per a la complexacio i
posterior separaci6 de les espécies de mercuri. La separacié té lloc en
una columna Cig de fase inversa i la fase mobil normalment consisteix
en una barreja de solvent organic — aigua que conté I’agent complexant.
La utilitzacié de formadors de parells ionics també esta contemplada a
la bibliografia *: estd demostrat que la utilitzacié de sals d’amoni
quaternari, com a formadores de parells ionics, és efectiva per a la
separacié tant de Hg inorganic com de compostos organomercurics. Per
tal d’assegurar que tot el mercuri procedent de la columna arriba al
detector en forma de vapor (Hg®), cal un pas previ d’oxidacié (quimica

o fotonica), per tenir I’espécie Hg*, i una posterior reduccié que té lloc
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al generador de vapor fred (CV). Els detectors més emprats en HPLC
per determinar espécies organomercriques sén AFS *” i ICP-MS %. En
els ultims anys ha augmentat enormement 1’is de I’'ICP-MS com a
sistema de deteccid, perdo I’AFS ofereix una possibilitat de deteccid
molt més economica i senzilla, mantenint practicament els mateixos
ordres de sensibilitat i selectivitat, de tal manera que ha esdevingut com

una de les técniques més utilitzades per a 1’especiacio de mercuri.

Limits de deteccio

A la Taula 1.1 es mostren els limits de deteccié (LOD) de
diversos métodes d’analisi emprats en I’especiacié de mercuri. Es pot
observar que els limits de deteccidé més baixos s’obtenen amb metodes

que fan servir detectors del tipus AFS i ICP-MS.

Taula 1.1: Limits de deteccio per a tecniques acoblades per a I’especiacio de Hg

Metode Espécie | LOD (ngg?) | Referéncia
HPLC-CV-AFS MeHg* 0,1 46
Preconc-HPLC-CV-AFS MeHg* 0,001 47
Preconc-HPLC-CV-ICP-IDMS | MeHg" 0,015 33
Deriv-GC-MIP-AES MeHg* 5 15
Hg** 0,2
Deriv-multiGC-MIP-AES 48
MeHg" 0,2
_ _ Hg™ 0,27
Deriv-SPME-multiGC-ICP-MS 49
MeHg" 0,027
Preconc-HPLC-UV MeHg+ 14,6 42
Preconc-CE-Amperometria MeHg* 3,0 50
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1.3 Materials de referencia per a I’especiacié de mercuri

La utilitat d’un material de referencia certificat (CRM) per a la
validacié de metodes analitics o per al control de qualitat s’atribueix
principalment a les seves propietats, concretament a la homogeneitat i
I’estabilitat. No obstant, també és convenient seleccionar els CRMs
adequats en termes de representativitat front a les mostres a analitzar.
Per tal d’avaluar la utilitat d’un CRM per a I’especiacié analitica de
mercuri, s’han de considerar una serie d’aspectes respecte a les mostres
que s’analitzen al laboratori: 1’origen de la matriu, el tipus d’espécies
de mercuri i els nivells de concentracio.

Es va revisar la bibliografia sobre 1’especiacid6 de mercuri en
mostres ambientals i biologiques en el periode 2006 — 2011, i es va
redactar un article cientific (tipus review) a la revista Analytica
Chimica Acta (Annex 1) analitzant criticament la disponibilitat que
actualment hi ha de CRMs per a I’especiaciéo de mercuri en aquestes
mostres. Es van comparar les caracteristiques dels CRMs amb les
matrius i les mostres abastades als articles publicats als ultims cinc anys
sobre especiacié de mercuri, principalment en aigies, sols, sediments,
fangs d’aigiies residuals, organismes aquatics, sang, orina i cabell.

De totes les dades recollides en aquesta publicacio, es va extreure
que els CRMs so6n ampliament emprats en treballs de recerca
d’especiacié analitica de mercuri. No obstant, s’ha d’assegurar que la
similitud de la matriu d’aquests amb les mostres de camp sigui la
maxima possible per tal d’obtenir informaci6é valuosa. Aixi, quan es
selecciona un CRM, no només s’han de considerar els valors certificats
de les especies de Hg, sind també els principals components de la

matriu.
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El nostre analisi dels CRMs actualment disponibles indica que
encara hi ha una manca d’aquests materials en matrius ambientals tal
com sols i aiglies de diferent origen. Pel que respecta a les aigles, la
inestabilitat tant del Hg total com del MeHg® en mostres
emmagatzemades > pot ser un desavantatge pels productors de CRMs.
Encara que esta descrit que a nivells ambientals (ng L™") el MeHg" pot
ser estabilitzat a llarg termini després d’acidificar la mostra amb HCI i
mantenint-la preservada de la llum 2, tot i que, segurament, els baixos
nivells de concentracid dificultarien la produccid.

Mentre que per organismes marins hi ha disponibles diversos
CRMs, existeix un nombre reduit de materials per fluids biologics i cap
per orina. Pel que respecta a les espécies de Hg, matrius de CRMs amb
Hg inorganic i EtHg® son escasses. Es ben segur que el
desenvolupament d’una futura legislacio sobre els nivells de
concentracié de les espécies de Hg promoura la produccié de nous
materials. Quan altres eines d’assegurament de la qualitat no son
disponibles, els processos de fortificaci6 en mostres han de ser
dissenyats amb cura per tal de simular el comportament de les especies

de Hg que naturalment es dona en la matriu d’interes.
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1.4 Objectius

Degut a la necessitat d’estudis sistematics per a 1’establiment de
metodes eficacos per a la determinaciéo d’espécies de mercuri en
matrius ambientals i biologiques complexes, que assegurin la
inalterabilitat de les mateixes durant la seva manipulacio, aspectes que
son avui dia els punts més febles en I’especiacio analitica, 1’objectiu de
la present Tesi es basa en I’optimitzacié de métodes analitics per a
estudiar I’especiacidé de mercuri en mostres del medi aquatic mitjancant
la tecnica acoblada HPLC-UV-CV-AFS.

Dins d’aquest marc, la Tesi aborda uns objectius especifics que es
descriuen a continuacio:

- Optimitzaci6 de totes les condicions experimentals implicades
en la determinacié de mercuri inorganic i metilmercuri mitjangant CV-
AFS establint, en primer lloc, les condiciones optimes de deteccio i, a
continuacio, estudiant la separaci6 de les especies mitjancant
cromatografia de liquids en fase inversa; tot establint els parametres de
qualitat per al metode analitic proposat.

- Modificacio i/o optimitzacié del métode analitic per tal de
determinar altres especies de mercuri que de manera poc habitual es
puguin trobar en mostres ambientals i/o biologiques.

- Desenvolupament d’un meétode de preconcentracid on-line per a
I’especiacio de mercuri en aigiies.

- Establiment dels efectes de pretractament en la determinacié de
mercuri en mostres de sediments.

- Aplicacio de la metodologia analitica desenvolupada a mostres

ambientals i biologiques (aiglies, sediments i biota) préviament
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estudiant diferents métodes d’extraccio d’especies emprant materials de

referéncia.

Els resultats obtinguts dins del tres primers objectius es mostren i
es discuteixen al Capitol 3 de la present memoria; els estudis realitzats
per a I’avaluaci6 dels efectes de pretractament de mostra en sediments
es descriuen al Capitol 4, i I’Gltim capitol descriu 1’aplicacié a mostres

ambientals i biologiques del medi aquatic.

Als annexos I i IT s’inclouen els articles cientifics publicats fins al
moment. L’ Annex I consta d’un article sobre la determinacié de Hg®" i
MeHg" en aigiies contaminades mitjancant HPLC-UV-CV-AFS (que
correspon a una part del Capitol 3 i a I’apartat 5.2), mentre que a
I’Annex 1II es troba un review sobre materials de referencia certificats
per a ’especiacié de mercuri en matrius biologiques i ambientals.
Actualment s’esta finalitzant la redaccid de dos articles més, un sobre
I’efecte del pretractament de mostra en sediments i 1’altre sobre
I’aplicacié de la metodologia a mostres ambientals i biologiques

(capitols 4 i 5, respectivament).
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2.1 Determinacié de mercuri total

2.1.1 Digestio de la mostra

El procés de digestié per a la determinacio de mercuri total ha
d’assegurar la total transformacié de totes les formes quimiques de
mercuri a mercuri inorganic (Hg*").

Per a la digestio de mostres solides es va utilitzar 1’extraccio
mitjancant aigua regia segons el procediment recomanat per la norma
ISO 11466 . Per a I’extraccié de mercuri i elements volatils, cal
connectar un capcal d’absorcio a la sortida del refrigerant d’aigua, tal i
com es mostra a la Figura 2.1. El fet que aquest procediment no faci
servir acid fluorhidric ni percloric, junt amb el fet que el sistema sigui
senzill, el fa un métode Gtil quan s’han de tractar un elevat nombre de
mostres de forma reproduible i ha estat ampliament emprat en la

digestié de mostres ambientals.

Capcal
d’absorcié

Refrigerant
d’aigua

Tub digestor de
Pyrex

Figura 2.1: Sistema per a la digestié amb aigua régia.
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2.1.2 Mesura mitjancant tecniques espectroscopiques
Les principals técniques utilitzades com a detectors a la present
Tesi van ser el generador de vapor fred amb detector de fluorescéncia
atomica (CV-AFS) i el plasma acoblat inductivament amb detector de
masses (ICP-MS). A continuacié es descriuen breument aquestes

técniques i la instrumentacié emprada.

2.1.2.1 CV-AFS

v Generador de vapor fred (CV)

Sistema de generacié d’hidrurs P.S.Analytical model 10.004:
consta d’una bomba peristaltica multicanal de velocitat constant (100
rpm) que permet el bombeig de diferents reactius i la formacié de vapor
de mercuri en un bucle de reacci6. ElI vapor format arriba a un
separador gas-liquid on és arrossegat cap al detector mitjancant un
corrent d’arg6 (300 mL min™) i és assecat en una membrana PermaPure
mitjancant nitrogen a contracorrent (2,5 L min™). A la Figura 2.2 es

mostra I’esquema de I’instrument.

Separador
Reductor gas-liquid
-l
(3 mL min™) v
Mostra »| Valvula |

Detector

(8 mL min™ de mescla
Blanc d’acid
(8 mL minh

Bomba
peristaltica Desguas

Membrana
PermaPure

Figura 2.2: Esquema del generador de vapor fred (CV).
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v' Detector AFS

Espectrofotometre de fluorescencia atomica P.S.Analytical
Merlin 10.023: detector de mercuri d’elevada sensibilitat que funciona
basant-se en principis de la fluorescéncia atomica. A la Figura 2.3 es

mostra la configuracio optica del detector.

| Tub
fotomultiplicador

R —— Filtre
Lampada Col-limador
de Hg Gas
Lent |_— portador
N\
l¢e—— Cellade
) referencia

N

Cami d’introduccio
del vapor de Hg

Figura 2.3: Configuracio optica del detector AFS.

El mercuri entra en el detector en forma gasosa i és conduit cap a
una cel-la de mesura. La font de radiacié i el fotomultiplicador es
troben en angle recte un respecte I’altre per tal de mesurar el senyal de
fluorescéncia sense interferéncies de la font. El mercuri vapor
absorbeix la radiacid promocionant-se a un estat energetic superior i
després torna al seu estat fonamental emetent radiaci6 a la seva
longitud d’ona caracteristica (253,7 nm), essent aquesta radiacio la que
detecta I’espectrofotometre.

Hg (°P1) & Hg (1Sp) + hv (253,7 nm)
L’ obtencié de la radiaciéo d’excitaci0 requerida s’aconsegueix

amb una lampada de mercuri especifica i un filtre fixat a 254 nm. Un
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tub fotomultiplicador detecta I’emissio de fluorescéncia que prove de la
mostra.
L’0s de la lampada i el filtre fan que el detector sigui molt

especific i ajuda a la minimitzacio d’efectes d’interferencia.

2.1.2.2 1CP-MS

El plasma acoblat inductivament amb detector de masses (ICP-
MS) és una de les tecniques analitiques més freqiientment emprades en
el camp de la determinacié multielemental. L’ICP-MS és una eina
potent per a la determinacid de traces i ultra-traces i que presenta una
elevada precisio a les mesures. A la present Tesi, es va utilitzar I’equip
Agilent 7500ce series Octopole Reaction System, del qual es pot

observar un esquema a la Figura 2.4.

Entrada de gas

I Torxa o
1 (11 ‘
| - I /d__,___,_,_‘)—:!/ ‘ cCl:,ambra}
e esprai
(il = L
A [T o
/ Nebulitzador
Detector Quadrupol ~ Cel-lade Lents Interfase
colissio/ ioniques

reaccio

Figura 2.4: Esquema del sistema ICP-MS.

El sistema ICP-MS esta format per:

v" Nebulitzador. EIl sistema d’injeccié de la mostra liquida es
realitza mitjancant un sistema nebulitzador. Aquest sistema
aconsegueix l’atomitzacio, per efecte Venturi, del liquid que entra al

dispositiu per un canal gracies a una bomba peristaltica.
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v' Cambra d’esprai. La seva funcié és separar i eliminar les
gotes grans (superiors a 10 pum) de solucié que s’hagin format durant el
proces de nebulitzacid. Aquestes van a parar a les parets de la cambra i
es treuen per drenatge. D’aquesta manera s’elimina un 99% de mostra

en solucio.

v" Torxa i bobina d’inducci6. La torxa, formada per tres tubs
concentrics de quars, és a on es genera el plasma d’argd. Esta envoltada
d’una espiral que transmet una radiofreqliencia al gas d’argd que
circula per I’interior. En aquesta part és on es produeix la ionitzacio de

la mostra.

v Interfase. Tant el plasma com els ions passen des de
condicions atmosfériques a alt buit gracies a la interfase. Aquesta esta
formada per dos cons de metall de Ni a través dels quals el plasma i els

ions son extrets al MS a través d’un nivell de buit creixent.

v' Lents idniques. Aquestes quatre lents tenen la missio
d’enfocar el feix d’ions que prové dels cons i entra al quadrupol.

v' Cellla de collisid/reacci6. Consisteix en una cella
pressuritzada, situada després de les lents ioniques, on s’eliminen les
interferéncies poliatomiques degut als efectes del gas reactiu que
interacciona amb les interferéncies (reaccid) i del gas inert que xoca

amb els interferents (col-lisio).

v Quadrupol. La seva funci6 és separar els ions en funcié de la

relaci6 massa/carrega (m/z). Consta de quatre barres metal-liques
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paral-leles i equidistants a I’cix a les quals se’ls aplica un potencial.
Aquest genera una série de camps responsables de la trajectoria que
adquireixen els ions en entrar al quadrupol. Només els ions d’una
determinada massa/carrega tenen una trajectoria estable i arriben al

detector.

v’ Detector. Es el responsable d’enregistrar el senyal
corresponent a 1’i6 que arriba. EI més utilitzat és el Channeltron
electron multiplier i el seu efecte és molt semblant a un
fotomultiplicador. Quan els ions positius surten de I’analitzador de
masses, sén atrets per un potencial negatiu que fa que els ions impactin

sobre la superficie essent, aixi, detectats.
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2.2 [Especiacio de mercuri

2.2.1 Extracci6 de la mostra

Tal i com s’ha descrit anteriorment, I’etapa de preparacié de
mostra per a I’especiacio de mercuri és critica. L’extraccié s’ha de
realitzar mitjangant un procés suficientment suau per tal de mantenir la
integritat de les espécies originals.

Per a I’extraccio de mostres solides es va utilitzar I’extraccio
assistida per microones. El tipus d’acids emprats i els programes de
temps i temperatura aplicats al microones variaran en funcio del tipus
de mostra a analitzar.

L’equip de microones utilitzat durant aquesta Tesi ha estat el
Millestone ETHOS TOUCH model SK 12T. Aquest sistema consta de
12 recipients de Teflon que es tanquen hermeticament i es controlen
mitjancant una sonda de temperatura. A la Figura 2.5 es mostra una

imatge de I’equip.

Figura 2.5: Microones emprat en I’extracci6 d’espécies de Hg.
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2.2.2 Mesura mitjancant tecniques acoblades

2.2.21 HPLC-UV-CV-AFS

El métode utilitzat en I’especiacié de mercuri esta basat en
I’acoblament cromatografia de liquids (HPLC) — radiacio ultraviolada
(UV) — generacié de vapor fred (CV) — espectroscopia de fluorescéncia
atomica (AFS). A la Figura 2.6 es mostra I’esquema de I’acoblament
HPLC-UV-CV-AFS.

Detector de
fluorescéncia atdmica

Adquisicio i
tractament da dades

3
i3
o o

Gas f iqitid € ,r\

Membrana
Perma pure

M, re

2,5 Limin

Generador de

HPLC s - vapor fred Argo
s ~ 300 mLfmin

Bomba quaternaria de
cromatografia de liquids

Caolumna
cromatografica de
fase inversa

Fotorreactor de
llum LV

Figura 2.6: Esquema de I’acoblament HPLC-UV-CV-AFS.
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La mostra s’injecta en el sistema cromatografic a traves d’un
injector manual mitjancant una xeringa de 500uL. Un cop separades les
espécies de mercuri (Hg**, MeHg" i, si és el cas, EtHg"), I’eluent passa
pel fotorreactor UV on les espécies organomercuriques son trencades i
queden també en forma de Hg?*. Tot el Hg*" arriba al modul generador
de vapor fred on es barreja amb el reductor i s’obté vapor de mercuri
metal-lic que arriba al detector de AFS mitjancant un corrent d’argé. El
control de P’instrument i I’adquisicié de dades es realitza amb el

programa informatic Pendragon 1.0.

v" Sistema HPLC

- Injectors manuals Rheodyne 7725i (SS) i 9725 (PEEK).

- Bucle d’injecci6 de 100uL de SS i PEEK.

- Bomba quaternaria Agilent 1100:
o Interval de cabal: 0,001 — 10 mL min™
o Pressi6: Rang operatiu 0 — 400 bar fins 5 mL min™

Rang operatiu 0 — 200 bar fins 10 mL min™

o Rang de pH recomanat 1,0 a 12,5

v Columna cromatografica
ODS Hypersil (reversed phase) Thermo Hypersil-Keystone;
dimensions: 250 x 4,6 mm; diametre de particula: 5 um; diametre de

porus: 120 A; rang de pH: 2 a 8; pressié6 maxima: 400 bar.
v Fotorreactor UV

Per tal de fragmentar els compostos organomercurics (MeHg",

EtHg") s’ha utilitzat un fotorreactor que consta d’una lampada UV i
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d’un tub de PTFE enrotllat en espiral on té lloc la fotoreaccié (Figura
2.7).

S Connexi6 a la font d'alimentacié

Lampada UV

Entrada fotorreactor \

40cm

Tub PTFE

J

Sortida fotorreactor

Byl

Figura 2.7: Fotorreactor UV

Es tracta d’una lampada Heraeus TQ 150 que genera 150W de
radiacié al voltant de 250 nm. La lampada esta introduida en un suport
sobre el qual esta enrotllat un tub de PTFE de 0,5 mm de diametre i 12
metres de longitud. Tot aquest sistema esta recobert d’una lamina
d’alumini que reflecteix la radiacié no absorbida i evita la seva sortida
cap a I’exterior. Aquesta etapa de fotooxidacid prévia a la reduccio és
necessaria per a les especies organomercdriques ja que SinG no es

generaria el vapor de mercuri elemental i no es detectarien.
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2.3 Patrons i materials de referéncia

2.3.1 Solucions patro

- Mercuri inorganic (Hg®"): solucié mare de 1000 mg L™ (com a

Hg) preparada a partir de HgCl, (Merck, Darmstadt, Alemanya) dissolt
en HNOs al 1% (v/v) (Panreac, Hiperpur, valor maxim garantit de 0,1
ng L™ de Hg).

- Metilmercuri (MeHg"): solucié mare de 1000 mg L™ (com a Hg)
preparada a partir de CH3HgCI (Carlo Erba, Mila, Italia) dissolt en
metanol al 3%.

- Etilmercuri (EtHg"): solucié mare de 1000 mg L™ (com a Hg)
preparada a partir de C,HsHgCI (Carlo Erba, Mila, Italia) dissolt en

acetonitril al 20%.

Aguestes solucions mare s’emmagatzemen en ampolles de vidre
topazi a una temperatura de 4 °C. Les solucions de treball es preparen
diariament a partir de les solucions mare mitjancant les dilucions

apropiades.

2.3.2 Materials de referéncia
- IAEA-405: Sediment d’estuari de la International Atomic
Energy Agency (Austria), amb valors recomanats de 0,81 + 0,04 mg

kg™ pel Hg total i 5,49 + 0,53 ug kg™ pel MeHg" (com a Hg inorganic).
- ERM-CC580: Sediment d’estuari del Institute for Reference

Materials and Measurements (Bélgica), amb valors certificats de 132 +

3 mg kg™ pel Hg total i 75,5 + 3,7 ug kg™ pel MeHg".
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- BCR 463: Tonyina del Institute for Reference Materials and
Measurements (Bélgica), amb valors certificats de 2,85 + 0,16 mg kg™
pel Hg total i 3,04 + 0,16 mg kg™ pel MeHg".

- DOLT-4: Fetge de peix (Squalus acanthias) del National

Research Council Canada (Canada), amb valors certificats de 2,58 +
0,22 mg kg™ pel Hg total i 1,33 + 0,12 mg kg™ pel MeHg" (com a Hg).
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3.1 Introduccié

L’especiacio analitica de mercuri es basa en técniques acoblades
que consten d’una técnica de separacié acoblada a diferents detectors
d’espectroscopia molecular o atomica, tals com AFS, AAS, ICP-MS i
UV. El detector d’AFS proporciona una bona especificitat i sensibilitat
adequada per a la determinacié de mercuri total en mostres
mediambientals. A més a més, donat que aquest detector presenta un
baix cost i és senzill d’utilitzar, I’AFS és un detector facil d’introduir en
laboratoris que realitzen analisis de rutina. Per aix0, en aquesta Tesi,
s’ha desenvolupat metodologia analitica per a 1’especiacid de mercuri
fent servir I’acoblament HPLC-UV-CV-AFS com a técnica de mesura.

En la primera part d’aquest capitol, es presenta un estudi
sistematic dels factors que fan variar el senyal de fluorescéncia i la
separacio de les especies de mercuri en fase inversa. Els factors a
considerar van ser: el medi de preparacio dels patrons de mesura; la
composicio de la fase mobil i el tipus d’agent reductor emprat. Un cop
estudiats aquests factors, es van establir les condicions optimes per a la
separacié i deteccid del Hg®* i del MeHg". Els estudis es centren
principalment en aquestes dues espécies de mercuri ja que, en mostres
del medi aquatic, son les que més ampliament es descriuen a la
bibliografia.

Estudis basats en altres espécies organiques de mercuri sén molt
menys freqiients; ’EtHg" és la tercera espécie més esmentada a la
bibliografia seguida pel PhHg" **. Tot i que no és molt comu trobar
aquestes especies a les mostres reals, en una segona etapa del treball, es
va modificar el métode anteriorment optimitzat per tal de poder

determinar I’EtHg" juntament amb les altres dues espécies.
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Degut a que els nivells de concentracioé de mercuri que es troben a
les aigiles naturals sén molt baixos (ng L™), en molts casos cal una
etapa prévia de preconcentracid, ja que sind no seria possible detectar
les diferents espécies tant per AFS com per ICP-MS. Es per aixd que,
en la darrera part d’aquest capitol, s’introdueix un estudi preliminar
sobre la preconcentracié on-line d’espécies de mercuri en mostres

d’aigua.
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3.2 Estudis preliminars

En estudis previs d’especiacio de mercuri i metilmercuri realitzats
al grup de recerca es va emprar una fase mobil descrita a la bibliografia
formada per una barreja de metanol — aigua amb bromur de
tetrabutilamoni (TBAB) 0,01M com a formador de parells ionics i
NaCl 0,025M en una proporcié 52:48 *°. Els resultats van mostrar una
manca de reproductibilitat, sobretot a baixes concentracions. Donat que
a la bibliografia s’han descrit problemes d’adsorcié de compostos de
mercuri quan el sistema cromatografic conté elements d’acer inoxidable
*® es va dur a terme un estudi comparatiu de dos sistemes d’injeccié
(acer inoxidable (SS) i PEEK) per tal de comprovar la influéncia
d’aquest en la reproductibilitat del senyal obtingut.

Per a preparar la fase mobil es pesen les quantitats adequades de
TBAB i NaCl i es dissolen en aigua doblement desionitzada. La
dissolucio resultant i el metanol es filtren a traves d’una membrana de
nil6 de 0,20um de porus. Finalment, es barregen el metanol i la
dissolucié aquosa en la proporcié adequada. L’etapa de reduccié es va
dur a terme mitjancant una dissolucio aquosa de SnCl, al 1,5% en HCI
al 4% a un cabal d’uns 4 mL min™.

Fent servir els dos sistemes d’injeccio (SS i PEEK) es va realitzar
un estudi basat en fer passar volums creixents (des de 150uL fins a 2
mL) de dissolucié patr6 mescla de Hg** i MeHg" de 500 pg L™ de
concentracié per a cada especie, a través d’un bucle de 100 uL de

capacitat.
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Figura 3.1: Cromatogrames Figura 3.2: Cromatogrames

obtinguts per a una mescla de
Hg* i MeHg" en funcié del
volum emprat (SS).

obtinguts per a una mescla de
Hg* i MeHg" en funcié del
volum emprat (PEEK).

La Figura 3.1 mostra els resultats obtinguts emprant un sistema
d’injeccio d’acer inoxidable. Com es pot observar, I’alcada de pic del
Hg*" experimenta un augment del 50% a mesura que s’incrementa el
volum de soluci6 patré. Aquest fet és degut a la retencié del Hg*" a
I’injector a mesura que la soluci6 patré va passant. Aquest efecte de
memoria no és tan acusat en el cas del MeHg", ja que I’augment del
senyal és d’aproximadament un 20%. La quantificacio d’aquest efecte
es mostra a la Figura 3.3 on es representen les arees dels pics
cromatografics per ambdues especies en funcié del volum de mostra
que s’ha fet passar pel bucle d’injeccio.

Les Figures 3.2 i 3.4 mostren els resultats obtinguts amb un
sistema d’injeccié de PEEK. En aquest cas, la intensitat de senyal pel
Hg?* experimenta un augment del 30% a mesura que s’augmenta el
volum passat pel bucle. Pel que fa al MeHg", la variacié del senyal és
només del 15%, valor acceptable per afirmar que aquesta espécie

queda poc retinguda en el sistema d’injecci6 de PEEK, en aquest
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sistema de treball. Al cromatograma obtingut, es pot observar que en

aquest sistema i amb aquesta fase mobil, no s’aconsegueix una total

resolucié dels pics.

1600
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400 4 &——
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—e— MeHg+ —a— Hg2+

Figura 3.3: Variaci6 de I’area de pic en funcié del volum emprat (SS).
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Figura 3.4: Variaci6 de I’area de pic en funcidé del volum emprat (PEEK).

El fet d’obtenir intensitats de senyal inferiors quan s’empra un

sistema de PEEK, respecte a les obtingudes amb SS (7 vegades pel cas

del Hg®" i 5 vegades pel MeHg"), és també indicador de la disminucié

dels efectes de memoria quan s’empra PEEK.
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Amb I’objectiu d’establir la reproductibilitat de la injeccid per a
cada material, es van injectar 5 volums diferents (0,15-0,5-1-151i2
mL) d’una dissoluci6 patr6 d’ambdues especies en 3 dies no
consecutius. Els valors de desviacio estandard relativa (RSD) es van
calcular fent el valor promig de les RSD de les arees de pic obtingudes
en cada dia diferent per a tots els volums. Els resultats obtinguts es
mostren a la Figura 3.5. Mentre que pel MeHg" la reproductibilitat en
termes de RSD és similar en ambdos sistemes, la reproductibilitat del

Hg?* millora significativament al sistema de PEEK.

N
o

[N
(63}
1

RSD (%)
=
o

SS PEEK

Hg2+ & MeHg+

Figura 3.5: RSD (%) obtinguda pel Hg”" i el MeHg"* emprant SS i PEEK.

Es pot concloure que, fent servir aquesta fase mobil, tot i que el
sistema de PEEK origina resultats més reproduibles que el sistema
d’acer inoxidable, existeixen altres factors que provoquen problemes de
reproductibilitat en el senyal del Hg?*, ja que es continua obtenint una
RSD del 12%. L’efecte de memoria persistent que s’observa emprant
aquesta fase mobil pot ser degut a altres factors independentment de la
composicid del sistema d’injeccid. Doncs, atribuint aquesta manca de
reproductibilitat a la composicié de la fase mobil, el primer estudi que
es va portar a terme va ser 1’assaig de diferents fases mobils tot

mantenint el sistema d’injeccid inicial de SS.
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3.3 Seleccié de la fase mobil

Quan s’empra cromatografia de liquids com a técnica de
separacio, les fases mobils més emprades per a I’especiacié de mercuri

en mostres biologiques i ambientals contenen tampons, modificadors

57

organics, formadors de parells ionics o agents quelatants °°. Quan

s’utilitza TBAB com a formador de parells ionics, 1’aparicié de pics
dobles, cues i efectes de memoria es soluciona només si s’afegeixen
grans proporcions de metanol o 2-mercaptoetanol °¢7074 |4
preparacio de les solucions de TBAB en presencia de NaCl millora la
forma dels pics, perd aquesta soluci6 no és recomanable quan es
treballa amb detector d’ICP-MS *°. L’us d’agents quelatants, tals com

la L-cisteina %%

44,63,65,66,84

o els pirrolidinditiocarbamats (PDCs) d’amoni o sodi
, estableixen un enllag covalent estable entre els grups
mercapto i el mercuri, que sembla que prevé I’adsorcid del mercuri en
els grups silanol de les fases estacionaries.

En aquest apartat es descriu un estudi sistematic, no descrit
préviament a la bibliografia, que es va dur a terme per tal de comparar
tres fases mobils de diferent naturalesa en la determinacié de Hg”" i
MeHg" emprant HPLC-UV-CV-AFS com a técnica de mesura.

Les fases mobils emprades en aquest estudi estan constituides per
una barreja de dissolvent organic — aigua on la fase aquosa conté
TBAB, L-cisteina o APDC. La composicio de les fases mobils
emprades a I’estudi es mostra a la Taula 3.1.

En tots els casos, el sistema d’injeccié emprat va ser d’acer
inoxidable i es va treballar en fase inversa amb el mateix tipus de
columnes C;g. Com a reductor es va fer servir una dissolucio aquosa de

SnCl5 al 1,5% en HCI al 4% a un cabal d’uns 4 mL mint. En cada cas,
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es van preparar en el moment de I’analisi solucions patré mescla de
Hg*" i MeHg" en fase mobil a concentracions de 50, 100, 250 i 500 pg

L™ per a cadascuna de les espécies.

Taula 3.1: Composicio de les fases mobils estudiades

Fase organica Fase aquosa Proporcié

TBAB 0,01M
TBAB MeOH 50:50
+ NaCl 0,025M (pH 5,7)

) L-cisteina 0,5% (Mm/v)
L-cisteina - 100
+ NH,Ac 0,06M (pH 5)

APDC 0,0015M
APDC ACN 65:35
+NH,Ac 0,01M (pH 5,5)

a) TBAB

La separacid de les espécies es va dur a terme mitjancant bromur
de tetrabutilamoni (TBAB) com a formador de parells ionics. Esta
demostrat que la utilitzaci6 de sals d’amoni quaternaries, tot i que no és
molt comd, és efectiva per a la separacié d’aquestes espécies %%, La

formacio dels parells ionics té lloc de la seglent forma:

Hg®* + 4 Br~ > HgBr,*

1
H 2+ 1
g = | 2BUN’ + HgBr,” > (BuN)," HgBry

CHsHg" + 2 Br - > CH3HgBr,

MeHg" o——">
Jw BU,N* + CHsHgBF, > (BuN)" CHsHgBry
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La fase mobil va consistir en una barreja de metanol — aigua que
conté TBAB en una concentracié 0,01M i NaCl 0,025M a pH 5,7. La
separacio de les dues especies es va dur a terme en condicions
isocratiques a una proporcié 50:50 i a un cabal de 1,2 mL min™. Es va
preferir 1’addici6 de MeOH com a modificador organic en lloc de 2-
mercaptoetanol degut a la seva menor toxicitat.

Amb una dissolucié patr6 individual es van establir I’ordre
d’elucio i els temps de retencio (tg) de cada espécie. Cada dissolucid
patré mescla es va injectar per triplicat en 3 dies consecutius. Com a
exemple, a la Figura 3.6 es mostren els cromatogrames obtinguts en
una de les sessions de treball.

Tal com s’observa, per a concentracions menors o igual a 100 pg
L™ el Hg®* presenta problemes en la deteccié. Per aguesta espécie, en
augmentar la concentracié s’observa un augment del senyal que no és
lineal (probablement degut a I’efecte de memoria) i presenta una
reproductibilitat en termes de RSD del 9%. Pel que respecta al MeHg",
el senyal que s’obté és lineal amb la concentraci6 i presenta una RSD
inferior al 4%. Els temps de retencié (tr) d’ambdues especies fluctuen
en cada cromatograma pero, la variacio és en tots els casos inferior al
6%.
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Figura 3.6: Cromatogrames obtinguts per a una mescla de Hg®* i MeHg" amb
TBAB. A: blanc (FM + reductor), B: 50 pg L™, C: 100 pg L™, D: 250 ug L™,
E: 500 ug L™, F: superposici6.

b) L-cisteina
La separacié de les espécies es va portar a terme mitjangant L-
cisteina (acid 2-amino-3-mercaptopropionic) com a fase mobil %%,

El grup mercapto d’aquest compost crea un enllag covalent molt estable
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amb el mercuri, originant compostos del tipus Hg(cys), (n = 2, 3, 4) en

funcié de la relacié molar 2.

HOOC - CH - CH, - SH
L-cisteina ——> | ?

NH;

La fase mobil va consistir en una dissolucié aquosa que conté L-
cisteina a una concentracio 0,5% (m/v) i NH4Ac 0,06M a pH 5. La
separacié de les dues especies es va dur a terme en condicions
isocratiques a un cabal d’ 1,2 mL min™.

Amb una dissolucié patré individual de 500 pg L™ es van establir
I’ordre d’elucid i els temps de retencié (tr) de cada especie. Cada
dissolucié patré mescla es va injectar per duplicat en 2 dies no
consecutius. Com a exemple, a la Figura 3.7 es mostren els
cromatogrames obtinguts en una de les sessions de treball.

Com es pot observar, les dues especies de mercuri es van poder
detectar a concentracions de 50 ug L™. A més, el senyal és lineal amb
la concentracio i els pics son reproduibles, tant pel que fa a la intensitat
del senyal (RSD <4%), com en els temps de retencio (<2%). S’obté
perd una resolucié dolenta, ja que el Hg*" elueix en pocs minuts i
seguidament elueix el MeHg". Aquest fet és degut a que els complexos
formats tenen carrega i, per tant, en un sistema cromatografic en fase
inversa els compostos queden poc retinguts. L’addicié d’un 5% de
metanol a la fase mobil va comportar un solapament dels pics que va

impedir la seva quantificacio.

-67 -



Capitol 3

10 R — e 10
9 r 9 B
8 8
7 7
6 6
=z 3 2+
g s MeHg
4t af B
3 3 1
2 2
1 1
o P S S S S S S o . . . . . . .
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 100 200 300 400 500 600 700
temps (s) temps (s)
10 : 10 :
9 4 9 2+
C D Hg
8t 4 8
7k H g2+ 4 7k
6 4 6
= +
25 MeHg A 5
H
3
4t 1 4k
3 4 3
2 4 2
1 1
o . . . . . . . o . . . . . . .
100 200 300 400 500 600 700 100 200 300 400 500 600 700
temps (s) temps (s)
15 15
2+ 14 2+
E Hg F Hg 100 ppb_

_ 250 ppb_

500 ppb_

senyal

. . . . . . .
100 200 300 400 500 600 700 0 00 200 300 400
temps () temps (s)

Figura 3.7: Cromatogrames obtinguts per a una mescla de Hg** i MeHg" amb
L-cisteina. A: blanc (FM + reductor), B: 50 pg L™, C: 100 pg L™, D: 250 ug
L, E: 500 pg L™, F: superposicio.

c) APDC

En aquest cas, la separacié de les espécies es va dur a terme
emprant pirrolidinditiocarbamat d’amoni (APDC) com a agent
complexant *4®3%4% 1 > APDC no és selectiu i reacciona amb molts ions

metal-lics, pero si la deteccio es realitza mitjancant CV-AFS no
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apareixen problemes d’interferéncies ®. La formacié dels quelats té

lloc de la seguent forma:

En aquest cas la fase mobil va consistir en una barreja
d’acetonitril — aigua que conté APDC en una concentracié 0,0015M i
NH;Ac 0,01M a pH 5,5. La separacio de les dues especies es va portar
a terme en condicions isocratiques a una proporcio 65:35 i un cabal de
1,5 mL min™.

Amb una dissolucié patré individual de 500 pg L™ es van establir
I’ordre d’elucid i els temps de retencié (tgr) de cada especie. Cada
dissoluci6 patr6 mescla es va injectar per duplicat en 3 dies
consecutius. Com a exemple, a la Figura 3.8 es mostren els
cromatogrames obtinguts en una de les sessions de treball.

Com es pot observar, les dues espécies de mercuri presenten una
bona i similar intensitat de senyal, obtenint-se pics sense cues i
reproduibles tant en intensitat de senyal (RSD <6%) com en temps de
retencio (RSD <0,5%). D’altra banda, s’observa també una bona

linealitat de la resposta i molt bona resolucio.
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Figura 3.8: Cromatogrames obtinguts per a una mescla de Hg®* i MeHg" amb
APDC. A: blanc (FM + reductor), B: 50 pg L™, C: 100 pg L™, D: 250 ug L™,
E: 500 ug L™, F: superposici6.

A partir dels resultats obtinguts es va veure que la fase mobil que

proporcionava els millors resultats des d’un punt de vista cromatografic

era la tercera de les estudiades (ACN:APDC), malgrat la menor

intensitat del senyal de fluorescencia per ambdues especies i el temps

d’analisi lleugerament superior. Abans de continuar amb els estudis
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emprant aquesta fase mobil, es va estudiar la influencia del percentatge
de dissolvent organic a la fase mobil ACN:APDC per tal de reduir el
temps d’analisi mantenint una bona separaci6. A la Figura 3.9 es
mostren els cromatogrames obtinguts en funcio del percentatge de
dissolvent organic. Com es pot observar, en passar de 65% a 75%
d’ACN el temps d’analisi disminueix en 4 minuts mentre que la

intensitat del senyal augmenta un 40%.

65:35 70:30
8 : 8
sA 250 ppb_ = B 250 ppb_
, 100 ppb_ 7 100 ppb,
50 ppb, _50ppb_
65 600 —S0PPb_ 65 309
6 ‘ 6 0
[ I
Sss 358 ‘\ 3 55 \\“
2 ‘\ 8 s ‘ \
5 ﬂ\ [ I
45 M\ ‘ ‘\ 4.5 \‘
| \ h a [\
4 ‘ \ \ /AN
a5 A I \&y 35 W
g AW AN 3 AN
s \
25

) 100 200 300 400
temps (s)

500 600 700 800 0 100 200 300 400 500 600
temps (s)

75:25

_ 250 ppb_
_ 100 ppb_
_ 50 ppb_

0 100 200 300 400 500 600
temps (s)

Figura 3.9: Cromatogrames obtinguts per a una mescla de Hg®* i MeHg" amb
ACN:APDC com a fase mobil a diferents proporcions. A: 65:35, B: 70:30, C:
75:25. Es mostren els temps de retencié (en segons) per a cada espécie.

El fet que el percentatge de dissolvent organic a la fase mobil fes

variar la intensitat del

senyal de fluorescéncia d’una manera
significativa, va portar a realitzar estudis sistematics, no descrits a la
bibliografia, sobre els possibles factors que afecten al senyal de

deteccib.
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3.4 Optimitzacié del sistema HPLC-AFS

En aquest apartat es mostren els resultats obtinguts en diferents
estudis duts a terme per tal d’establir I’efecte que té el medi de
preparacio dels patrons de treball, la composicié de la fase mobil i el
reductor emprat sobre la intensitat del senyal de fluorescencia. Aquests
estudis estan realitzats en batch, és a dir, injectant directament al
sistema sense passar per la columna cromatografica. El treballar en
batch proporciona I’avantatge de realitzar els assajos d’una forma molt
més rapida, pero requereix la preparacio de dissolucions individuals de
cada especie, ja que no es disposa d’una etapa de separacié. El sistema

d’injeccio emprat en tots els casos va ser d’acer inoxidable.

3.4.1 Influéncia del medi de preparacio dels patrons de mesura

Un dels factors que poden influir en la intensitat del senyal de
fluorescéncia és la solucié que s’ha fet servir a I’hora de preparar els
patrons de treball. En aquest estudi, els patrons van ser preparats, en el
moment de I’assaig, en HCI al 4% (mateix medi de I’etapa de reduccio)
i en fase mobil (FM) i es va estudiar el seu comportament emprant tres
solucions de mesura diferents: ACN:APDC, ACN:H,O i
MeOH:APDC.

Es va treballar amb solucions patré de 25, 50, 100 i 250 pug L™ de
concentracié per Hg** i MeHg*. Com a reductor es va fer servir una
dissoluci6 aquosa de SnCl; al 1,5% en HCI al 4% a un cabal de 4 mL

min™™.
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e ACN:APDC (70:30)

La Figura 3.10 mostra I’efecte del medi de preparacié sobre les
dissolucions patré de Hg**. Es pot observar que en medi de HCI la
intensitat del senyal decreix 3 vegades respecte als patrons preparats en

fase mobil. EI MeHg" experimenta el mateix comportament en aquestes

condicions.

A HgZ+ B ng+

751 _ 100 ppb_ 100 ppb,
50 ppb, _ 50 ppb_
_25ppb_ 42 25 ppb,

300 350 0 50 100 150 200 250

~o 50 100 150 200 250
temps (s)

temps (s)

Figura 3.10: Superposici6 de pics obtinguts per a diferents concentracions de
Hg?* quan és preparat en FM (A) i en HCI (B) emprant ACN:APDC com a
soluci6 de mesura.

La quantificacié d’aquest efecte es mostra a la Figura 3.11 on es
pot comprovar que quan els patrons es preparen en medi HCI, I’area
dels pics disminueix. Mentre que pel patré més concentrat, el senyal del
Hg?* decreix un 50% i el del MeHg" un 60%, aquest efecte passa a ser

d’un 25% a concentracions de 50 pg L™ i no és significatiu per

concentracions inferiors.
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Figura 3.11: Area de pic obtinguda per al Hg* i el MeHg" en funcié de la
concentracié i del medi emprant ACN:APDC com a solucié de mesura.

ACN:H,0 (70:30)

Amb la mateixa composicio de dissolucié de mesura, pero sense

I’addici6 de I’agent complexant, s’observa un comportament oposat a

I’obtingut en I’assaig anterior. Com a exemple, a la Figura 3.12 es pot

observar que pel MeHg" en medi HCI la intensitat del senyal augmenta

15 vegades respecte als patrons preparats en fase mobil. EI Hg®*

experimenta el mateix comportament en aquestes condicions.

MeHg"*
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Figura 3.12: Superposicio de pics obtinguts per a diferents concentracions de
MeHg" quan és preparat en FM (A) i en HCI (B) emprant ACN:H,0 com a
soluci6 de mesura.
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Com s’observa a la Figura 3.13, I’area dels pics d’ambdues
substancies augmenta molt significativament quan els patrons sén
preparats en HCI. El fet de no tenir al medi cap agent complexant fa
que les especies de mercuri siguin més inestables i s’obtingui una
intensitat de senyal baixa. A més, pel Hg?* existeix efecte de memoria
que fa que la resposta no augmenti de manera lineal amb la

concentracio.

Ho® MeHg"

100 - 100
90 i 90
80 i 80
70 | 70
60 | 60
50 | 50
40 - 40
30 - 30
20 A — 20

0 . . . .| 0 ._l:IJj_l_I:J_I_l_‘:-_

25 50 100 250 25 50 100 250
Concentracié pug L* Concentracié pg L
TOFM (dia1) BFM (dia2) O HCl OFM (dial) B FM (dia2) O HCl

Figura 3.13: Area de pic obtinguda per al Hg®* i el MeHg" en funcié de la
concentracié i del medi emprant ACN:H,O com a solucié de mesura.

e MeOH:APDC (70:30)

L’Us de metanol com a dissolvent organic i en preséncia de

I’agent complexant (APDC), comporta resultats semblants a I’ACN.
Com a exemple, a la Figura 3.14 es pot observar que en preparar els
patrons de Hg** en HCI la intensitat del senyal decreix unes 1,5
vegades respecte als patrons preparats en fase mobil. EI MeHg"

experimenta el mateix comportament en aquestes condicions.
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Figura 3.14: Pics obtinguts per a diferents concentracions (ug L™) de Hg**
quan és preparat en FM (A) i en HCI (B) emprant MeOH:APDC com a
soluci6 de mesura.

Quantificant aquest efecte, a la Figura 3.15 es pot observar com
en preparar els patrons en medi HCI I’area dels pics obtinguts

disminueix en un 30% per ambdues especies.

Hg?* MeHg"*
500 500
450 450
400 400
350 350
300 300
250 250
200 200
150 150
100 100
50 1 50 1
ol mml ] , , o | Hll— . , I ,
25 50 100 250 25 50 100 250
Concentraci6 pg L* Concentracio pg L*
BFM OHCI BFM OHCI

Figura 3.15: Area de pic obtinguda per al Hg®* i el MeHg" en funcié de la
concentracié i del medi emprant MeOH:APDC com a solucié de mesura.

Com a conclusié d’aquest estudi, es posa de manifest que quan
s’empren fases mobils amb APDC com a agent complexant, la
preparacio dels patrons en medi HCI fa disminuir el senyal de
fluorescéncia, per tant, el senyal obtingut és millor quan les

dissolucions patré es preparen en fase mobil.
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En preparar els patrons de treball en la fase mobil MeOH:APDC,
es va observar que en la primera dilucié que es feia del patr6 de Hg*
(50 mg L™) apareixia un precipitat blanquinés que enterbolia la solucié
resultant. Quan es treballa amb HPLC, cal evitar obturacions a la
columna cromatografica perque provocarien una sobrepressié al
sistema, per tant, s’ha d’evitar la injeccié de solucions que continguin
precipitat.

Es va realitzar un estudi basat en preparar diverses dissolucions
patré de Hg** a concentracions decreixents, partint d’una solucié mare
de 50 mg L™ preparada en HCI al 4%, i observant a quina concentracié
no apareixia precipitat. Es van preparar cinc dilucions des de 1/10 (5
mg L™ de Hg?") fins a 1/50 (1 mg L™ de Hg?*) en medi MeOH:APDC
(70:30). EI resultat obtingut a I’assaig va mostrar que a dilucions més
petites de 1/50 (major concentraci6 de Hg”") apareixia un precipitat a la
solucié patré resultant. Per tant, a I’hora de preparar qualsevol arbre de
dilucio, les dilucions previes a les solucions finals de treball es
realitzaran en medi acid (HCI al 4%) i només les solucions finals de

mesura es prepararan en fase mobil.

3.4.2 Influéncia de la composicié de la fase mobil
Un cop escollit el medi de preparacio de les solucions patré de
mesura en funcié del tipus de fase mobil emprada, es va estudiar
I’efecte que té la composicié de la fase mobil sobre el senyal de
deteccid. Es van provar diferents combinacions d’APDC, ACN, H,0 i
MeOH per tal d’aconseguir una dissolucié de mesura que proporcionés
la major sensibilitat de les espécies al detector de fluorescencia. La
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composicio de les solucions de mesura emprades a I’estudi es mostra a
la Taula 3.2.

Taula 3.2: Composicid de les solucions de mesura

Fase organica Fase aquosa Proporci6
ACN APDC 0,0015M + NH,Ac 0,01M pH 5,5 70:30
ACN H,O 70:30

MeOH:ACN (65:15) | APDC 0,0015M + NH,Ac 0,01M pH 5,5 80:20

MeOH APDC 0,0015M + NH,Ac 0,01M pH 5,5 70:30

Es va treballar amb solucions patré de 25, 50, 100 i 250 pug L™ de
concentracié per a cadascuna de les espécies Hg®* i MeHg*. Com a
reductor es va fer servir una dissolucié aquosa de SnCl, al 1,5% en HCI
al 4% a un cabal de 4 mL min™. En tots els casos les dissolucions patré
es van preparar en el medi adequat d’acord amb els resultats obtinguts a
I’estudi anterior.

Per a cada soluci6 de mesura, es van injectar per triplicat les
dissolucions patré en dues sessions de treball, excepte per les solucions
formades per ACN:H,O i MeOH:APDC que es van realitzar en una
sessio de treball cadascuna.

Com a exemple, a la Figura 3.16 es mostren els pics obtinguts per
a les dues especies de mercuri en diferents sessions de treball.
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Figura 3.16: Pics obtinguts a diferents concentracions (ug L™) per al Hg* i el
MeHg" emprant com a solucié de mesura: A: ACN:APDC, B: ACN:H,0, C:
MeOH:ACN:APDC, D: MeOH:APDC.
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Despres de la separacié cromatografica, I’eluat de la columna
passa per una etapa d’oxidacio amb I’objectiu d’assegurar que I’espécie
de mercuri corresponent esta en forma de Hg”*. Posteriorment, al
generador de vapor fred es duu a terme la reduccié a Hg° que és
I’especie detectada. En aquest treball, s’ha emprat una lampada UV per
a dur a terme I’oxidacié. Donat que als medis de separacié assajats les
espécies de mercuri estan formant complexos, cal pensar que I’etapa
d’oxidacio sera més efectiva i, per tant, comportara una resposta més
elevada en medi aquds. Per aquest motiu, en aquest estudi s’ha pres el
senyal obtingut en solucions aquoses com la intensitat maxima de
referencia a efectes de comparacio dels senyals.

En comparar el senyal obtingut emprant solucions de mesura que
contenen ACN amb el maxim de referéncia s’obté que el senyal és unes
25 vegades menor. Es va consultar a la bibliografia possibles efectes de
la fotooxidacio UV sobre I’acetonitril i es va trobar que el nitrogen de

la molécula podia ser oxidat a N, °"

i, esta descrit que molecules
diatomiques com el N, tenen un efecte de quenching amb el Hg que fa
disminuir la intensitat del senyal de fluorescéncia *°. Per aquest motiu,
es va pensar en emprar un dissolvent organic diferent a I’acetonitril a la
solucio de mesura i es va optar pel metanol. Si es compara el senyal
obtingut emprant MeOH:APDC (Figura 3.16-D) amb el senyal obtingut
emprant ACN:APDC (Figura 3.16-A) es veu que amb la soluci6 de
mesura que conté metanol s’obté un senyal unes 5 vegades major.
Aquest fet és degut a que s’ha eliminat I’efecte quenching que produia
I’ACN. A la bibliografia alguns autors descriuen I’Us de barreges de
MeOH i ACN, juntament amb I’APDC, com a fase mobil ®°. L*(s d’una

barreja MeOH:ACN:APDC (Figura 3.16-C) comporta I’obtencié d’un
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senyal d’intensitat intermédia a quan es fan servir els dissolvents per

separat.

650 1325 3150

500
450 H
400 H
350 H
300 H
250 H
200 H
150 H
100 H
50 — H

04 _I:::-__'_D:El . . Ll

25 50 100 250

2+
Hg Concentraci6 pg L™

O ACN:APDC @ ACN:H20 B MeOH:ACN:APDC B MeOH:APDC O H20

430 870 2050
400 —

350 H

300 H

250 H

200 H

150 H

100 H

SZ—iEI——y—ECEI . ﬂ i

20 40 80 200

MeHg* Concentraci6 pg L™*

OACN:APDC O ACN:H20 O MeOH:ACN:APDC B MeOH:APDC O H20

Figura 3.17: Arees de pic obtingudes per al Hg* i el MeHg" emprant

diferents solucions de mesura.

A la Figura 3.17 es recull de forma grafica les arees dels pics

obtingudes per a cada espécie a les concentracions estudiades.

S’observa com la resposta maxima s’obté en medi aquos. Les fases que
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no contenen APDC o que contenen ACN, proporcionen una intensitat
de senyal significativament menor que la fase formada per
MeOH:APDC. Encara que aquesta fase té una intensitat de senyal 6
vegades menor que la de I’aigua, és la fase mobil que proporciona els
millors resultats.

Es pot concloure que la composicié de fase mobil que comporta
la maxima resposta (area de pic del senyal de fluorescéncia) per
ambdues espécies és la que conté MeOH:APDC. Posteriorment, i tal i
com es descriu a I’apartat 3.5, es van dur a terme estudis amb I’etapa de

separacio cromatografica.

3.4.3 Efecte del reductor

Tots els assajos anteriors es van realitzar fent servir SnCl, com
agent reductor al generador de vapor fred. Un cop vist els resultats
obtinguts amb les diverses fases mobils, es va realitzar un estudi
comparatiu entre I’s de SnCl, i NaBH, com a reductors. La
composicio de les fases mobils seleccionades per a aquest estudi es
mostra a la Taula 3.3.

D’acord amb estudis descrits a la bibliografia °, es va fer servir
una dissolucié aquosa de NaBH, a una concentracié del 0,05% en
NaOH al 0,5% a un cabal d’uns 4 mL min™ i una dissolucié d’HCI
0,1M a un cabal de 8 mL min™.

Es va treballar amb solucions patré de 25, 50, 100 i 250 pug L™ de
concentracié per a cadascuna de les dues espécies per separat, Hg®" i
MeHg". Els patrons van ser preparats, en el moment de I’assaig, en el
medi adequat per a cadascuna de les solucions de mesura i es van

injectar per triplicat en una sessio de treball.
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Taula 3.3: Composicio de les solucions de mesura

Fase organica Fase aquosa Proporcio

MeOH APDC 0,0015M + NH,Ac 0,01M pH 5,5 70:30

ACN H,0 70:30

A la Figura 3.18 es mostren els resultats obtinguts per ambdues

especies de mercuri en diferents sessions de treball.

Hg?* MeHg*

350
300
250

200

150

100
50

Concentracio pg L Concentracio pg L™
O NaBH4 (ACN:H20) B SnCI2 (ACN:H20) 0 NaBH4 (ACN:H20) B SnCI2 (ACN:H20)
NaBH4 (MeOH:APDC) B SnCI2 (MeOH:APDC) NaBH4 (MeOH:APDC) B SnCI2 (MeOH:APDC)

Figura 3.18: Area de pic obtinguda per al Hg®* i el MeHg" en funci¢ de la
concentracid (ug L™) i del reductor emprant com a solucions de mesura
MeOH:APDC i ACN:H,0.

Com es pot observar a la Figura 3.18, les arees de pic obtingudes
per a les dues especies quan es fa servir NaBH, com a reductor son
menors que quan es fa servir SnCl,. Emprant MeOH:APDC, en el cas
concret del Hg®*, s’obtenen arees similars per als patrons de 25 i 50 ug
L™ pero, en passar a concentracions majors, s’obtenen arees un 50%
menors quan es fa servir NaBH,. Pel MeHg", les arees que s’obtenen
emprant NaBH4 son un 50% menors en I’interval de concentracio

estudiat. Quan es fa servir ACN:H,O com a solucié de mesura, també
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s’obtenen arees de pic menors en emprar NaBH; com a reductor,
concretament un 65% menys pel cas del MeHg" i un 20% en el cas del
Hg*".

Com a conclusio d’aquest estudi, es pot extreure que el SnCl,
proporciona millors resultats que el NaBH, en quant a eficacia de
I’etapa de reduccio. Aquests resultats concorden amb estudis trobats a
la bibliografia on es descriu que la gran quantitat de H, que es genera a
I’etapa de reduccio quan es fa servir el NaBH, pot produir efectes de
guenching amb el Hg que fan disminuir la intensitat del senyal de
fluorescéncia "*. La preséncia d’un 17% d’hidrogen a la composici6 del
gas portador fa disminuir un 95,6% la sensibilitat del mercuri a la
fluorescéncia atomica, mentre que una composicid amb un 48%
d’hidrogen provoca una disminuci6 en el senyal del 99% "2 No obstant,
també esta descrit que treballar a concentracions de NaBH, menors de
10 M redueixen els efectes de quenching .

Com a conclusié global dels estudis per establir els diferents
factors que afecten al senyal de deteccid, es pot concloure que la fase
mobil que proporciona una major resposta de les espécies de mercuri en
el detector d’AFS és la que esta formada per MeOH:APDC, quan les
solucions patr6 de mesura es preparen en fase mobil i es fa servir com a

reductor una dissoluci6 aquosa de SnCls.
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3.5 Optimitzacié de la fase mobil

Un cop establertes les condicions que comporten un millor senyal
de fluorescencia per ambdues espécies, tant pel que fa a la composicio
de la fase mobil, la preparacio dels patrons i I’etapa de reduccio, es va
abordar la separaci6. Amb aquest fi, es van realitzar estudis basats en
I’optimitzacio de la fase mobil en relacid a la proporcié de fase aquosa i
fase organica. Tanmateix es van establir els parametres cromatografics i

els limits de deteccio i quantificacid.

3.5.1 Efecte de la proporcié de metanol
Per a la composicio de fase mobil seleccionada (MeOH:APDC)
es va estudiar com afecta la proporcié de dissolvent organic en la
separacio de les espécies. Les proporcions emprades en aquest estudi es
mostren a la Taula 3.4.

Taula 3.4: Composicié de la fase mobil

% MeOH [ 70 75 80 82 85

% APDC |30 25 20 18 15

El sistema d’injeccié emprat a I’assaig va ser d’acer inoxidable.
Com a reductor es va fer servir una dissolucié aquosa de SnCl, al 1,5%
en HCl al 4% a un cabal d’uns 4 mL min™. En cada cas, es van preparar
en el moment de I’analisi solucions patré6 mescla de Hg?* i MeHg" a
concentracions de 25, 50, 100 i 250 pg L™ per cadascuna de les
especies. Cada patr6 va ser injectat per duplicat en cada una de les
sessions de treball. Amb una dissolucié patré individual de cada

especie es va establir I’ordre d’elucio.
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Com a exemple, a la Figura 3.19 es mostren els cromatogrames

obtinguts per a un patré de 100 pg L™ en funcié de la proporcié de
metanol emprada.

101 75:25 MeHg" Hg® |
ok 332 611 |

senyal

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 100 200 300 400 500 600 700
temps (s) temps (s)

5[80:20  MeHg' | Hg* |
12| 287 452 1 82:18 Mzeglogf g?:*

senyal

100 200 300 400 500 600 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
temps (s) temps (s)
- 2+
101-85:15 Hg
+
. MeHg 322

senyal

: : : : : : : : : :
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
temps (s)

Figura 3.19: Cromatogrames obtinguts per a una mescla de Hg** i MeHg" de
100 pg L™ de concentracié emprant MeOH:APDC com a fase mobil a
diferents proporcions. Es mostren els temps de retencio (s) per a cada especie.
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La integracio del senyal obtingut per a cada especie, en funcio de

la proporci6 de metanol a la fase mobil, es mostra a la Figura 3.20. Tal

com s’observa, la fase mobil que proporciona les majors arees dels pics

cromatografics, mantenint una bona separacio, és la que conté un 80%

de metanol.
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o _| |
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3
3 400
< 300
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7030 07525 W00 D818 08515
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O I T
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MeHg" Concentracié pg L™
7030 07525 W20 me2l8  mesls

Figura 3.20: Arees de pic obtingudes per al Hg* i el MeHg" emprant
diferents proporcions de MeOH.

Es va calcular la linealitat de la resposta en I’interval de

concentracions estudiat, en termes de coeficient de correlacio al quadrat
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(r%), la sensibilitat de la técnica, en termes de pendent de la recta, i el
factor de selectivitat (o) per a cadascuna de les fases mobils. A la Taula

3.5 es mostren els resultats obtinguts.

Taula 3.5; Factor de selectivitat, linealitat i sensibilitat

r’ Pendent

Hg®*  MeHg® Hg* MeHg"
70 2,563 0,99904 0,99747 1,8943 11,5670

% MeOH @

75 1,97 0,99997 0,99990 2,5539 11,8955
80 1,68 0,99976 0,99993 2,3675 2,1522
82 1,53 0,99955 0,99950 2,3660 1,8159
85 141 0,99925 0,99843 11,8394 13713

Com es pot observar, a totes les composicions s’obté un senyal
forca lineal (r>0,999), pero la que proporciona una millor sensibilitat és
la que conté un 80% de metanol, especialment per al MeHg".

Per tant, tenint en compte la bona separacio de les espécies, el
temps d’analisi, la sensibilitat de la técnica i la linealitat en I’interval de
concentracions, es va escollir com a fase mobil la formada per
MeOH:APDC a una proporci6 80:20.

3.5.2 Efecte del material del sistema d’injeccio6
Donat que en estudis preliminars (apartat 3.2) es va observar que
emprant TBAB a la part aquosa de la fase mobil, 1’as d’un sistema
d’injecci6 de PEEK proporcionava millor reproductibilitat que un
d’acer inoxidable (SS), sobretot pel cas del Hg?, es van estudiar els
possibles efectes de memoria en el sistema d’injeccié per a la fase
mobil seleccionada (MeOH:APDC 80:20). Tots dos injectors, SS i
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PEEK, van ser avaluats sota les mateixes condicions. Es van injectar
cinc volums creixents (0,25 — 2 mL) de soluci6 patré de Hg** i MeHg*
(contenint aproximadament 100 pg L™ de cada espécie) per tal de
determinar la reproductibilitat. Els resultats van mostrar una RSD del
2% pel Hg®* i del 3% pel MeHg", independentment del material del
sistema d’injeccid i del volum de mostra injectat. No obstant, per
prevenir possibles efectes de memoria al sistema d’injeccié quan es
treballa amb mostres amb nivells de concentracié majors de 100 pg L™,
¢és molt recomanable netejar el sistema d’injeccié amb 300 uL de fase

mobil abans de cada analisi.

Les condicions finals de treball per a la determinacié de Hg®" i
MeHg" emprant HPLC-UV-CV-AFS com a técnica de mesura es

troben resumides a la Taula 3.6.

Taula 3.6: Condicions finals de treball per a la determinacié de Hg®* i MeHg*
emprant HPLC-UV-CV-AFS

Condicions del sistema HPLC

Columna cromatografica

Fase mobil

Cabal
Volum d’injecci6 (bucle)

Sistema d’injeccid d’acer
inoxidable

Condicions del CV-AFS
Concentracié SnCl,
Cabal SnCl,

Cabal gas portador (Ar)
Cabal gas d’assecat (Ny)

RP-C5 (ODS Hypersil 250x4,6 mm; 5 pum)

80% MeOH : 20% 0,0015 mol L™ APDC i
0,01 mol L™ NH,CH5COO (pH 5,5 ajustat
amb CH;COOH)

1,5 mL min®
100 pL

Etapa de rentat amb 300 pL de fase mobil
en posicid de carrega abans de cada analisi

1,5% en HCI al 4%
4 mL min™

300 mL min™
2,5L min®
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3.5.3 Establiment de parametres cromatografics
Un cop establertes les condicions finals de treball (Taula 3.6), es
va calcular I’eficacia de la columna i la resoluci6 dels pics
cromatografics fent servir MeOH:APDC (80:20) com a fase mobil.

3.5.3.1 Eficacia
Dos termes relacionats entre si que s’empren com a mesura
quantitativa de I’eficacia d’una columna cromatografica sén I’alcada de

plat (H) i el nombre de plats teorics (N). Aquests termes es relacionen
mitjancant 1’equacio: N:%| on L és la longitud (usualment en

centimetres) de I’empaquetament de la columna.

El nombre de plats es pot calcular a partir de les dades
2
experimentals mitjancant la seglient equacio: N=16- (tWRj

on tr és el temps de retencio i

W I’amplada de base.

nyal
senyal

100 200 300 400 500 600
temps (s)

L’amplada de base (W) es va mesurar manualment fent servir
I’aplicacié Clepto 21.5 del programa informatic MATLAB®. Es va
calcular el valor mig de sis mesures fetes en dos patrons mescla de 25,
50 i 100 pg L™ (n=2). A la Taula 3.7 es mostren els resultats obtinguts

per a una columna de 25 cm de longitud.
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Taula 3.7: Eficacia

W (segons) tr (segons) N H (cm)
Hg** 55 452 1081 0,023
MeHg" 49 287 549 0,046

Com es pot observar a la taula, s’obté una alcada de plat d’unes
poques décimes de mil-limetre, tot i que pel Hg** I’eficacia obtinguda

és millor.

3.5.3.2 Resolucid

La resolucié (Rs) ens dbna una mesura quantitativa de la
separacio entre dos pics cromatografics en relacio a la seva amplada. La
resolucio proporciona una mesura quantitativa de la capacitat de la

columna per a separar dos analits. La resolucio es pot calcular a partir

(tR(B) - tR(A))
g=2-—2 07

de dades experimentals com: R
W, + Wy

A la Taula 3.8 es mostren les dades emprades per al calcul de la

resolucio i el resultat obtingut.

Taula 3.8: Resolucio

W (segons) tr (segons) Rs
2+
Hg ) 55 452 317
MeHg 49 287

Tal com s’observa, s’obté una molt bona resolucid dels pics, fet
que era d’esperar ja que com es mostra al cromatograma obtingut per a
la barreja MeOH:APDC (80:20) (Figura 3.19) , els pics presenten una

certa cua, pero arriben a linia base en ambdos casos.
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3.5.4 Establiment de parametres de qualitat
Aplicant les condicions finals de treball (Taula 3.6), tant pel
sistema d’injeccid, com per a la fase mobil i el reductor, es van establir
els limits de deteccio i quantificacid i la linealitat del metode proposat.
Es va treballar amb solucions patr6 mescla de Hg®* i MeHg" a
concentracions de 25, 50, 100 i 250 pg L™, per a cadascuna de les

espécies, que van ser preparades en el moment de I’analisi.

3.5.4.1 Limit de deteccid

De forma general, el limit de deteccio en una tecnica de

fluorescencia atomica es defineix com el senyal obtingut pel blanc més
tres vegades la seva desviacio estandard: S| p = Sp + 3-0}, essent,

Sip = senyal en el limit de detecci6

Sp = senyal del blanc

op = desviacio estandard del blanc

En tecniques acoblades, com I’HPLC-CV-AFS, el criteri utilitzat
per a calcular el limit de detecci6 ha estat el de considerar la
concentracio en el limit de deteccid (C.p) com aquella que correspon a
tres vegades la desviacio estandard del senyal de fons (Srons) dividit
pel pendent de la recta de calibratge (a) de I’espécie considerada.
L’equacio que es va aplicar va ser la segiient: C,p = 3:Srons/ @

Es van realitzar dues rectes de calibratge amb solucions patr
mescla de Hg** i MeHg" (2,5 — 50 ug L™ per a cadascuna de les
especies) en dos dies no consecutius (n = 23). A la Taula 3.9 es donen
els parametres de la rectes de calibratge, per a cada espécie, obtingudes
utilitzant I’ajust dels minims quadrats, essent “a” el pendent de la recta

i “b” I’ordenada a I’origen.
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+

Taula 3.9: Rectes de calibratge per al Hg*" i el MeHg

Hg?* MeHg"
a=0,0795 a=0,0925
egeso1 BI04 b--00ess
s r? = 0,9992 r’ = 0,9998
a=0,0786 a=0,0852
ooz 57007 b--001%)
g ? = 0,9997 r’ = 0,9999

Es van obtenir unes mitjanes pel senyal del blanc de 3,35 i 3,46
amb unes desviacions estandard (Srons) de 0,05 i 0,04, respectivament.
La concentracid en el limit de deteccié (C.p) obtinguda va ser de 1,5

ng L™ per al Hg?" i de 1,4 ug L™ per al MeHg'".

3.5.4.2 Limit de quantificacié

De forma general, el limit de quantificacio es defineix com el
senyal obtingut pel blanc més deu vegades la seva desviacié estandard:
Sip=5Sp+ 100y

Per calcular el limit de quantificacié en tecniques acoblades es va

aplicar la seguent equacid: C p = 10-Sgons/ a

El pendent de la rectes de calibratge per a cadascuna de les
especie es dona a la Taula 3.9. Per a les desviacions estandard (Srons)
obtingudes (0,05 i 0,04), s’obté una concentracié en el limit de
quantificacié (Cro) de 5,1 ug L™ per al Hg*" i de 4,6 ug L™ per al
MeHg".

3.5.4.3 Interval de linealitat

L’interval de linealitat es va obtenir injectant per duplicat

solucions patré de Hg** i MeHg" a concentracions d’entre 5 i 1000 pg
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L™ per a cada espécie, en tres sessions de treball independents. D’acord
amb els resultats obtinguts es va observar que el senyal de
fluorescéncia es mostrava lineal fins a una concentracié de 750 pg L™

(r >0,999) per ambdues espécies.

A la Taula 3.10 es mostra un resum dels parametres de qualitat
per a Despeciaci6 de Hg”* i MeHg" emprant la metodologia
optimitzada.

Taula 3.10: Parametres de qualitat per a I’especiacio de Hg*" i MeHg"

(ng L) Hg®*" MeHg"
LOD 15 14
LOQ 5,1 46
Interval de linealitat 5-750

Com es pot observar, s’obtenen uns limits de deteccio i
quantificacié molt baixos per a la técnica acoblada HPLC-UV-CV-AFS
per ambdues espécies. Per tant, es pot concloure que aquesta tecnica
acoblada és comparable en quant a sensibilitat a altres técniques
emprades en I’especiacié de mercuri que no inclouen una etapa de
preconcentraci@ 2637707475

Per tant, el metode analitic proposat és adequat per a la
determinacié de Hg?* i MeHg" en aigiies naturals provinents d’arees
contaminades per activitats mineres. A la bibliografia es troben
concentracions de mercuri en aquestes arees de fins a 2,5 pg L™ a
Alaska "® i de fins a 13 — 20 pug L™ a California i Almadén (Espanya)
77,78,79

, i en aquest Gltim punt han assolit inclds nivells de 11000 pg L™

en algunes mostres d’aigua . Les concentracions de MeHg" només es
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reporten en uns pocs casos per a aguests tipus de mostres, essent

aquesta espécie aproximadament un 0,02 — 0,23% del mercuri total
77,78

Part dels resultats descrits fins ara en aquest capitol han estat
publicats com a article cientific a la revista International Journal of

Environmental Analytical Chemistry (Annex I1).
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3.6 Estudis d’especiacié amb tres especies de mercuri

Tots els estudis realitzats fins ara en aquesta Tesi han estat
enfocats a 1’especiacio de mercuri inorganic i metilmercuri, pero degut
al cert interes trobat a la bibliografia per altres espécies organiques de
mercuri, es va modificar el metode optimitzat per tal de poder

determinar conjuntament una tercera espécie, 1’etilmercuri (EtHg").

3.6.1 Optimitzacio de la fase mobil

Seguint el metode d’especiacié anteriorment descrit, es van
analitzar solucions patr6 mescla de les tres especies sota les mateixes
condicions cromatografiques establertes fins el moment.

Els cromatogrames obtinguts van mostrar que les condicions
emprades no permetien una completa separacié de les dues especies
organomercuariques. La Figura 3.21-A mostra que, fins i tot a baixes
concentracions (25 pg L™7), els pics d’aquestes espécies no estan
completament resolts. La resolucié pot millorar si s’augmenta el temps
de residencia de les espécies a dins la columna, fet que es pot
aconseguir incrementant la proporcié de component aqués a la fase
mobil, és a dir, reduint el poder d’elucié de la fase mobil. Per aquesta
rad, la proporcid6 de APDC/NH Ac va ser incrementada del 20% al
25%. Els resultats obtinguts es mostren a la Figura 3.21-B, on
s’observa que la resolucio entre els pics de MeHg" i EtHg" es veu
incrementada fins i tot a concentracions altes (200 pg L™). D’aquesta
manera, la fase mobil permet, en part, superar les diferencies
significatives en les caracteristiques quimiques i fisiques de les especies

de mercuri i, per tant, permet la determinacié de diversos compostos
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(cations de mercuri inorganic i compostos d’alquilmercuri altament

polars, com el MeHg" i I’EtHg") en una Gnica etapa de separacio.

MeHg" EtHg"

. . . . c . .
100 200 300 400 500 600 700
temps (s)

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
temps (s)

Figura 3.21: Separacid de les tres especies de mercuri amb diferents proporcions
de composici6 de fase mobil. A: 80:20 (25 pg L™), B: 75:25 (200 pg L)

Les condicions experimentals per a la separacié de les tres

espécies es mostren a la Taula 3.11.

Taula 3.11: Condicions experimentals per a I’especiaci6 de Hg**, MeHg" i EtHg"

75% MeOH — 25% APDC 1,5 mM + NH,Ac 10 mM pH 5,5

Fase mobil Cabal: 1,5 mL min*
Reductor SnCl; al 1,5% en HCI 4%
Cabal: 4 +1 mL min*
Temps 800s
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3.6.2 Parametres de qualitat

3.6.2.1 Sensibilitat i interval de linealitat

Després d’escollir la fase mobil adequada, diverses solucions
patré preparades en fase mobil van ser analitzades per tal d’obtenir la
recta de calibratge i ’interval de linealitat.

Pel que respecta a sensibilitat, es van obtenir uns valors de
pendent de la recta de 2,13, 1,74 i 2,15 pel Hg®*, I’EtHg" i el MeHg",
respectivament. Per a totes les espécies, el metode mostra una adequada

linealitat (r* >0,99) en el rang de concentracions des de 10 fins a 500
ng L™

3.6.2.2 Limits de detecci6 i guantificacid

Després d’establir I’adequada proporcié de fase organica/fase
aquosa a la fase mobil (75:25), es van determinar els limits de deteccid
i de quantificaci6. Aquests parametres de qualitat van ser establerts per
a les tres espécies estudiades fent servir solucions patré mescla de Hg*",
MeHg" i EtHg" de 5, 12,5, 25, 50, 100 i 250 ug L™ en una sessi6 de
treball.

Es va realitzar una série d’11 mesures consecutives obtenint-se
una mitjana pel senyal del blanc de 3,68 amb una desviaci6 estandard
(Srons) de 0,07. La concentraci6 en el limit de detecci6 (Cip = 3-Srons/
a) obtinguda va ser de 3,7 pg L™ per al Hg**, 3,5 pg L™ per al MeHg" i
3,7 ug L™ per a I’EtHg". Pel que respecta a la concentracié en el limit
de quantificacio (CLq = 10-Sgons/ @) es va obtenir un valor de 12 pg Lt

per a les tres espécies, Hg”*, MeHg" i EtHg".
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3.6.2.3 Estudis de recuperaci6

Per tal d’avaluar la funcionalitat del métode amb mostres reals, es
van fortificar dues mostres d’aigua a una concentracié coneguda de
mercuri i es van analitzar en dies diferents. Les mostres escollides pels
estudis de recuperacié van ser un aigua de laixeta de la xarxa
metropolitana de Barcelona i una altra mineral embotellada. Les
mostres es van filtrar a través d’una membrana de 20 pum i es van
fortificar amb 20 pg L™ de Hg**, MeHg" i EtHg", que correspon a una
concentracio baixa de mercuri tenint en compte el limit de quantificacio
del métode. Les solucions patrd, els blancs, i les mostres van ser
preparats i1 analitzats en tres dies diferents per tal d’avaluar la
reproductibilitat. Els resultats obtinguts es troben resumits a la Figura
3.22.

Per a I’espécie de MeHg" s obté una recuperacié al voltant del
100% amb una desviacié estandard per sota del 10% per ambdues
mostres d’aigua en les diferents sessions de treball. En el cas del Hg2+ [
de I’EtHg" s’observa un comportament invers: pel Hg2+ s’obté una
recuperacio al voltant del 150% mentre que per I’EtHg" es troba al
voltant del 80%; la dispersi6 dels resultats és també major que
I’obtinguda pel MeHg".

Aguest comportament es pot observar més clarament a la Figura
3.23. Aquests cromatogrames suggereixen que 1’EtHg" podria estar
sotmes a reaccions quimiques en aquestes matrius que provoquen la
formacié de Hg®*. A la Figura 3.23-A correspon a una solucié patré
mescla de les tres espécies de mercuri i es pot observar com els pics
tenen unes alcades i arees comparables. A les figures 3.23-B i C
s’observa la disminucié del pic d’EtHg" i I’augment del pic de ng+

quan la matriu és una mostra d’aigua. Per aquesta rad, una serie
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d’experiments addicionals es van portar a terme per tal de comprovar si
’EtHg" estava essent convertit a la forma inorganica de mercuri durant

les sessions de mesura.

S
Nel
'S

s

(<5

Q.

3

]
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MeHg+ Hg2+ EtHg+
A @ Dia 1 @ Dia 2 B Dia 3
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Re]
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MeHg+ Hg2+ EtHg+
B ) ) .
B Dial O Dia 2 © Dia 3

Figura 3.22: Recuperacions obtingudes per a les tres espéecies de mercuri en
A: aigua mineral, B: aigua de I’aixeta.
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senyal
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Figura 3.23: Cromatogrames obtinguts en la determinaci6 de 20 pg L™ de
MeHg", EtHg" i Hg?* en diferents mostres d’aigua fortificades. A: soluci6
patrd, B: aigua mineral, C: aigua aixeta.

3.6.3 Estabilitat de I’espécie EtHg"

Per tal de determinar si els canvis observats en la quantificacio
dels pics d’EtHg" i Hg®* en les mostres d’aigua fortificades eren deguts
a la conversi6 de I’EtHg* en Hg®* o deguts a interferéncies de la matriu,
es van portar a terme una série d’experiments. Es van fortificar les dues
mostres d’aigua, mineral i d’aixeta, amb 20 pg L™ de MeHg", EtHg" i
Hg?*, mescles de dos compostos EtHg*/Hg®*, MeHg'/EtHg" i EtHg"

sol. Les mostres van ser injectades primerament al moment de la seva
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preparacio (to) i després a diferents temps fixats per tal de controlar
I’evolucié dels pics cromatografics. Els resultats obtinguts es mostren a
la Figura 3.24.

A la Figura 3.24-A es pot observar que una solucié patrd
preparada en aigua doblement desionitzada no presenta cap alteracio als
pics i que els tres compostos son detectats amb una sensibilitat similar.
Les figures 3.24-B i C mostren la degradacié de I’EtHg" en la mostra
d’aigua de I’aixeta. EI cromatograma a ty va ser enregistrat just després
de fortificar la mostra amb les tres especies. Amb el pas del temps
s’observa un increment gradual del pic de Hg®" alhora que el pic
d’EtHg" va disminuint. D’una manera similar, les mescles compostes
per EtHg" i una altra espécie mostren el mateix comportament fins i tot
quan la mostra no es fortifica amb les tres espécies simultaniament. A
la Figura 3.24-C s’observa I’evidéncia de la formacié de Hg”" a partir
d’EtHg" després de 24 hores. EI cromatograma D es va obtenir després
de fortificar un aigua mineral amb una barreja de les tres espécies. Es
pot observar que els pics obtinguts pel MeHg" i ’EtHg" son similars al
llarg del temps. Després de 24 hores, el Hg®* mostra un lleuger
augment en 1’algada de pic, pero no es pot considerar que sigui degut a
una conversié de ’EtHg* a Hg** perqué el pic de ’EtHg" no mostra
una disminucié del area. Tampoc no es va observar cap canvi
significatiu a 1’algada de pic quan la mostra va ser fortificada amb dos
espécies 0 només amb EtHg". La Figura 3.24-E mostra la superposicio
dels pics d’EtHg" a tres temps diferents, i no hi ha evidéncia de la
formacié de Hg** després de 24 hores. Pel cas de I’aigua mineral, no es
pot demostrar que existeixi cap reaccio quimica entre els components
de la matriu 1 el mercuri, ja que a diferéncia de 1’aigua de 1’aixeta, la

mineral no ha sofert un procés de potabilitzacié amb agents quimics.
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Per tant, es recomana que 1’analisi d’especiacid6 en mostres de
matriu complexa es dugui a terme amb immediatesa després de ser

mostrejades.

A ek | | e ng2+

\ | [ ——  Soluci6 patré
a4l r ‘. } “ ‘/ |
g | \ \ ] b
LA
t: 3 hores
t: 24 hores
a4 Et""g+ 1
H 2+
a4 C | ’
|
|
o |
s} [
w
| |
\
3.6 ! I
J g |
Y ikl Mt ol
“w‘ i i ‘{““‘\'\‘H il ‘|‘{‘I“;‘ I M\ ’{M N“” b ‘Hb r " “‘I‘
0 100 200 300 ‘im:(zg) 500 600 700
w E EtHg" )

time (s) time (s)
Figura 3.24. Cromatogramens obtinguts en I’especiaci6 de mercuri en aigiies
fortificades. A: solucié patré mescla de MeHg*, EtHg" i Hg* (20 ug L™); B:
aigua aixeta amb MeHg", EtHg" i Hg?*; C: aigua aixeta amb EtHg"; D: aigua
mineral amb MeHg", EtHg" i Hg**; E: aigua mineral amb EtHg".
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3.7 Estudis preliminars de preconcentracio on-line en aigues

L’acoblament de la cromatografia de liquids a un detector de
fluorescéncia atomica és una técnica accessible per a molts laboratoris
de rutina que analitzen mostres ambientals. D’acord amb els resultats
mostrats a I’apartat 3.5.4 de la present Tesi, I’aplicabilitat del métode
proposat per a I’especiaci6 de Hg® i MeHg" en aigiies naturals
provinents d’arees no contaminades, requereix el desenvolupament
d’una etapa préevia de preconcentracio.

Per tal de poder analitzar mostres d’aigua amb concentracions de
mercuri inferiors al limit de quantificacié (4,5 pg L™) del sistema
HPLC-UV-CV-AFS, es va acoblar un altre sistema de preconcentracid
constituit per una bomba binaria i una precolumna Cig de 10 mm de
longitud. La precolumna es va connectar a una valvula de sis ports i
dues posicions que alterna el flux entre la mostra i la fase mobil del
sistema HPLC. La Figura 3.25 mostra el recorregut de la mostra i la
fase mobil en posicidé de carrega (a) 1 d’elucio (b). Aquest sistema
permet I’4s de grans volums de mostra per a la preconcentracio de
I’analit. D’aquesta manera, es vol aconseguir preconcentrar on-line
mostres que continguin mercuri inorganic i metilmercuri en

concentracions de I’ordre de ng L™.
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Valvula 6
ports

Bomba
binaria

Precolumna 10 mm

tl

Mostra d’aigua

Bomba

quaternaria
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—

| UV-CV-AFS |

Figura 3.25.a: Esquema del sistema de preconcentracio on-line amb la valvula
en posicié de carrega.
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Figura 3.25.b: Esquema del sistema de preconcentracié on-line amb la valvula

en posicio d’elucio.
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La Figura 3.26 mostra un exemple de cromatograma emprant la
mateixa fase estacionaria a la precolumna que la de la columna
cromatografica (Cig) quan es preconcentren 100 mL d’una solucid
patr6 de 50 ng L' de les dues espécies i eluint amb fase mobil
(MeOH:APDC 80:20) per tal d’avaluar la recuperacié de cada especie.
Mentre que per a I’espécie MeHg™ s obté una recuperacio del 80%,
I’espécie Hg?* no queda ben retinguda i només es recupera un 25% de

la concentracio inicial.

senyal

. . . . . . . . . . . e
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
temps (s)

Figura 3.26: Cromatograma obtingut en la preconcentracio de 100 mL de
soluci6 patré mescla de 50 ng L™.

Per assajar si amb 1’addicio d’APDC/NH4Ac a la mostra abans de
preconcentrar millorava la recuperacié i per tal de poder avaluar la
capacitat de retencié de la precolumna, es va analitzar una solucié patrd
mescla de Hg®* i MeHg" de 20 ng L™ de concentracié en dues sessions
de treball independents. Aquesta es va preparar en aigua doblement
desionitzada juntament amb 1’addici6 d’un excés d’APDC/NH4AC per
tal de complexar tot el mercuri abans d’introduir-lo a la precolumna.
Amb I’ajut de la bomba binaria, es van fer passar diferents volums de

solucio patr6 (25, 50 i 75 mL) i, posteriorment, es van eluir amb fase
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mobil per tal d’avaluar la recuperacié de cada espécie. Les elucions es
van analitzar alhora que es mesuraven els patrons de la recta de
calibratge (alternant la valvula de preconcentracié amb I’injector del
sistema HPLC). Entre cada carrega i elucié de la precolumna, es va fer
passar fase mobil per tal d’assegurar la neteja del sistema de
preconcentracid i evitar al maxim els efectes de memoria. Per a
I’espécie Hg*" i fins a 50 mL de volum preconcentrat, es va obtenir una
recuperacio gairebé del 100%, pero a volums majors (75 mL) la
recuperacio disminueix fins a un 68%. D’altra banda, pel MeHg" es va
obtenir una recuperacié prop del 100% per a tots els volums assajats.
Donat que les condicions anteriors de treball van indicar la
potencialitat del sistema de preconcentracid, es van dur a terme altres
assajos estudiant un interval més ampli de volums de mostra
preconcentrada. Tenint en compte el limit de quantificacié del métode
optimitzat (~5 ug L™) i partint d’una solucié patré6 mescla de 50 ng L™,
caldria preconcentrar un volum minim de 10 mL de mostra per poder
quantificar els pics. Per tant, es van fer passar volums de mostra des de
12,5 fins a 100 mL per la precolumna i es van analitzar les elucions
alhora que els patrons de la recta de calibratge. A més, per avaluar la
reproductibilitat del sistema, aquest assaig es va dur a terme en tres
sessions de treball diferents. A la Figura 3.27 es mostren els

cromatogrames obtinguts en una de les sessions.
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Figura 3.27: Cromatogrames obtinguts en la preconcentracid de diferents
volums de soluci6 patré mescla de 50 ng L™ (A: 12,5 mL; B: 25 mL; C: 50
mL; D: 100 mL).

A la Figura 3.28 es representen les recuperacions obtingudes per a
la preconcentracié dels diferents volums assajats. Per ambdues
espécies, es pot observar que el percentatge de recuperacié va
disminuint a mesura que augmenta el volum de mostra fins als 50 mL, i
a volums més grans es manté una recuperacidé al voltant del 70%.
Aquests resultats, nomes es van obtenir en una de les tres sessions de
treball, probablement degut a efectes de memoria que van donar lloc a
una manca de reproductibilitat en la quantificacié de les especies,

sobretot en el cas del Hg?*, on les recuperacions anaven des del 15 al
120%.
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Figura 3.28: Recuperacid obtinguda per a les dues espécies de mercuri després
de preconcentrar diferents volums d’una solucié patré mescla de 50 ng L™

Els estudis de preconcentracio on-line constitueixen una linia de
recerca que es va comencar a desenvolupar a I’Gltima etapa d’aquesta
Tesi. Els resultats preliminars obtinguts semblen indicar que aquest
sistema de valvula de dos posicions i precolumna de Cig, permet la
preconcentracio d’espécies de mercuri on-line amb factors de
preconcentracié de 100 — 500. Actualment, es continua treballant en
aquesta linia dins del grup de recerca per tal de millorar la

reproductibilitat dels factors de recuperacio.
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4.1 Introduccié

Com ja s’ha comentat anteriorment, 1’avaluacio de la distribucio
dels diferents compostos de mercuri en mostres mediambientals és una
tasca clau en la quimica analitica. Els sols i els sediments constitueixen
embornals de metalls traca i les seves concentracions sén majors que
les que es poden trobar en altres compartiments ambientals, com en el
cas de les aigiies. Tenint en compte 1’elevada afinitat del mercuri
inorganic pels sulfurs, és logic esperar que aquest fort lligand controli
la quimica del mercuri en els sediments en contacte amb aigues
anoxiques. En sols i sediments, el punt més critic és la baixa
concentracid que es troba d’especies organomercuriques. En els
sediments, el MeHg" no sol superar 1’1,5% del contingut de mercuri
total 818283 i, normalment, es troba en preséncia d’elevades
concentracions de mercuri inorganic. Per aixo, la baixa concentracio de
MeHg" present en moltes mostres de sediments requereix una etapa de
preconcentracié prévia a ’analisi. D’altra banda, els elevats nivells de
Hg?* presenten no només problemes en la separacié cromatografica,
sin6 també una major dificultat que és la generacio artificial de MeHg",
la qual és avui dia una qiestié de seriosa preocupacié .

Mentre que els procediments analitics per a la determinacié
d’especies de mercuri en sediments es troben descrits a la literatura,
pocs estudis estan dirigits a I’etapa de pretractament de mostra, la qual
és critica a I’hora de mantenir la integritat de les espécies. A la
bibliografia, els pretractaments d’assecat de mostra més freqlients son

828087 § P’assecat a I’aire ®®°. En aquest capitol, es

la liofilitzacio
descriuen estudis centrats en establir I’efecte de cinc pretractaments en

la determinacié de mercuri total i les seves espécies en tres mostres de
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sediment de diferent origen i concentracio. Els procediments de
pretractament de mostra avaluats van ser congelar a -80 i -20 °C,
assecar a temperatura ambient, assecar a I’estufa a 40 °C i liofilitzar. El
contingut pseudo-total de Hg va ser determinat per CV-AFS i per ICP-
MS, després d’una digestio amb aigua régia. La técnica préviament
optimitzada HPLC-UV-CV-AFS va ser emprada per I’especiacio i
determinacié de Hg** i MeHg". El control de qualitat de les mesures es
va dur a terme mitjangant 1’analisi de dos materials de referéncia de

sediment d’estuari.
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4.2 Selecci6 de la mostra

Cinc mostres de sediments que provenien d’altres treballs
realitzats al grup de recerca, dues mostres del Port de Barcelona (P1 i
P2) i tres mostres de la llacuna de Venecia (MRS, S1 i S2), i un
sediment de riu provinent d’una antiga zona d’alta activitat industrial
(S3) es van caracteritzar en termes de contingut de mercuri total. Per
aixo, es va agafar una porcio de cada mostra (entre 50 i 80 g de mostra
humida), es va deixar assecar a 1’aire i es va triturar amb morter
d’agata. Els resultats obtinguts després d’una digestié amb aigua régia i
mesura amb CV-AFS es mostren a la Taula 4.1. Sobre dues de les
mostres amb concentracié de mercuri intermedia (S1 i P1) es va dur a
terme I’especiacié emprant el métode d’extracci6 EPA 3200 % Com
era d’esperar, només es va detectar I’espécie Hg?" que es corresponia
amb la concentracié de Hg total trobada amb una recuperacié del 90%.
Per tal d’abastar un ampli interval de concentracions de mercuri en
sediments, I’efecte del pretractament es va estudiar sobre les mostres
S1 i S2 de la llacuna de Veneécia i sobre la mostra S3 de la zona
industrialitzada. Els sediments escollits van ser aquells dels que es

disposava una major quantitat de mostra.

Taula 4.1: Contingut de Hg trobat a les mostres inicials

Origen Port de Barcelona | Llacuna de Venécia | Zona industrial
Mostra P1 P2 MRS S1 S2 S3
Hg(mgkg") 41 2,0 34 71 22 123
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4.3 Pretractaments de mostra estudiats

Les mostres de sediment es van prendre amb el seu contingut
d’aigua original, es van traslladar al laboratori, es van homogeneitzar i
es van distribuir en porcions per tal d’aplicar els diferents

pretractaments tal i com es mostra a la Figura 4.1.

Mostra de sediment

v

Homogeneitzacié manual

|
v v v

Assecat a Liofilitzacié Submostres individuals
’aire del5g
Molta Assecat a 40 °C Congelaci6 -20 °C Congelaci6 -80 °C
. manual ! |
A4
Molta manual
y \ 4

Homogeneitzacio6

i Assecat a i i Assecat 40 °C i i Liofilitzat | i Congelat -20 °C i i Congelat -80 °C
i I’aire D! ! i i ' -
A o ) ! L ' F = u

Figura 4.1: Esquema dels pretractaments assajats.
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v Sediments assecats a I’aire i a 40 °C: aquestes porcions van

ser primerament assecades a temperatura ambient durant 72 hores. Una
meitat d’aquestes es van moldre manualment amb un morter d’agata i
es van guardar en ampolles de polietilé. La porcio restant es va assecar
a una estufa a 40 °C, es va moldre i es va embotellar. Els sediments
assecats a l’aire i a D’estufa es van identificar com A i O,

respectivament.

v' Sediments liofilitzats: les mostres a liofilitzar (etiquetades
com L) primer es van congelar a -80 °C i seguidament es van liofilitzar
a 0,110 mbar durant 18 hores. Després es van moldre manualment amb
un morter d’agata i es van conservar en ampolles de polietilé a

temperatura ambient.

v Sediments congelats a -20 i -80 °C: les mostres a congelar van
ser immediatament transferides del contenidor de plastic original a
pesa-substancies de vidre en porcions individuals per tal d’afavorir la
seva posterior manipulacio. Les mostres etiquetades com F i U van ser

emmagatzemades a -20 °C i -80 °C, respectivament.

- 117 -



Capitol 4

4.4 Caracteritzaci6 dels sediments

La caracteritzacio de les mostres de sediments es va dur a terme
mitjancant la determinaci6 de components majoritaris, I’analisi
elemental de C, H, N i S, la determinacié de metalls pesants i metalls
traca, la pérdua de pes a 550 °C (Loss On Ignition — LOI), la
determinacié de la humitat i dels clorurs, la mesura de pH i

conductivitat. Els resultats obtinguts es mostren a les taules 4.2 i 4.3.

v/ Components majoritaris: la quantificacio es va realitzar fent

servir un espectrometre de fluorescencia de raigs X (Phillips PW 2400)
amb tubs d’excitacio de Rh i Au. Després d’assecar la mostra a 100 °C,
es va fer una dilucio 1:20 amb tetraborat de liti i es va fondre a 1350 °C
en un forn inductiu de radio-freqiiencies (Philips PERL’X2 Micro-
processing System) per tal d’obtenir perles de 30 mm de diametre. Els
elements majoritaris es van determinar mitjancant una série de mostres

geologiques de referéncia internacional per a la calibracié.

v" Analisi elemental organica (AEQ): la determinacié de C, H, N

i S totals es va realitzar mitjancant 1’instrument Elemental Analyser EA
1108 CHNS-O, emprant capsules d’estany i V,0s com additiu. Es va
fer una combustié de la mostra a 1000 °C i es va analitzar amb
cromatografia de gasos.

v' Metalls pesants i metalls traca: es va mesurar una aliquota

d’un extracte d’aigua régia mitjangant ICP-OES (Optima 3200 RL) i
ICP-MS (Agilent 7500ce series Octopole Reaction System),

respectivament.
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Taula 4.2: Analisi elemental, components majoritaris, LOI, clorurs, pH i
conductivitat dels sediments estudiats

S1 S2 S3
% en pes sec

N 0,49 +0,04 0,21 +001 0,109 0,008
C 11,3 +0.2 81 %02 59 £0,2

H 1,11 +0,06 0,42 +0,05 0,44 0,02
S 1,02 +0,06 0,88 +0,05 0,10 #0,01
Fe,O; 3,54 +0,05 3,36 +0,01 53 #0,1
MnO 0,05 +0,01 0,05 0,06

TiO, 0,39 +0,01 0,37 +0,01 0,49

CaO 16,2 +0,1 18,91 +0,01 21,1 £0.22
K,O 1,77 +0,03 1,69 +0,01 2,25 +0,04
P,Os 0,41 0,17 0,13

SiO, 29,3 £0,2 295 #0,1 36,1 +0,3
Al,O, 7,98 +0,08 75 +0,2 11,34 +0,09
MgO 7,60 85 %07 2,35 +0,01
Na,O 2,54 +0,04 1,88 +0,05 0,618 0,007
LOI a 550°C 22,8 +07 15 +4 68 +0,7
Cl(gL™h 4,69 3,35 0,72

pH 7,53 8,00 8,06
(Cn‘]’g%‘r{gﬁ')‘”tat 20,0 15,41 3,84

v' Pérdua de pes a 550 °C (LOI): les mostres es van tractar

inicialment a 300 °C en un bany de sorra i després a 550 °C en una

mufla. La temperatura inicial de la mufla es va situar a 350 °C i es va

anar augmentant fins a 550 °C en increments de 50 °C. Les mostres es

van mantenir a aquesta temperatura durant 16 hores. Les perdues de pes

proporcionen una estimacié del contingut de matéria organica i

s’expressen en percentatge.
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v/ Humitat: es va pesar 1 g de mostra i es va assecar en una
estufa a 105 = 2 °C fins a pes constant. D’aqui es va obtenir la
correccié en pes sec que es va aplicar a totes les concentracions

analitiques obtingudes.

v" Clorurs: la determinacié es va realitzar volumetricament

seguint el métode de Mohr en un extracte aquds sediment:aigua 1:5.

v' pH i conductivitat: es van mesurar en un extracte aqués 1:2,5

fent servir un pH-metre (CRISON pH-Meter Basic 20+) i un
conductimetre (CRISON EC-Meter Basic 30+), respectivament.

Taula 4.3: Concentracio de metalls pesants i traca i contingut d’humitat a les
mostres de sediment sotmeses als diferents pretractaments (A: assecat a ’aire,
O: assecat a 40 °C, L. liofilitzat, F: congelat a -20 °C, U: congelat a -80 °C)

Pre- . Humitat
(mgkg?) tracta- Cu Cr Ni Pb Zn Cd* As* (%)
ment
A 198 371 248 135 860 50 1373 2,6
o] 209 358 269 140 853 43 137 1,8
s1 L 181 326 239 166 793 42 129 2,2
F 203 367 264 143 80 42 129 50,4
U 197 364 268 133 880 48 146 50,2
A 104 261 189 669 439 32 115 2,0
0 108 26,7 222 642 455 2,7 109 1,3
S2 L 111 256 214 731 456 2,8 110 1,5
F 108 263 216 688 455 28 114 38,9
U 108 268 221 671 459 30 118 38,4
A 291 476 278 120 949 040 291 2,1
o] 31,9 489 307 130 988 041 304 1,1
S3* L 30,1 481 300 120 104 052 29,3 08
F 30,1 479 267 121 881 044 279 35,1
U 279 471 276 113 889 045 2772 36,0
* per ICP-MS
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Els resultats obtinguts de la caracteritzacio (Taula 4.2) mostren
que el sediment S1 presenta continguts de C, H, N, S i de materia
organica superiors a les altres mostres. La mostra que presenta uns
nivells més baixos de matéria organica es la S3 (6,8%) amb un valor de
LOI tres vegades inferior a la mostra S1. Pel que fa al contingut de
SiO,, les mostres S1 i S2 tenen nivells similars, mentre que el de la S3
és lleugerament superior. De la resta dels components majoritaris, el
més abundant a totes les mostres ¢€s el calci seguit per I’alumini. A la
Taula 4.3 s’observen uns nivells de contaminacié de metalls més
elevats a la mostra S1 excepte pel cas de I’As i el Cr que presenten una

concentracio superior a la mostra S3.
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4.5 Parametres de qualitat

Es van establir parametres de qualitat per a 1’especiacido de
mercuri inorganic i metilmercuri en sediments mitjancant HPLC-UV-
CV-AFS.

Es va calcular el limit de deteccié (C.p = 3-Srons / @) per a les
dues espécies de mercuri, partint d’1 g de sediment i extracci6 amb
microones, obtenint-se uns valors de 150 i 160 pg kg™ pel Hg*" i el
MeHg", respectivament (n=33).

Per a totes les mostres estudiades, la repetitivitat (RSD;) i la
reproductibilitat (RSDg), en termes de desviacié estandard relativa, van
ser calculades seguint la norma 1SO 5725-1 ®*. Es van obtenir resultats
del mateix ordre de magnitud que del metode amb patrons, amb uns
valors de RSD; del 5 al 7% i un 8% de RSDg, per a totes les mostres.

Es va calcular la relacio entre la concentracio de mercuri total a
I’extracte de microones respecte a la digestio per aigua regia obtenint-
se unes eficiencies d’extraccio del 70 — 90% per a tots els sediments.

L’exactitud del metode va ser avaluada mitjangant I’analisi de dos
materials de referéncia (RM) de sediment d’estuari. Com era d’esperar,
i d’acord amb el LOD del métode d’analisi d’espécies, només es va
detectar Hg®* als RMs. Les concentracions obtingudes pel mercuri total
van ser de 0,88 + 0,03 mg kg™ pel IAEA-405 i 129,7 + 0,2 mg kg™ pel
ERM-CC580. Entre els valors certificats (apartat 2.3.2) i els valors
obtinguts, mitjangant 1’extraccié acida, no es van trobar diferéncies

significatives, amb un nivell de confianca del 95%.
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4.6 Determinacié de mercuri total

En estudis previs del grup de treball en la determinacioé de Hg en
matrius de sediments, s’havia descrit que la preséncia d’acid nitric al
detector de fluorescencia atomica provocava efectes de quenching que
feien augmentar la intensitat del senyal . Per tal de minimitzar la
preséncia d’acid nitric a les mostres, es va modificar el procediment
d’aigua régia (indicat com ARm) recomanat per la ISO 11466 °°
canviant el HNO3 0,5M emprat al capgal d’absorci6 per HCI 4%.

Per tal de digerir la mostra es pesa 1 g de mostra en un tub de
digestid de Pyrex de 250 mL i s’addicionen 7 mL d’HCI1 35% i 2,3 mL
d’HNO3; 69% (relacio 3:1). El capcal d’absorcié de mercuri s’omple
amb 15 mL d’HCI 4% i es connecta al final del tub de reflux. Es fa una
pre-digestio de la mostra durant 16 hores a temperatura ambient i,
passat aquest temps, s’escalfa a 130 °C durant 2 hores. Un cop el
sistema s’ha refredat, es transfereix 1’acid restant al capgal d’absorcio al
tub de Pyrex (esquema del muntatge a 1’apartat 2.1.1). La suspensid
resultant es filtra amb un filtre sense cendres (Whatman 40) i el residu
solid s’esbandeix diverses vegades amb HCI 4%. El filtrat resultant junt
amb el rentat es porta a un volum final de 50 mL. Aquestes solucions es
transfereixen a ampolles de polietilé i s’emmagatzemen a 4 °C fins al
moment de 1’analisi.

Per a la determinacié de mercuri total, la mostra, patré o blanc
son introduits directament al generador de vapor fred (CV). El volum
emprat és d’aproximadament 20 mL ja que la mostra és continuament
bombejada fins que el senyal detectat s’estabilitza. Per tal d’assegurar
que el mercuri present als extractes procedents de I’extraccio assistida

per microones (especiaci6) es troba en forma de Hg?*, aquests son
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oxidats abans de I’analisi mitjancant I’addicié de 50 pL d’una solucio
de KBrO3s/KBr 0,55%.

A la Figura 4.2 es mostra la concentraci6 de Hg pseudo-total
trobada a les mostres de sediments (extractes d’aigua regia) subjectes
als diferents pretractaments. En tots els casos, s’ha corregit pel
contingut d’humitat i s’expressa sobre mostra seca. Per a la mostra S1,
la concentracié de Hg mesurada per CV-AFS a les mostres congelades
és menor que I’obtinguda quan la mostra és assecada. No obstant, quan
els extractes sén mesurats per ICP-MS, no es troben diferéncies
significatives (test F) en la concentraci6 de Hg amb respecte al
pretractament de mostra aplicat. Una situacié similar es troba per a la
mostra S2, es pot observar que la concentracié de Hg a les mostres
congelades és lleugerament inferior que a les altres mostres assecades,
independentment de la técnica de mesura. Una possible explicacié
d’aquest comportament pot ser la dificultat en la manipulacié de les
mostres humides, ja que el transvasament de la mostra del pesa-
substancies al tub de digestié pot ser no quantitatiu, provocant petites
pérdues de mostra durant el procés d’extraccid. Un altre motiu també
podria ser que I’alt contingut en aigua de les mostres (35 — 50%)
proporcionés una extraccié no del tot efectiva. Per altra banda, quan el
sediment S3 és analitzat per qualsevol de les dues técniques, es troba la
mateixa concentracio de Hg en tots els pretractaments, tenint en compte

la desviacié estandard.
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Figura 4.2: Concentracié de Hg pseudo-total trobada als sediments en funcio
del pretractament i mesurats amb CV-AFS i ICP-MS (A: assecat a ’aire, O:
assecat a 40 °C, L: liofilitzat, F: congelat a -20 °C, U: congelat a -80 °C).
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4.7 Especiacio de mercuri

L’extraccio d’espéecies de mercuri es va portar a terme seguint el
métode EPA 3200 . Aquest procediment implica I’extraccio assistida
per microones (MW) de les espécies de mercuri en sols i sediments
emprant una soluci6 d’HNO; 4,0 M. La mostra de sediment
homogeneitzada es pesa (1,0 = 0,2 g) al recipient d’extraccio,
s’afegeixen 10 mL d’HNO3z 4,0 M, es tanquen hermeticament els
recipients de microones i llavors son irradiats a 100 °C durant 10
minuts. Un cop acabat el programa de microones, es deixen refredar els
recipients fins a temperatura ambient. Tot seguit, els extractes son
filtrats a traves de filtres sense cendres (Whatman 40) i es porten a un
volum final de 20 mL amb aigua doblement desionitzada. Les solucions
es transfereixen a ampolles de polietilé i s’emmagatzemen a 4 °C fins
al moment de I’analisi.

La determinacié de les espécies de mercuri als extractes de
microones obtinguts es va realitzar mitjancant la tecnica HPLC-UV-
CV-AFS. La separacid dels compostos s’aconsegueix injectant 100 pL
de mostra, blanc o patr¢ al sistema HPLC. La fase mobil per I’analisi
de Hg*" i MeHg" és la composta per MeOH:APDC pH 5,5 (1,5 mM
APDC + 10 mM NH,4Ac) a una proporcio 80:20, tal i com esta descrit
al Capitol 3. Com a reductor es va fer servir SnCl, 1,5% en HCI 4%.

A T’analisi d’especiacid es va trobar que només el ng+ era
present en quantitats detectables, el MeHg" estava per sota del limit de
deteccid, independentment del pretractament aplicat. Aquest resultat
era d’esperar degut a la baixa concentracidé de metilmercuri que es troba
de forma natural als sediments (<1,5% del Hg total). A la Figura 4.3 es

mostra un cromatograma tipic d’un extracte de microones d’una mostra
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de sediment superposat amb cromatograma d’una solucié patré que
conté les dues espécies de mercuri.

12

...... Patro

1 — Mostra S1

10

9

senyal

0 100 200 300 400 500
temps (s)

Figura 4.3: Cromatograma obtingut per a la mostra S1 superposat amb un
patr6 de 50 pug L™ de cada espécie.

A la Figura 4.4 es mostren les concentracions de mercuri
obtingudes després d’analitzar I’extracte de microones per diferents
tecniques. En el cas de la mostra S1, la concentraci6 total de mercuri a
I’extracte després de ser oxidat (mesurat tant per CV-AFS com per
ICP-MS) és aproximadament un 25% més gran que la de Hg** (HPLC-
UV-CV-AFS). Aquest comportament no s’observa a la mostra S2, on
els nivells de concentracié del Hg?* i del total de I’extracte sén similars,
que és el comportament esperat. Per a la mostra S3 s’observa una major
dispersio als resultats obtinguts, perd aquesta mostra té uns nivells de
concentracio de mercuri dos ordres de magnitud major que les mostres
anteriors. Per a totes les mostres assecades es va obtenir una
recuperaci6 del 80% pel Hg®* respecte al pseudo-total. Si es comparen
els diferents pretractaments assajats a totes les mostres, la variabilitat
dels resultats obtinguts per a la concentracié de mercuri és del mateix

ordre de magnitud que la del metode per si mateix (RSD <10%).
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Figura 4.4: Concentracié de mercuri obtinguda als extractes de microones

mesurats per diferents técniques (A: assecat a I’aire, O: assecat a 40 °C, L:

liofilitzat, F: congelat a -20 °C, U: congelat a -80 °C).
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4.8 Conclusions

Quan s’analitza mercuri total als sediments és recomanable
qualsevol dels pretractaments que inclouen un assecat a baixa
temperatura de la mostra, ja que no hi ha diferencies significatives entre
I’assecat a I’aire, a 40 °C o la liofilitzacio.

Als resultats obtinguts per a I’especiacié de mercuri s’observa que
I’tinica espécie detectada a totes les mostres és el Hg2+, com era
d’esperar. Per a la concentracio trobada d’aquesta especie, la
variabilitat dels resultats obtinguts per als diferents pretractaments
assajats és del mateix ordre de magnitud que la que proporciona el
meétode per si mateix (RSD <10%). D’aquesta manera, per les matrius
de sediment analitzades no es pot avaluar cap efecte del tipus de
pretractament assajat. No obstant, degut a que la manipulacié de les
mostres congelades pot portar a una major dispersié dels resultats,

qualsevol dels pretractaments amb assecat esta recomanat.

L’objectiu d’aquest estudi es centrava en avaluar els efectes que
poden sorgir en la determinacié de mercuri total i les seves espécies
guan una mostra de sediment és tractada amb diferents pretractaments
d’assecat. Donat que als estudis d’especiacio, 1’extraccidé amb
microones amb HNO; 4M originava valors de recuperaci6 pel Hg?* del
80% respecte al contingut de mercuri pseudo-total, estudis posteriors
(apartat 5.3) es van centrar en els processos d’extraccio i les técniques

de mesura.
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5.1 Introducci6

L’interés per la determinacidé d’especies de mercuri en mostres
ambientals és degut a la persistencia natural al medi ambient i als
diferents mecanismes pels quals el mercuri canvia la seva forma
quimica. Un cop introduit al medi aquatic, el mercuri es pot trobar en
diferents formes solubles i, també, es pot associar a la materia organica.
Els sols, les aigles i els sediments aquatics es consideren els principals
diposits de mercuri al medi ambient i, per tant, constitueixen les
matrius de mes alt interes. EI mercuri que es troba al medi aquatic
presenta una gran bioacumulacio principalment en animals i €s per aixo
que I’estudi de mostres biologiques aquatiques també és d’un elevat
interés.

En aquest capitol es descriu I’aplicaci6 de la metodologia
analitica desenvolupada a aquest tipus de matrius ambientals i
biologiques. Pel cas dels sols, només es va determinar el contingut de

mercuri total.
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5.2 Aigues

La Directiva Europea de I’Aigua ®, la qual busca establir un marc
per a la proteccid de les aigiies superficials i subterranies, inclou el
mercuri i els seus compostos a la llista de substancies perilloses i
prioritaries com a un dels elements per a establir I’estat de la qualitat
fisico-quimica de 1’aigua. No obstant, actualment, la Directiva
98/83/CE considera nomeés la concentracio de mercuri total, establint
un valor paramétric d’1 pg L™ %,

Per tal d’aplicar la metodologia desenvolupada a mostres d’aigua,
en aquest apartat es descriu un estudi de recuperacidé en aigies de
diferent origen després d’haver estat fortificades amb Hg?* i MeHg" a

dos nivells de concentracio.

5.2.1 Descripcio6 de les mostres
Es va disposar de 7 mostres d’aigua de diferent origen:
embotellada mineral Lanjardn (mineralitzaci6 debil), de la xarxa
metropolitana de Barcelona, de riu (riu Besos), de mar (platja del
Forum), de plantes de tractament d’aigiies residuals (WWTP) i de
rebuig industrial (fabrica de paper) del nord d’Espanya. Les mostres es
van filtrar amb filtres sense cendres (Whatman 40) i es van

emmagatzemar a 4 °C en ampolles de polietilé d’alta densitat.

5.2.2 Caracteritzacio de les mostres
Per tal de caracteritzar les mostres d’aigua, es van realitzar

mesures de pH i de conductivitat després de ser filtrades. També es va
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analitzar el contingut de metalls pesants mitjancant ICP-MS. Els

resultats obtinguts es mostren a la Taula 5.1.

Taula 5.1: Caracteristiques de les mostres d’aigua estudiades

Mostra | pH Conducti!itat pg L?

(nS cm) Cr Ni Cu Zn As Ccd Pb

Mineral 6,3 183 <05 47 0,7 14 15 <0,02 0,28

Alixeta 74 566 0,6 14 480 252 1,0 0,34 0,53

Riu 8,0 1502 18 28 6,0 34 4,2 0,15 0,81
Mar 8,3 41900 <05 <05 <05 <1 <01 <0,02 <0,056
WWTP-1 | 7,9 13160 <05 17 <05 27 <01 <0,02 <0,056

WWTP-2 75 1390 2,3 11 17 37 15 0,17 15

Industrial 4,2 2170 18 8,5 1,3 627 0,7 0,03 2,1

Si es comparen els valors de pH mesurats, s’observa que la
majoria de les mostres tenen un pH neutre-basic, excepte en 1’aigua
mineral que és lleugerament acid i 1’aigua industrial que presenta un pH
forca acid degut al seu origen. Aquesta mostra €s la que presenta una
major contaminacié per metalls pesants, sobretot de Pb, Zn i Cr. A
’aigua de ’aixeta es troben uns nivells de Cu i Zn més alts que a la
resta de mostres, fet que és degut a que aquesta aigua esta en contacte
permanent amb les canonades, tot i que el Cu es troba per sota del limit
establert per la Directiva 98/83/CE (2 mg L™) . Per altra banda,
I’aigua de mar ¢és la que presenta una major conductivitat, degut a la
seva salinitat, i no presenta concentracions detectables de metalls
pesants. L’aigua mineral presenta una conductivitat molt baixa com

correspon a un aigua de mineralitzacio feble.

-135-



Capitol 5

5.2.3 Estudis de recuperacio

La majoria dels materials de referéncia certificats disponibles per
mercuri total en aigua consisteixen en mostres d’aigua fortificada.
Degut a que no existeixen CRMs per 1’especiacio de Hg2+ i MeHg" en
aiglies naturals, es van realitzar estudis de recuperacio emprant les 7
matrius d’aigua, anteriorment descrites, fortificades a dos nivells de
concentracio (aproximadament a 2 i 20 vegades sobre el LOQ de la
tecnica acoblada, indicat a 1’apartat 3.5.4). Les mostres d’aigua van ser
primerament caracteritzades per tal de determinar el contingut de Hg
total mitjancant CV-AFS i, a totes les matrius, es va trobar per sota del
LOD (<0,04 nug L. Cada mostra d’aigua va ser analitzada per triplicat
en tres sessions de treball independents, emprant solucions patr6 de
Hg?* i MeHg" (d’entre 5 i 230 ug L™ per a cada espécie) per al
calibratge. Les mostres fortificades que contenien aproximadament 10 i
100 pg L™ per a cadascuna de les espécies, es van preparar enrasant
amb la matriu d’aigua corresponent, préviament filtrada amb filtres de
poliester de 0,20 um. Les condicions de mesura amb el sistema HPLC-
UV-CV-AFS son les descrites a ’apartat 3.5. La Figura 5.1 mostra com
a exemple els cromatogrames obtinguts de solucions patré i d’una
mostra d’aigua fortificada (WWTP-1) per a les dues espécies de
mercuri a dos nivells de concentraci6. Les recuperacions obtingudes
van ser del 90 al 115% per ambdues espécies a totes les matrius,
independentment del nivell de concentracié i de la complexitat de la
matriu (Figura 5.2).

Quan es treballa amb matrius d’elevada salinitat, com és el cas de
I’aigua de mar, la técnica acoblada desenvolupada en aquesta Tesi
(HPLC-AFS) presenta majors avantatges front la mesura amb ICP-MS,

ja que amb aquesta técnica les recuperacions que s’obtenen son més
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baixes, degut a la disminuci6 del poder d’ionitzacié del plasma ® i a

que existeix el risc d’obturacio del nebulitzador degut a la preséncia de
sals.

Temps (s)
L L L L L
20 5
100 pg L? 3 MeHg* :
151
=
=
&
10r
5L .. s
0 100 200 300 400 500
Temps (s)
—— Soluciopatré6 e Mostra fortificada

Figura 5.1: Cromatogrames de solucions patr6 i d’una mostra d’aigua
fortificada (WWTP-1) per a les dues espéecies de mercuri a dos nivells de

concentraci6 (10 i 100 pg L™).
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Figura 5.2: Recuperacions obtingudes per a les dues especies de mercuri a
dos nivells de concentraci6 (10 i 100 ug L™) en set matrius d’aigua.
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Les dades obtingudes als estudis de recuperacio van ser tractades
estadisticament fent servir ANOVA d’un factor per a cada matriu
d’aigua. La repetitivitat (RSDy) i la reproductibilitat (RSDg) van ser
calculades seguint la norma 1SO 5725-1 °. Es va obtenir una bona
repetitivitat dins de cada sessio de treball, amb valors de RSD, de 1,5 a
5% pel MeHg" a totes dues concentracions, excepte per 1’aigua de riu
que es van tenir uns valors de 7 — 9%. Pel cas del Hg*, els valors
obtinguts van ser de 2 a 5%, excepte per la mostra WWTP-2 a baixa
concentracio i la mostra d’aigua mineral a alta concentracid, donant una
RSD; del 6,7%. Els valors reportats a la literatura per a la repetitivitat
en aigiies naturals fortificades (500 0 50 ug L™) es troben entre el 4 i el

3670 Pel que respecta a la

8% per a totes dues espécies de mercuri
reproductibilitat, per a la menor concentracié assajada, els valors de
RSDk es troben entre el 10 i el 20% per a les dues espécies, excepte pel
MeHg" en I’aigua de I’aixeta i pel Hg”" en les aigiles mineral i de riu
que presenten uns valors de RSDgr del 25 — 27%. Per nivells de
concentracio majors, els valors de RSDg van del 3 al 10% per ambdues
espécies, excepte pel MeHg" en I’aigua de mar (14%).

En referéncia al temps de retencio, la reproductibilitat obtinguda
en tres sessions de treball independents (RSD, n=6 cada sessi0) va ser
del 2 — 3% pel Hg** (tz=7,5 minuts) i del 1 — 1,5% pel MeHg" (tz=4,5
minuts), tenint en compte tant les solucions patr6 com les mostres
d’aigua analitzades. Els valors obtinguts es poden considerar més que
acceptables donat 1’us d’una técnica acoblada (HPLC-UV-CV-AFS) i

I’analisi de matrius d’aigua de complexitat creixent.

Aquests resultats es troben publicats a la revista International

Journal of Environmental Analytical Chemistry (Annex II).
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5.3 Sediments i teixits biologics d’origen mari

En aquest apartat es descriuen els diferents procediments
d’extraccié estudiats en sediments i teixits biologics, tant per a la
determinacio del contingut total de mercuri com per I’estudi de les

seves especies, i la seva aplicacio a la metodologia desenvolupada.

5.3.1 Descripcio6 de les mostres

Per aquest estudi es van emprar quatre materials de referencia
certificats, dos sediments d’estuari (IAEA-405 i ERM-CC580) i dos
teixits biologics (BCR 463 i DOLT-4, tonyina i fetge de peix,
respectivament), i unes mostres comercials de musclos d’origen gallec.

Els materials de sediment tenen una concentracio de mercuri total
de dos ordres de magnitud de diferéncia I’un respecte a 1’altre, per tant,
s’abasta un interval ampli de concentracio de mercuri en sediments. La
concentracio de MeHg" als materials és 0,67% i 0,06% del Hg total pel
IAEA-405 i pel ERM-CC580, respectivament, per tant, es pot
considerar que practicament tot el mercuri es troba en la forma Hg*".
Els dos materials biologics presenten concentracions totals de mercuri
del mateix ordre de magnitud perd amb proporcions de metilmercuri
diferents. Mentre que al material BCR 463 tot el mercuri es troba en
forma de MeHg®, al DOLT-4 aquesta espécie representa
aproximadament un 50% del mercuri total. La descripcio i els valors
certificats de mercuri dels materials es troben a I’apartat 2.3.2. En el cas
dels musclos, es va disposar d’1 kg de mostra que es va preparar
adequadament per a ser posteriorment analitzada. Els musclos es van
esbandir amb aigua de la xarxa i es va separar el teixit de la closca. Un

cop triturat i homogeneitzat tot el teixit obtingut, aquest es va liofilitzar
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i finalment es va moldre manualment amb morter d’agata. ES va

calcular el contingut inicial d’aigua a la mostra essent aquest d’un 80%.

5.3.2 Determinacio de mercuri total

Es va dur a terme la determinaci6 de mercuri pseudo-total
mitjancant extraccié amb aigua régia (ISO 11466 *°) i detecci6 per CV-
AFS i ICP-MS, tal i com s’ha descrit a 1’apartat 4.6.

Donat que es disposava de materials amb valors de concentracio
de Hg certificats i que amb matrius biologiques no s’havia treballat
abans, inicialment es va realitzar la digestio dels materials mitjancant
aigua regia sense modificar el procediment de la 1SO, per tal d’estudiar
I’efecte de quenching que provoca la presencia de HNOj3 al detector de
fluorescencia atomica. Els resultats obtinguts van mostrar uns valors de
recuperacio d’un 130% de manera sistematica quan la determinacio es
duia a terme per CV-AFS. El fet que la mesura dels extractes per ICP-
MS proporcionés recuperacions del 95 — 105%, posava de manifest que
també en el cas de les matrius biologiques s’observaven els efectes de
quenching que feien augmentar la intensitat del senyal de fluorescencia,
tot i els factors de dilucidé aplicats a I’extracte resultant abans de
mesurar-lo. Per tant, les digestions per a la determinacié de Hg total en
els CRMs es van dur a terme amb el procediment d’aigua régia
modificat (ARm). Per a tots els materials de referéncia assajats, es van
obtenir unes recuperacions del 95 — 110% per a ambdues tecniques de
deteccid, CV-AFS i ICP-MS. A la Figura 5.3 es mostren els resultats
obtinguts per a cada material de referéncia i on es pot veure que els
valors obtinguts, considerant la desviacio estandard, es solapen amb els

valors certificats corresponents.
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Figura 5.3: Concentraci6 de Hg total trobada als diferents CRMs emprant CV-
AFS i ICP-MS. La primera columna correspon al valor certificat.
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De la mateixa manera, per a la mostra de musclos comercial, tot i
gue una extraccio amb aigua regia (sense modificar) pot ser un metode
adequat quan la mesura es duu a terme per ICP-MS, la seva
determinacio per CV-AFS requereix 1’as de HCI 4%. La concentracio
de mercuri total trobada a la mostra va ser de 0,085 + 0,008 mg kg™.

Aixi doncs, per a la determinacié de mercuri total en mostres de
sediments i de teixits de peix, una extraccié amb aigua régia emprant
HCI1 4% al capgal d’absorci6 (descripcio del muntatge a 1’apartat 2.1.1),
proporciona una matriu de mesura adequada tant per ICP-MS com per
CV-AFS. Quan la técnica de determinaci6 és I’'ICP-MS, I'as de HNO3

0,5M al capgal d’absorci6 no presenta cap inconvenient a la mesura.

5.3.3 Especiaci6 de mercuri
Un cop establert el sistema d’extraccié de mercuri total, el treball
d’investigacio es va centrar en I’estudi d’un sistema per extreure
quantitativament les espécies de mercuri de les matrius esmentades. Pel
que respecta a I’especiacid de teixits biologics, a la bibliografia es

descriuen tant extraccions acides com basiques %%’

, perd no es van
trobar métodes normalitzats d’extraccid d’espécies en aquestes matrius.
Donat que un dels métodes més emprats en 1’especiacio de sediments
és el métode EPA 3200 * per mercuri extraible, que empra HNO3 4M
com a extractant, es va provar d’aplicar la mateixa extraccié acida als
dos tipus de matrius assajades. Ja que un dels objectius d’aquesta Tesi
¢és proposar metodologia analitica per a la determinaci6é d’espécies de
mercuri emprant AFS com a detector, i tenint en compte els problemes
de quenching que presenta I’as de HNOg3, es va assajar també una

modificacio del metode fent servir HCI 4M com a extractant. Aquest

- 143 -



Capitol 5

metode es basa en una extraccid acida (amb HNO3; o HCI 4M) assistida
per microones (MW) durant 10 minuts a 100 °C. Els extractes obtinguts
en tots els casos es van analitzar amb la técnica HPLC-UV-CV-AFS,
previament optimitzada i que es descriu al Capitol 3.

Per poder dur a terme un correcte balang de masses en els
extractes de mostra on s’ha fet I’especiacid, cal realitzar la
determinacié de mercuri total a I’extracte d’especiacid. A tal efecte, i
quan la mesura es realitza amb CV-AFS, cal que I’extracte obtingut es
sotmeti a un segon procés de digestid que permeti I’oxidacid de totes
les formes quimiques de mercuri a Hg?*. Aquest procés és especialment
important en el cas dels teixits biologics on el contingut d’espécies
organomercuriques sol ser alt. En el cas dels sediments, I’aportacio a la
concentracio de Hg total de les espécies organiques no sol ser
significativa. En canvi, quan la mesura de mercuri total es realitza
mitjancant ICP-MS, aquesta digestié prévia no és necessaria i es pot

mesurar directament 1’extracte d’especiacio.

5.3.3.1 Sediments

A la Figura 5.4 es mostra un resum dels resultats obtinguts
(concentraci6 de Hg) als extractes d’especiacio dels materials de
referéncia certificats de sediments i que es comenten a continuacio.

En el cas dels sediments, els nivells de MeHg" a I’extracte de
mesura es troben per sota del limit de deteccié de la técnica emprada, ja
que, com s’ha dit anteriorment, aquesta espécie correspon unicament al
0,06 — 0,67% del Hg total. Les recuperacions del Hg®* es van calcular
respecte al contingut de mercuri total certificat, ja que aquesta especie

representa més d’un 99% del total.
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Figura 5.4: Concentraci6 de Hg trobada als extractes d’especiacié dels CRMs
de sediments. La primera columna correspon al valor de Hg total certificat.

Emprant HNO; com a extractant es van obtenir unes
recuperacions pel Hg®* de 115+2% pel material IAEA-405 i 97+1% pel
ERM-CC580. Quan el metode va ser modificat fent servir HCl com a
extractant, les recuperacions obtingudes van ser de 102+3% pel IAEA-
405 i1 93£1% pel ERM-CC580. Per tant, qualsevol dels dos extractants

pot ser emprat per I’analisi d’espécies de mercuri en sediments, ja que
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s’obtenen unes bones recuperacions en ambdés CRMs. Aquests
resultats corresponen a les columnes identificades com MW HCI
HPLC-AFS i MW HNO3; HPLC-AFS a la Figura 5.4.

La mesura del contingut total de mercuri als extractes
d’especiacié (amb HNO3 i HCI) directes es va realitzar mitjangcant CV-
AFS i ICP-MS. Els resultats obtinguts corresponen a les ultimes quatre
columnes de la Figura 5.4. A la Taula 5.2 es mostren les recuperacions
obtingudes que van ser calculades respecte al contingut de mercuri total
certificat. Com es pot observar a la taula, les recuperacions obtingudes
son de I’ordre del 100% pels dos materials independentment del tipus
d’extraccio i de la técnica emprada, excepte en el cas del MW HNO;3
CV-AFS on es torna a posar de manifest ’efecte de quenching ja que

les recuperacions obtingudes s6n més elevades que la resta.

Taula 5.2: Recuperacions obtingudes pel Hg total a 1’extracte d’especiacio
dels CRMs de sediments

% Recuperacio MWHCI MWHCI MWHNO; MW HNO;
0 P CV-AFS ICP-MS CV-AFS ICP-MS
IAEA-405 103 107 121 103
ERM-CC580 108 90 116 93

5.3.3.2 Teixits biologics d’origen mari

Per a I’estudi d’aquestes mostres biologiques i, donat que a la
bibliografia les extraccions acides descrites empren en molts casos HCI
98'99’100, es van iniciar els estudis d’extracci6 amb HCI seguint les

mateixes condicions descrites anteriorment.
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A la Figura 5.5 es mostra un resum dels resultats obtinguts

(concentracié de Hg) als extractes d’especiacid dels materials de

referencia certificats de teixit biologic i que es comenten a continuacio.
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Figura 5.5: Concentracié de Hg trobada als extractes d’especiacio dels CRMs
de teixit biologic. La primera columna correspon al valor de Hg total certificat.
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Tot el mercuri que conté el material BCR 463 es troba en forma
de MeHg" que es va quantificar mitjangant HPLC-AFS amb una
recuperacio del 97% respecte al valor certificat (columna MW HCI
HPLC-AFS a la Figura 5.5).

Pel cas del material DOLT-4, aproximadament un 50% del
contingut de mercuri es troba en forma de MeHg", la recuperacio
d’aquesta espécie va ser del 104%. A I’extracte d’aquesta mostra,
també es va detectar ’especie Hg®" a un nivell de concentracié que
equival a un 65% del mercuri restant a la mostra, calculat com la
diferencia entre els valors certificats pel contingut total de mercuri i el
metilmercuri. Per tant, considerant la suma d’espécies a 1’extracte
d’HC1 s’obté una recuperacio del 85% respecte al contingut total
certificat (columna MW HCI HPLC-AFS a la Figura 5.5)

Per mesurar el contingut total de mercuri a 1’extracte d’especiacio
mitjancant CV-AFS, cal una digestio prévia de D’extracte per tal
d’oxidar totes les espécies presents a Hg?*. Als assajos que es descriuen
a continuacio, les recuperacions obtingudes es van calcular en base al
contingut de mercuri total certificat.

Primerament, es va provar d’oxidar els extractes amb KBrOz/KBr
seguint el métode EPA 245.7 % (per aigiies), perd no es va poder
mesurar el contingut de mercuri degut a incompatibilitats de la matriu
resultant amb el sistema de deteccié de fluorescéncia atomica ja que es
produia una mena d’escuma al CV que impedia la generacio i I’arribada
del vapor de mercuri al detector.

Posteriorment, es va provar de digerir els extractes mitjancant un
programa de microones amb H,SO4 (45 minuts de rampa fins a 190
°C). Mesurant amb CV-AFS i emprant 1’addicio estandard com a

meétode de calibratge es van obtenir recuperacions del 80% pel BCR
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463 i del 65% pel DOLT-4, mentre que la mesura amb ICP-MS va
proporcionar recuperacions del 50% pels dos materials (columnes MW
H,SO, CV-AFS | MW H,SO,4 ICP-MS a la Figura 5.5).

A la vista dels resultats poc satisfactoris, es va assajar un procés
d’oxidacio per aigua régia amb la modificacio descrita anteriorment
(ARm) i es va mesurar per CV-AFS mitjancant recta de calibratge
externa. Els valors de recuperacid obtinguts van ser del 80% pel BCR
463 i del 65% pel DOLT-4 (columna MW ARm CV-AFS a la Figura
5.5).

L’obtencio de factors de recuperacid del 96% pels dos materials
quan es duu a terme la determinacié de mercuri total per ICP-MS a
I’extracte d’especiacio original (sense el procés d’oxidacio posterior),
indica que I’extraccié de les espécies ha estat quantitativa (columna
MW HCI ICP-MS a la Figura 5.5). Quan la determinacié de mercuri
total es fa per CV-AFS, el métode d’oxidacié més efectiu i practic ha
estat la digesti6 amb ARm, tot i que es podrien assajar altres possibles

meétodes d’oxidacio per tal de millorar les recuperacions.

A la mostra de teixit de musclo, com que es disposava d’una
quantitat elevada, es van assajar els dos meétodes d’extraccié acida amb
microones emprats anteriorment a les mostres de sediment (amb HCI i
HNO; 4M). Les determinacions per 1’especiacid es van realitzar
mitjangant HPLC-UV-CV-AFS. La concentracidé de mercuri als
extractes obtinguda com a suma d’espécies va ser la mateixa per
ambdos extractants. Mentre que els cromatogrames obtinguts amb HCI
van mostrar tres espécies de mercuri (Hg**, MeHg" i EtHg"), els
obtinguts amb HNO3; mostraven només la preséncia de dues especies

(MeHg" i Hg®"). Cal destacar perd que el nivell de concentracié de
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mercuri als extractes d’especiacio es trobava just al LOQ del métode
(~4,5 png L. No obstant, aquest fet posa de manifest que 1*Gs d’un
extractant oxidant fort com el HNO3 podria provocar la degradacid de
I’EtHg" a Hg”* durant el procés d’extraccio. A la Figura 5.6 es mostren
els cromatogrames obtinguts per a les dues extraccions realitzades a

una mostra de musclo.

MeYHg+ ,

1 L L 1 L L L L L L L L L L
100 200 300 400 500 600 700 100 200 300 400 500 600 700
temps (s) temps (s)

Figura 5.6: Cromatogrames obtinguts per a una mostra de musclo amb
extraccio per MW amb HCI (A) i HNO; (B).

La comparacio dels resultats obtinguts amb ambdos extractants es
va realitzar també amb el material de referéncia DOLT-4 (teixit
biologic de peix), obtenint-se unes recuperacions del 92% i del 86% per
a l’espécie certificada de MeHg+, fent servir HCI i HNO3; com a
extractants, respectivament. Al quantificar I’espécie de Hg2+, es va
observar que amb I’extracci6 amb HCI aquesta corresponia a un 23%
del Hg total, mentre que fent servir HNO3 representava un 47%. Aquest
augment d’un 24% en 1’especie Hg2+ es pot atribuir a I’efecte oxidant
del HNOs: tenint en compte que al material de referéncia el MeHg"
representa un 51% del Hg total, es posa de manifest que el HNO;3
provoca la conversié a Hg®* d’un 5% del MeHg* i d’una part del

mercuri present al material del que no s’ha identificat la seva forma
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quimica (~20%). A la Figura 5.7 es mostren els cromatogrames

obtinguts per a les dues extraccions realitzades al material DOLT-4.

7.5F T T T T T T b ' ' '
MeHg" MeHg*
A 8t B ng+

senyal

1 L L L L L | 1 1 L L 1 1 17
100 200 300 400 500 600 700 100 200 300 400 500 600 700
temps (s) temps (s)

Figura 5.7: Cromatogrames obtinguts per al material DOLT-4 amb extraccio
per MW amb HCI (A) i HNO; (B).

De tot aquest estudi, es pot concloure que per a la determinacié de
Hg total I’extraccid per aigua regia (ARm) proporciona bones
recuperacions per a totes les matrius assajades, tant emprant CV-AFS o
ICP-MS com a técnica de mesura. En el cas de 1’especiacio, 1’extraccid
per microones amb HCI proporciona una bona extraccid de totes les
especies, pero en el cas dels teixits biologics la mesura del mercuri total
de l’extracte és recomanable realitzar-la per ICP-MS, tot i que la
posterior oxidacio de I’extracte amb ARm 1 la seva determinacio per

CV-AFS proporciona tambeé unes recuperacions acceptables.
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54 Sols

En el marc d’aquesta Tesi i dins d’un projecte europeu del
Institute for Reference Materials and Measurements (IRMM) es va
participar en la caracteritzacié del material de referencia ERM-CC141
Loam Soil analitzant el contingut de Hg extraible per aigua régia
seguint la norma 1SO 11466 .

5.4.1 Descripcio de les mostres
Es van rebre dues unitats de ERM-CC141 (ampolles de vidre
topazi amb aproximadament 24 g de sol en pols) i una mostra de
control de qualitat (QC) (ampolla de vidre topazi amb aproximadament
50 g de sol en pols). El contingut de Hg al material ERM-CC141 es

troba a I’interval de concentracions de 0,05 — 0,1 mg kg™.

5.4.2 Procediment experimental

A continuacio es descriuen les instruccions que es van rebre per a
realitzar el procediment de mesura:

1) Les mostres es poden emmagatzemar a 18 °C.

2) Abans d’obrir una mostra, el material ha de ser manualment
homogeneitzat agitant ’ampolla a I’inrevés durant 2 minuts.

3) S’han de realitzar 6 mesures independents (3 replicats de cada
mesura) per a les mostres de ERM-CC141 i una mesura independent
per la mostra de QC.

4) La preparacio de la mostra per a la determinacié de Hg lixiviat

amb aigua regia s’ha de realitzar seguint la norma ISO 11466.
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5) Els resultats han de ser corregits per la humitat. La
determinaci6é de la humitat s’ha de realitzar el mateix dia que el de la
preparacio de la mostra (preferiblement abans de la preparacio de la
mostra). S’agafa una porcio apart de com a minim 1 g de cada ampolla
(3 replicats per cada ampolla de ERM-CC141 i 1 replicat pel QC) i
s’asseca en una estufa a 105 + 2 °C fins a pes constant.

6) Les determinacions (incloent la preparacié de mostra) han de

ser realitzades en dos dies d’acord amb el segiient esquema:

Ordre d’analisi Dia 1l Dia 2
1 ERM-CC141 ampollal, ERM-CC141 ampolla 2,
1% replicat 2°" replicat
ERM-CC141 ampolla 1,
2 Mostra QC 3 replicat
3 ERM-CC141 ampollal, ERM-CC141 ampolla 2,
2°" replicat 3% replicat
ERM-CC141 ampolla 2,
4 er -
17 replicat
Totes les digestions d’un dia poden ser realitzades
en una tanda

Les mostres QC, els blancs i els patrons poden ser inserits en
aquesta sequeéncia en funcié dels procediments requerits pel laboratori.
Els limits de quantificacio dels metodes emprats han de ser
suficientment baixos per tal de permetre un analisi fiable al rang de
concentracio especificat per a les mostres.

5.4.3 Discussi6 de resultats
Els resultats que es van obtenir en la determinacié de mercuri
extraible a les mostres de sols estudiades es mostren a la Taula 5.3. Es

pot observar que la concentracié trobada de Hg al material ERM-
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CC141 es troba dins de [Iinterval establert a les directrius

proporcionades per I'IRMM (0,05 — 0,1 mg kg™* Hg).

Taula 5.3: Concentracié de Hg extraible per aigua régia

Mostra Hg (mg kg™)
ERM-CC141 (ampolla 1) 0,074 = 0,002
ERM-CC141 (ampolla 2) 0,074 = 0,003

QC 0,20 £0,01

Posteriorment es va disposar de I’informe de certificacio del
material ERM-CC141 2 i es van avaluar els resultats obtinguts amb
les dades reportades. El valor certificat de Hg extraible pel métode
d’aigua régia va ser de 0,080 + 0,008 mg kg™. Tot i que el valor que es
va obtenir (0,074 + 0,002 mg kg™) es troba dins de I’interval certificat,
el resultat no va ser acceptat ja que el resultat obtingut per a la mostra
QC no es corresponia amb el valor certificat. A la Figura 5.8 es mostren
els resultats obtinguts pels laboratoris participants acceptats. D’altra
banda, a la Figura 5.9 es mostren els resultats obtinguts pel contingut
de Hg extraible per aigua régia per a cada replicat analitzat i per cada
laboratori participant. En el nostre cas, el codi de laboratori assignat va
ser el L23.

Aqua regia extractable content

0.09 4

mass fraction [mg/kq]

Figura 5.8: Resultats obtinguts pels laboratoris participants acceptats. Les
linies horitzontals representen el valor certificat i la incertesa expandida.
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Figura 5.9: Contingut de Hg extraible per aigua régia d’acord amb la ISO

11466 (mg kg™).
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Conclusions

D’acord amb els objectius proposats i els resultats obtinguts a la

present Tesi, es poden extreure les seglients conclusions:

- La comparaci6 de tres fases mobils de diferent composicio en
I’especiacié analitica de mercuri emprant HPLC-UV-CV-AFS va
revelar que ’addici6 d’APDC com agent complexant a la fase aquosa,
proporcionava els millors resultats sota les condicions experimentals
assajades. A la fase organica, és preferible 1’as de MeOH en lloc
d’ACN per tal de prevenir effectes de quenching al senyal de

fluorescéncia.

- La separacié de Hg®* i MeHg" mitjancant la técnica acoblada
HPLC-UV-CV-AFS s’aconsegueix emprant una columna de fase
inversa (Cyg), utilitzant com a fase mobil, en condicions isocratiques,
una mescla de MeOH:APDC (80:20) a pH 5,5, i com a reductor una
dissolucio a 1’1,5% de SnCl, en HCI al 4%. Mentre que per a la
separacié de Hg?*, MeHg" i EtHg", i en les mateixes condicions de
treball, la proporcié de la fase mobil és de 75:25. Els limits de deteccio
i de quantificaci6 obtinguts en aquestes condicions indiquen
I’aplicabilitat dels métodes proposats per a la determinacié d’espécies

de mercuri en mostres ambientals contaminades.

- Referent a la preconcentracid on-line de mostres d’aigua
fortificades amb Hg® i MeHg*, el sistema implantat (valvula i
precolumna C,g) permet la preconcentracio de les mostres amb factors

de 100 — 500, tot i que cal millorar la reproductibilitat del métode.
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Conclusions

- La determinaci6 de mercuri total en mostres solides
s’aconsegueix mitjancant una digestid amb aigua régia (ISO 11466),
que ha de ser modificada quan la mesura es realitza amb CV-AFS. Els
efectes de quenching que provoquen la presencia de HNO3 al detector
queden suprimits quan es fa servir HCI al capcal d’absorcié (ARm).
Aquest métode també proporciona bones recuperacions quan la mesura

es realitza per ICP-MS.

- Quan s’analitza el contingut de mercuri total o de les seves
especies en mostres de sediments és recomanable qualsevol dels
pretractaments de mostra que inclouen un assecat a baixa temperatura,
ja que no hi ha diferéncies significatives entre 1’assecat a 1’aire, a 40 °C

o la liofilitzacié.

- L’aplicacié de la metodologia d’especiacio a mostres del medi
aquatic ha posat de manifest que pel cas dels sediments, una extraccio
assistida per microones amb HNO3 (EPA 3200) o HCI com a extractant
proporciona bones recuperacions tant si es realitza la mesura amb CV-
AFS com per ICP-MS. En el cas dels teixits biologics d’origen mari,
I’extraccié es duu a terme amb HCI com a extractant, ja que un acid
més oxidant, com €s I’HNOs, pot provocar 1’oxidacio de les especies
organiques presents a I’extracte generant més Hg2+. Per a la
determinacid del contingut de Hg total a I’extracte, és recomanable que
la mesura es realitzi per ICP-MS, tot i que una posterior oxidacié de
I’extracte amb ARm i la seva mesura per CV-AFS proporciona unes

recuperacions acceptables.

- 160 -



Referencies bibliografiques






! Evaluacion Mundial sobre el Mercurio. Programa de las Naciones
Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA). Diciembre de 2002.

2 L. Carrasco Cabrera (2011) La contaminacién del medio acuético por
mercurio avances y mejoras en la metodologia analitica para su especiacion.
Tesis Doctoral.

® Mineralogia y geoquimica ambiental: Minerales, metales, gases y la
salud humana y ambiental — Hg
(http://www.uclm.es/users/higuerassMGA/Tema08/Minerales_salud_4_3.htm)
Juliol 2012

* Massachusetts Department of Environmental Protection. Executive
Office of Environmental Affairs. USA.

® Organizacion Mundial de la Salud
(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs361/es/) Juliol 2012

® International Agency for Research on Cancer (IARC)
(http://monographs.iarc.fr/ENG/Classification/index.php) Juliol 2012

" T. Stoichev et al. (2006) Speciation analysis of mercury in aquatic
environment. Applied Spectroscopy Reviews 41: 591-619.

® N. Pirrone, K.R. Mahaffey (2005) Dynamics of mercury pollution on
regional and global scales: Atmospheric processes and human exposures
around the world. Part-I1, chapter 8, 153-190.

% Krivan, V. and Haas, H.F. (1988) Prevention of loss of mercury(ll)
during storage of dilute solutions in various containers. Fresen J Anal Chem
332: 1-6.

' Pparker, J.L. and Bloom, N.S. (2005) Preservation and storage
techniques for low level aqueous mercury speciation. Sci Total Environ 337:
253-263.

" Yu, L.P. and Yan, X.P. (2003) Factors affecting the stability of
inorganic and methylmercury during sample storage. Trends Anal Chem 22:
245-253.

2 Lansens, P., Meuleman, C., and Baeyens, W. (1990) Long-term

stability of methylmercury standard solutions in distilled, deionized water.
Anal Chim Acta 229: 281-285.

- 163 -


http://www.uclm.es/users/higueras/MGA/Tema08/Minerales_salud_4_3.htm
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs361/es/
http://monographs.iarc.fr/ENG/Classification/index.php

B Jackson, T.A. (1988) The mercury problem in recently formed
reservoirs of northern Manitoba (Canada): effect of impoundment and other
factors on the production of methylmercury by microorganisms in sediments.
Can J Fish Aquat Sci 45: 97-121.

Y Westéd G. (1966) Determination of methylmercury compounds in
foodstuffs. Acta Chemica Scandinavica 20 (8), 2131 — 2137.

> Landaluze, J.S., de Diego, A., Raposo, J.C., and Madariaga, J.M.
(2004) Metylmercury determination in sediments and fish tissues from the
Nerbioi-lbaizabal estuary (Basque Country, Spain). Anal Chim Acta 508:
107-117.

® Hintelmann, H. (1999) Comparison of different extraction techniques
used for methylmercury analysis with respect to accidental formation of
methylmercury during sample preparation. Chemosphere 39: 1093-1105.

" Morrison, M.A. and Weber, JH. (1997) Determination of
monomethylmercury cation in sediments by vacuum distillation followed by
hydride derivatization and atomic fluorescence spectrometric detection. Appl
Organomet Chem 11: 761-769.

8 Uria, Sanz-Medel (1998) Inorganic and methylmercury speciation in
environmental samples. Talanta 47 (3), 509 — 524.

¥ Carro AM., Lorenzo R.A., Cela R. (1996) Validation and quality
control of methylmercury determinations by means of capillary
electrophoresis. Mikrochim Acta 123: 73-86.

2 Cela R., Lorenzo R.A., Mejuto M.C, Bollain M.H., Casals C., Botana
A., Rudi E., Medina I. (1992) Studies on organomercury compounds
speciation. Mikrochim Acta 109: 111-116.

2! Rudi E., Lorenzo R.A., Casals C., Carro A.M., Cela R. (1992) Studies
on organomercury compounds speciation. J Chrom A 605: 69-80.

%2 C. Dietz, Y. Madrid, C. Camara, P. Quevauviller (2000) The capillary
cold trap as a suitable instrument for mercury speciation by volatilization,
cryogenic trapping, and gas chromatography with atomic absortion
spectrometry. Anal Chem 72: 4178-4184.

2 Liang, L., Horvat, M., and Bloom, N.S. (1994) An improved speciation

method for mercury by GC/CVAFS after aqueous phase ethylation and room
temperature precollection. Talanta 41: 371-379.

-164 -



? Fischer, R., Rapsomanikis, S., and Andreae, M.O. (1993)
Determination of methylmercury in fish samples using GC/AA and sodium
tetraethylborate derivatization. Anal Chem 65: 763-766.

% Bowles, K.C. and Apte, S.C. (2000) Determination of methylmercury in
sediments by steam distillation/aqueous-phase ethylation and atomic
fluorescence spectrometry. Anal Chim Acta 419: 145-151.

% Cai Y., Monsalud S., Jaffé R., Jones R.D. (2000) Gas chromatographic
determination of organomercury following aqueous derivatization with
sodium tetraethylborate and sodium tetraphenylborate. Comparative study of
gas chromatography coupled with atomic fluorescence spectrometry, atomic
emission spectrometry and mass espectrometry. J Chromatog A 876: 147—
155.

2T Gebersmann, C., Heisterkamp, M., Adams, F.C., and Broekaert, J.A.C.
(1997) Two methods for the speciation analysis of mercury in fish involving
microwave-assisted digestion and gas chromatography-atomic emission
spectrometry. Anal Chim Acta 350: 273-285.

% Liang, L., Horvat, M., Cernichiari E., Gelein B., Balogh S. (1996)
Simple solvent extraction technique for elimination of matrix interferences in
the determination of methylmercury in environmental and biological samples
by ethylation GC-CV-AFS. Talanta 43: 1883-1888.

2 Morrison, M.A. and Weber, JH. (1997) Determination of
monomethylmercury cation in sediments by vacuum distillation followed by
hydride derivatization and atomic fluorescence spectrometric detection. Appl
Organomet Chem 11: 761-769.

% Bowles, K.C. and Apte, S.C. (2000) Determination of methylmercury in
sediments by steam distillation/aqueous-phase ethylation and atomic
fluorescence spectrometry. Anal Chim Acta 419: 145-151.

3! Horvat, M., Bloom, N., and Liang, L. (1993) Comparison of distillation
with other current isolation methods for the determination of methylmercury
compounds in low-level environmental samples, Part | Sediments. Anal Chim
Acta 281: 135-152.

% Landaluze, J.S., de Diego, A., Raposo, J.C., and Madariaga, J.M.
(2004) Metylmercury determination in sediments and fish tissues from the
Nerbioi-lIbaizabal estuary (Basque Country, Spain). Anal Chim Acta 508:
107-117.

- 165 -



% Wilken, R.D. and Falter, R. (1998) Determination of methylmercury by
the species-specific isotope addition method using a newly developed HPLC-
ICP-MS coupling technique with ultrasonic nebulization. Appl Organomet
Chem 12: 551-557.

8 Rodriguez Martin-Doimeadios, R.C., Tessier, E., Amouroux, D.,
Guyoneaud, R., Duran, R., Caumette, P., and Donard, O.F.X. (2004) Mercury
methylation/demethylation and volatilisation pathways in estuarine sediment
slurries using species-specific enriched stable isotopes. Mar Chem 90: 107—
123.

% Lambertsson, L., Lundberg, E., Nilsson, M., and Frech, W. (2001)
Application of enriched stable isotope tracers in combination with isotope
dilution GC-ICP-MS to study mercury species transformation in sea
sediments during in situ ethylation and determination. J Anal Atom Spectrom
16: 1296-1301.

% Rio-Segade S., Bendicho C. (1999) On line HPLC separation and CV-
AFS determination of methylmercury and inorganic mercury. Talanta 48:
477-484.

% Hintelmann, H. and Wilken, R.D. (1993) The analysis of organic
mercury compounds using liquid chromatography with on line atomic
fluorescence spectrometry detection. Appl Organomet Chem 7: 173-180.

% X. Yin, W. Frech, E. Hoffmann, C. Liidke, J. Skole (1998) Mercury
speciation by coupling cold vapour atomic absorption spectrometry with flow
injection on-line preconcentration and LC separation. Fresenius J Anal Chem
361: 761-766.

% Falter, R. and Schéler, H.F. (1994) Interfacing HPLC and CV-AAS
with on-line UV irradiation for the determination of organic-mercury
compounds. J Chromatogr A 675: 253-256.

0 Falter R., llgen E. (1997) Coupling of the RP C18 preconcentration
HPLC-UV-PCO-AFS for the determination of methylmercury in sediment
and biological tissue. Fresen J Anal Chem 358: 407-410.

' Falter R., llgen E. (1997) Determination of trace amounts of
methylmercury in sediment and biological tissue by using water vapour
distillation in combination with RP C18 preconcentration and HPLC-
HPF/HHPN-ICP-MS. Fresen J Anal Chem 358: 401-406.

- 166 -



2 Hempel M., Hintelmann H., Wilken R.D. (1992) Determination of
organic mercury species in soils by high performance liquid chromatography
with ultraviolet detection. Analyst 117: 669-672.

* D.M. Sanchez, R. Martin, R. Morante, J. Marin, M.L. Munuera (2000)
Preconcentration speciation method for mercury compounds in water simples
using SPE followed by RP-HPLC. Talanta 52: 671:679.

# Qvarnstrém J., Tu Q., Frech W. and Liidke K. (2000) Flow injection
liquid chromatography—cold vapour atomic absorption spectrometry for rapid
determination of methyl and inorganic mercury. Analyst 125: 1193-1197.

** C. Sarzanini, G. Sacchero, M. Aceto, O. Abollino, E. Mentaste (1992)
Simultaneous determination of methyl-, ethyl-, phenyl- and inorganic mercury
by CV-AAS with on-line chromatographic separation. J of Chromatog 626:
151-157.

*® Hintelmann, H. and Wilken, R.D. (1993) The analysis of organic
mercury compounds using liquid chromatography with on line atomic
fluorescence spectrometry detection. Appl Organomet Chem 7: 173-180.

% Shade, C.W. and Hudson, R.J.M. (2005) Determination of MeHg in
environmental sample matrices using Hg-thiourea complex ion
chromatography with on-line cold vapor generation and atomic fluorescence
spectrometric detection. Environ Sci Technol 39: 4974-4982.

*® Rodriguez Pereiro, I, Wasik, A., and Lobinski, R. (1998)
Characterization of multicapillary gas chromatography—microwave-induced
plasma atomic emission spectrometry for the expeditious analysis for
organometallic compounds. J Chromatogr A 795: 359-370.

* Jitaru, P. and Adams, F.C. (2004) Speciation analysis of mercury by
solid-phase microextraction and multicapillary gas chromatography
hyphenated to inductively coupled plasma time-of-flight mass spectrometry. J
Chromatogr A 1055: 197-207.

% EP.C. Lai, W. Zhang, X. Trier, A. Georgi, S. Kowalski, S. Kennedy, T.
MdMuslim, E. Dabek-Zlotorzynska (1998) Speciation of mercury at ng/ml
concentration by capillary electrophoresis with amperometric detection. Anal
Chim Acta 364: 63.

1 M. Leermakers, P. Lansens, W. Baeyens, (1990) Storage and stability

of inorganic and methylmercury solutions. Fresenius J Anal Chem 336, 655—
662.

- 167 -



*2 J.L. Parker, N.S. Bloom, (2005) Preservation and storage techniques for
low-level aqueous mercury speciation. Sci Total Environ 337, 253-263.

% International Organisation for Standardisation 1SO 11466 (1995) Soil
Quality - Extraction of trace metals soluble in aqua regia.

> C. lbéafiez-Palomino, J.F. Lopez-Sanchez, A. Sahuquillo (2012)
Certified reference materials for analytical mercury speciation in biological
and environmental matrices: Do they meet user needs?; a review. Analytica
Chimica Acta 720, 9— 15.

> M. Dolores Granados Ruiz (2002) Metodologia per a la determinacié de
mercuri en mostres ambientals. Desenvolupament de 1’acoblament LC-UV-
CV-AFS per a I’especiacié de mercuri. Master Experimental en Quimica.

% C. Harrington, T. Catterick (1997) Problems encountered during the
development of a method for the speciation of mercury and methylmercury by
high-performance liquid chromatography coupled to inductively coupled
plasma mass spectrometry. J Anal Atom Spectrom 12: 1053-1056.

>’ C.F. Harrington, (2000) The speciation of mercury and organomercury
compounds by using high-performance liquid chromatography. Trends
Anal Chem 19, 167.

%% Yen-Sun Ho, Peter C. Uden (1994) Determination of inorganic and
organic mercury compounds by ion-pair high-performance liquid
chromatography. J Chromatog A 688: 107-116.

% R. Martinez Blanco, M. Tagle Villanueva, J.E. Sanchez Uria, A. Sanz-
Medel (2000) Field sampling, preconcentration and determination of mercury
species in river waters. Anal Chim Acta 419: 137-144.

% R. Rai, W. Maher, F. Kirkowa (2002) Measurement of inorganic and
methylmercury in fish tissues by enzymatic hydrilysis and HPLC-ICP-MS. J
Anal At Spectrom 12: 1560- 1563.

oL A. Castillo, A.F. Roig-Navarro, O.J. Pozo (2006) Method optimization
for determination of four mercury species by micro-liquid chromatography-
ICP-MS coupling in environmental water samples. Anal Chim Acta 577: 18-
25.

%2 B.O. Leung, F. Jalilehvand (2006) Complex formation of mercury(ll)
with cysteine in aqueous solution. Photon Factory Activity Report 23, Part B.

- 168 -



% X. Yin, W. Frech, E. Hoffmann, C. Liidke, J. Skole (1998) Mercury
speciation by coupling CV-AAS with flow injection on-line preconcentration
and LC separation. Fresenius J Anal Chem 361: 761-766.

* Dong, L.M., Yan, X.P., Li, Y., Jiang, Y., Wang, S.-W., and Jiang, D.Q.
(2004) On-line coupling of flow injection displacement sorption
preconcentration to high performance liquid chromatography for speciation
analysis of mercury in seafood. J Chromatogr A 1036: 119-125.

% Li, Y., Yan, X.-P., Dong, L.-M., Wang, S.-W., Jiang, Y., and Jiang,
D.Q. (2005) Development of an ambient temperature post-column oxidation
system for high-performance liquid chromatography on-line coupled with
cold vapour atomic fluorescence spectrometry for mercury speciation in
seafood. J Anal Atom Spectrom 20: 467-472.

% Li-Ping Yu (2005) Cloud point extraction preconcentration prior to
HPLC coupled with CV-AFS for speciation analysis of mercury in fish
samples. J Agric Food Chem 53: 9656-9662.

¢ J. Zhuang, C.N. Rusu, J.T. Yates Jr. (1999) Adsorption and
photooxidation of CH;CN on TiO,. J Phys Chem B 103: 6957-6967.

% N.N. Lichtin, M. Avudaithai (1996) TiO,-photocatalyzed oxidative
degradation of CH;CN, CH3;OH, C,HCI; and CH,CI, supplied as vapors and
in aqueous solution under similar conditions. Environ Sci Technol 30: 2014-
2020.

% Li, Y., Yan, X.-P., Dong, L.-M., Wang, S.-W., Jiang, Y., and Jiang,
D.Q. (2005) Development of an ambient temperature post-column oxidation
system for high-performance liquid chromatography on-line coupled with
cold vapour atomic fluorescence spectrometry for mercury speciation in
seafood. J Anal Atom Spectrom 20: 467—472.

™ JL. Gémez-Ariza, F. Lorenzo, T. Garcia-Barrera (2004) Simultaneous
determination of mercury and arsenic species in natural freshwater by LC
with on-line UV irradiation, generation of hydrides and cold vapor and
tandem atomic fluorescence detection. J Chromatogr A 1056: 139-144.

"M H. Morita, H. Tanaka, S. Shimomura (1995) Atomic fluorescence
spectrometry of mercury: principles and developments. Spectrochimica Acta
50B: 69-84.

2 A. D’Ulivo and S. Rapsomanikis (1997) Improvements in the Atomic
Fluorescence Detection of Mercury. Analytical Lett 30, 2109.

- 169 -



®Y.W. Chen, J. Tong, A. D’Ulivo, and N. Belzile (2002) Determination
of mercury by continuous flow cold vapour atomic fluorescence spectrometry
using micromolar concentration of sodium tetrahydroborate as reductant
solution. Analyst 127, 1541.

™ L.N. Liang, G.B. Jiang, J.F. Liu, J.T. Hu (2003) Speciation analysis of
mercury in seafood by using high-performance liquid chromatography on-line
coupled with cold-vapor atomic fluorescence spectrometry via a post column
microwave digestion. Anal Chim Acta 477, 131.

> J. Margetinov4, P. Houserova-Pelcova, V. Kubafi (2008) Speciation
analysis of mercury in sediments, zoobenthos and river water samples by
high-performance liquid chromatography hyphenated to atomic fluorescence
spectrometry following preconcentration by solid phase extraction. Anal Chim
Acta 615, 115.

® J.E. Gray, P.M. Theodorakos, E.A. Bailey, and R.R. Turner (2000)
Distribution, speciation, and transport of mercury in stream-sediment, stream-
water, and fish collected near abandoned mercury mines in southwestern
Alaska, USA. Sci Total Environ 260, 21.

" J.E. Gray, M.E. Hines, P.L. Higueras, |. Adatto, and B.K. Lasorsa
(2004) Mercury Speciation and Microbial Transformations in Mine Wastes,
Stream Sediments, and Surface Waters at the Almadén Mining District, Spain.
Environ Sci Technol 38, 4285.

78 J.J. Rytuba (2000) Mercury mine drainage and processes that control its
environmental impact. Sci Total Environ 260, 57.

7 J.J. Berzas Nevado, L.F. Garcia Bermejo, and R.C. Rodriguez Martin-
Doimeadios (2003) Distribution of mercury in the aquatic environment at
Almadén, Spain. Environ Pollut 122, 261.

80p Higueras, R. Oyarzun, J. Lillo, J.C. Sanchez-Hernandez, J.A. Molina,
J.M. Esbri, and S. Lorenzo (2006) The Almadén district (Spain): Anatomy of
one of the world’s largest Hg-contaminated sites. Sci Total Environ 356, 112.

81 Ramalhosa E, Rio-Segade S, Pereira E, Vale C, Duarte A (2001)
Microwave-assisted extraction for methylmercury determination in sediments
by high performance liquid chromatography-cold vapour atomic fluorescence
spectrometry. J Anal Atom Spectrom 16: 643-647.

82 Shi J, Liang L, Jiang G, Jin X (2005) The speciation and bioavailability
of mercury in sediments of Haihe River, China. Environ Int 31: 357-365.

-170 -



% Issaroa N, Abi-Ghanema C, Bermonda A (2009) Fractionation studies
of mercury in soils and sediments: A review of the chemical reagents used for
mercury extraction. Anal Chim Acta 631: 1-12.

% Hintelmann H, Falter R, ligen G, Evans R.D (1997) Determination of
artifactual formation of monomethylmercury (CHz;Hg") in environmental
samples using stable Hg®* isotopes with ICP-MS detection: Calculation of
contents applying species specific isotope addition. Fresenius J Anal Chem
358: 363-370.

% Agah H (2009) Mercury speciation in the Persian Gulf sediments.
Environ Monit Assess 157: 363-373.

8 J.C. Raposo (2008) Mercury biomethylation assessment in the estuary
of Bilbao (North of Spain). Environ Pollution 156, 482-488.

¥ R.C. Rodriguez (2003) Using Speciated Isotope Dilution with GC-
Inductively Coupled Plasma MS To Determine and Unravel the Artificial
Formation of Monomethylmercury in Certified Reference Sediments. Anal
Chem 75, 3202-3211.

% Berzas Nevado JJ (2008) Determination of monomethylmercury in low-
and high-polluted sediments by microwave extraction and gas
chromatography with atomic fluorescence detection. Anal Chem Acta 608, 30-
37.

% Baralkiewicz D (2007) Inorganic and methyl-mercury speciation in
sediments of the Swarzedzkie Lake. Chem and Ecology 23, 93-103.

% EPA Method 3200 - Mercury Species Fractionation and Quantification
by Microwave Assisted Extraction, Selective Solvent Extraction and/or Solid
phase Extraction.

' International Organisation for Standardisation ISO 5725-1 (1994)
Accuracy (trueness and precision) of measurement methods and results. Part
1: General principles and definitions, 1st edn. Geneve.

% Guevara. (2006) Comparison of three strategies to evaluate uncertainty
from in-house validation data. A case study: mercury determination in
sediments. Anal Bioanal Chem 385: 1298-1303.

% Directive 2000/60/EC of the European Parliament and the Council of

23 October 2000 establishing a framework for Community action in the field
of water policy.

-171 -



% Directive 98/83/EC of the Council of 3 November 1998 on the quality
of water intended for human consumption.

% Kuballa (2009) Determination of methylmercury in fish and seafood
using optimized digestion and derivatization followed by gas chromatography
with atomic emission detection. Eur Food Res Tech 228, 425-431.

% Reyes (2008) Comparison of methods with respect to efficiencies,
recoveries, and quantitation of mercury species interconversions in food
demonstrated using tuna fish. Anal Bioanal Chem 390, 2123-2132.

%" Diaz (2008) Speciation analysis of organomercurial compounds in Fish
Tissue by capillary gas chromatography coupled to microwave-induced
plasma atomic emission detection. Avan Quim 3 (2), 59-67.

% Vallant (2007) Development of a new HPLC method for the
determination of inorganic and methylmercury in biological samples with
ICP-MS detection. J Anal Atom Spectrom 22, 322-325.

% Yu (2005) Cloud Point Extraction Preconcentration Prior to High-
Performance Liquid Chromatography Coupled with Cold Vapor Generation
Atomic Fluorescence Spectrometry for Speciation Analysis of Mercury in
Fish Samples. J Agri Food Chem 53, 9656-9662.

% Dong (2004) On-line coupling of flow injection displacement sorption
preconcentration to high-performance liquid chromatography for speciation
analysis of mercury in seafood. J Chrom A 1036, 119.

I EPA Method 245.7 - Mercury in Water by Cold Vapor Atomic
Fluorescence Spectrometry.

192 The Certification of the Mass Fraction of the Total Content and the
Agua Regia Extractable Content of Hg in Loam Soil ERM®-CC141.

-172 -



Annex |






Annex |

Analytica Chimica Acta 720 (2012)9-15

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

Analytica Chimica Acta

journal homepage: www.elsevier.com/locate/aca

Review

Certified reference materials for analytical mercury speciation in biological and
environmental matrices: Do they meet user needs?; a review

Carmen Ibafiez-Palomino, José Fermin Lopez-Sanchez, Angels Sahuquillo*

Departament de Quimica Analitica, Universitat de Barcelona, Avda. Diagonal, 645, 08028 Barcelona, Spain

ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: The usefulness of a certified reference material {CRM) for analytical method validation and quality control
Received 17 November 2011 purposes is attributed mainly to its key properties, namely homogeneity and stability. However, itis also

Received in revised form

22 December 2011

Accepted 5 January 2012
Available online 17 January 2012

advisable to select suitable CRMs in terms of representativeness. To assess the representativeness of a
CRM for analytical mercury speciation, a number of aspects must be considered in regard to the routine
samples analyzed: the origin of the matrix, the type of mercury species and the level of concentration.
This review critically analyzes the availability of current CRMs for mercury speciation analysis in envi-
ronmental and biological fields. The characteristics of the CRMs are compared with the matrices and

Keywords:

Reference materials samples covered in papers published in the last five years on mercury speciation, mainly in water, soils,
Certified reference materials sediments, sewage sludge, seafood, blood, urine and hair.
Mercury speciation © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

Methylmercury
Environmental matrices
Biological matrices

Contents

1. Introduction 10
2. Present trends of analytical mercury speciation 10
3. CRMs available for analytical mercury speciation 12
4. Useof CRMs in the literature reviewed 12
5. CRMs for analytical mercury speciation: do they meet user needs? 13
6. Final remarks 14

Acknowledgments 14

References 14

Carmen Ibaiez-Palomino was born in Spain, in
1983. She received her degree and M5c in Chemistry
from the University of Barcelona in 2006 and 2007,
respectively. Currently, she develops her PhD in the
Analytical Chemistry Department of the University of
Barcelona. Her research is based on development of
analytical methodolegy for Hg speciation in environ-
mental matrices.

Abbreviations: AAS, atomic absorption spectroscopy; AFS, atomic flucrescence
spectroscopy; CV, cold vapor; CRM, certified reference material; EtHg®, ethylmer-
cury; HPLC, high performance liquid chromatography; ICP-MS, inductively coupled
plasma mass spectrametry; MeHg*, methylmercury: PhHg*, phenylmercury; SRM,
standard reference material.

* Corresponding author. Tel.: +34 93 403 92 74; fax: +3493 4021233,

E-mail address: angels.sahuquillo@ub.edu { A. Sahuquillo).

0003-2670/$ - see front matter © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
doiz10.1016/j.aca.2012.01.015

-175 -



Annex |

10 C Ibdfiez-Palomino et al, / Analytica Chimica Acta 720(2012) 9-15

José Fermin Lépez-Sinchez was born in Spain, in
1962, He received his M5: and PhD in Chemistry fram
the University of Barcelona in 1986 and 1990, respec-
tively, In 1987 he joined the Analytical Chemistry
Departmentof the Universigrof Barcelona as Assistant
Professor, Since 1993 he has been Associated Profes-
sor at the Analytical Chemistry Department of the
University of Barcelona, His current research inter-
ests are; development of analytical procedures for
chemical speciation in environmental and biologi-
cal matrices, focusing in sample reatmentfextraction
methods and determination by hyphenated tech-
niques; method validation and feasibility studies on
reference materials,

Angels Sahuquillo was born in Spain, in 1967, She got
her PhD in Chemistry from the Universityof Barcel ona
in 1996, In 1991 she joined the Anahytical Chemistry
Department of the University of Barcelona as Scien-
tific Collaborator and since 1992 she got different
temporary positions with teaching responsibilities
being Aggregate Professor since 2007, Her curmrent
research interests are; development of methodalogy
fior chemical speciation in emvironmental and biclag-
ical matrices by hyphenated techniques and aspects
related with quality assurance such as method vali-
dation, preparation of quality control materials and
organization of proficiency testing schemes,

1. Introduction

Mercuryis one of the most toxic elements for humans and health
ecosystems and consequently it is one of the most widely stud-
ied environmental pollutants. Analytical speciation of mercury in
biclogical and environmental matrices has gained in relevance,
since the scientific community became aware of the role of its
chemical formin toxicity, biogeochemistry and bioavailability [1.2].
Althoughthe total mercury content in samples can be used to assess
ecological impact and health risk, itis very important to distinguish
the very toxic alkylcompounds (mostly methylmercury (MeHz* )
from the other, less toxic, inorganic Hg forms. Once formed, MeHg*
isbipaccumulated and biomagnified in the aquatic food-chain (with
bicaccumulation factors up to 10%), with a consequent increase in
the exposure levels, thus contributing to a greater risk of toxicity
[3.4].

The determination of Hg species in field samples requires
suitable methodology including sample collection, sample pre-
treatment and measurement [5]. The potential instability of species
and their preservation during sample processing are the main chal-
lenges to species integrity, without which meaningful conclusions
cannot be reached [1,6]. Moreover, the establishment of maxi-
mum limits in legislation for contaminants is possible only when
the results obtained for species are independent of the analytical
method used [7].

Reference materials (RMs) are among the most useful analytical
tools for evaluating the overall efficiency of the obtained results,
method validation, verification of the correct use of a method, esti-
mation of measurement uncertainty, calibration, internal quality
control activities and external quality assurance purposes. While
method validation calls for a certified reference material (CRM), a
working level RM is adequate for quality control purposes. When
selecting a CRM for a specific purpose, not only should the key
properties of homogeneity and stability of the material be consid-
ered, but also the chemical form of the analyte of interest, the level
of concentration, the matrix match and potential interferences,
the measurement uncertainty and the value assignment procedure
[8]. The usefulness of a CRM is highly dependent on its similarity
with samples analyzed daily in the laboratory, in terms of major
components, sample origin, levels of concentration of analyte and
potential interferences, and physical form, among others.

Here we critically review the application and usefulness of
current CRMs for analytical mercury speciation studies. For this
purpose, we considered the scientific literature from 2006 up to
June 2011 that addresses mercury speciation analysis in environ-
mental and biclogical fields. We compare the characteristics of the
CRM used with the matrices and samples covered in these scien-
tific articles which focus mainly on water, soils, sediments, aquatic
organisms, biological fluids and hair.

2. Present trends of analytical mercury speciation

Here we reviewed a total of 101 papers dealing with mercury
speciation in environmental and biological fields published from
January 2006 to June 2011. Ten of these were published in 2006,
seven in 2011 and an average of 20 papers per year from 2007 to
2010.

Most of the studies focus on the development of new ana-
lytical methods, including sample pretreatment, preconcentration
strategies and/or instrumental measuring conditions {62%), or on
environmental studies of various matrices (32%). Fiz. 1 shows
the percentage distribution of studies included in each field. The
remaining 6% are devoted to the determination of Hg exposure lev-
elsinbiological fluids and hairor to the determination of Hg binding
proteins to assess the metabolic pathways and transportation of Hg
species. Most papers of this type have appeared since 2009,

Of the papers describing the development of analytical method-
ology, 38% address the optimization of several sample pretreatment
methods, focusing in many cases on the implementation of on-line
preconcentration systems, while 36% center only on the measuring
step and the remaining ones (26%) develop new methodology for
sample pretreatment and measurement steps. Most of the papers
describing environmental studies include the determination of Hg
species in waters, sediments, soils and a range of seafood matrices.
Only in two cases is the analysis of other kinds of samples, such as
sludge and plankton, described. Regarding research into exposure
levels in living beings, biological fluids (blood, serum, plasma and
urine ) and hair are used as target matrices.

With respect to Hg species, the main concern addressed in
the literature sampled is the determination of inorganic mercury

m 4% W 2%
032% \.
062%
[ Method development O Exvirommental studies
B Exposure level studies B Metabolic studies

Fig. 1. Distribution of publications on the basis of type of study.
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Table 2

CRMs available for Hg speciation in environmental and biological matrices (last access to databases September 2011),

Matrix Code Supplier Storage Certified value mg kg~ as Hg (dry mass)

Total Hg MeHg*
Estuarine sediment ERM-CCEED IRMM +4:Cin the dark 13243 007554 0,0037
Marine sediment IAEA-433 IAEA <25=Cin the dark 01680017 0,00017 £0,00007
Fish tissue |AEA-407 IAEA <25=Cin the dark 022210024 020040021
Lake Superior fish tissue SRM-1046 MIST —80=C 0433 £00000 03940015
Lake Michiganfish tissue SRM-1047 MIST —80=C 0254 £0005 0233+£0010F
Tuna fish ERM-CE4E4 IRMM +4+Cin the dark 5244010 55040173
Cod fish tissue CRM 7402-a MMI] 15-35+Cin the dark 051 L0002 058+£002
Musse] tissue SRM-1974b MIST —80=C 0017 £00011% 0.00705 +0,00048
Musse tissue SRM-2074a° MIST Room T or below 0,195 £ 0003 008006 £ 0,00081
Musse] tissue SRM-2076 MIST 21-25+°C or below 00E10£00036 002809 £ 0,00031
Musse] tissue SRM-2677 MNIST RoomT or below 0,101 +0004 00385+ 0,0010
Oyster tissue SRM-1566b MIST 10-30°C in desiccator 00371 £00013 0,0132 £0.0007
Fish protein DORM-3 MRC-CNRC Cooland in the dark 038210060 035540056
Dogfish liver DOLT-4 MRC-CNRC Cooland in the dark 2581022 133+£012
Lobster hepatopancreas TORT-2 MRC-CNRC Coal 027+ 006 0152+£0013
Human hair { spiked) |AEA-DBE IAEA <20°Cin the dark 232(224-240) 220(219-23.9)
Human hair |AEA-DSE IAEA <20°Cin the dark 0573 (0.534-0612) 0.258(0.236-0.279)
Human hair CRM n13 MIES —20+Cin the dark 4424020 38+04
Caprine blood (spiked) SRM-955ct MIST —20°C or below 178+ 16pgl" 45£10pgl”?!

A Certified value as MeHg*,

b Wet-mass basis,

© Additional certified value: Hg?*: 0,122 20,003 mg kg-".

9 Additional certified values: He®*: 2.0 413 pgl~" and EtHg*: 5.06 40,47 pgl',

measurement [42-44]. On the basis of the values found in the litera-
ture, excluding biological samples, we can define two concentration
ranges in order to evaluate the number of samples with a relatively
low or high Hg species content. Depending on the matrix, con-
centrations can range from a few ngL-! to mgkg—!, and in most
cases the concentrations reported are low. Hg is naturally present
in waters at very low concentrations while contaminated waters
can register up to pgl-'. For mineral materials, the concentra-
tions reported correspond mostly to sediments and soils and only
one study provides data on sewage sludge. The highest concen-
trations of MeHg* are reported in aquatic organisms, as expected,
and matrices with concentrations below the detection limits cor-
respond to plankton. For biological samples, the ranges shown in
Table 1 correspond to blood, serum, plasma, urine, and hair sam-
ples, as described in the literature.

3. CRMs available for analytical mercury speciation

Therearecurrently 19 CRMs available( see Table 2 Jwith certified
values for total Hg and MeHg* in biological {seafood, hair and blood)
and environmental samples. Only the CRMs SRM-2974a (mussel
tissue) and SRM-955¢ (caprine blood) provide additional certified
Hg?* and EtHg* contents. CRMs are provided by various organiza-
tions, such as the International Atomic Energy Agency (LAEA), the
Institute for Reference Materials and Measurements (IRMM), the
Mational Institute for Environmental Studies (NIES), the Mational
Institute of Standards and Technology (NIST), the National Metrol-
ogy Institute of Japan {MMI]) and the Mational Research Council of
Canada (NRC-CMNRC).

For 53% of the CRMSs, the producers describe a sterilization step
by +y-irradiating the material at a range of doses in order to elimi-
nate bacteria as potential source of instability for MeHg*. However,
in one case the producer specifically avoids sterilization because
this process is considered to cause MeHg* decomposition [45]. As
reported in the literature, the application of different y-irradiation
doses had not a significant effect on the MeHg* contents found
in thirteen studied matrices (biological samples and sediments)
[119,120],exceptfor a hakesample. Gamma-irradiationisevenrec-
ommended for long-term stabilization of a sediment CRM [120]. In
ouropinion, whereas the effect of sample pretreatment on integrity

of the species has to be taken into account in environmental or
exposure studies, the approach for a CRM producer is different. The
producer has to assure that the final concentration of Hg species is
homogeneous and stable in the produced material, although the
concentration levels in the initial bulk material changed during the
preparation protocol.

Regarding storage conditions for CRMs, it is generally rec-
ommended to protect these materials from direct sunlight and
UV-radiation, and keep them at room temperature or below. Some
frozen tissue homogenates from NIST should be stored at tem-
peratures of —20°C or —80°C, in order to avoid that the tissue
homogenate will lose its powder-like form. In these cases, poten-
tial users of CRMs must be aware of the required facilities to store
samples at —80=C.

Regarding environmental matrices, only estuarine and marine
sediments are available as CRMs. The preparation of these materials
isbased on a drying step (air or freeze-drying) followed by grinding
and sieving.

Most of the biological materials found in the literature are fish
and bivalve mollusk tissues that have been freeze-dried, ground
and sieved during their preparation. Only in three cases [46-48]
is the material delivered as frozen tissue homogenate containing
from 70 to 90% of moisture. Other biclogical materials comprise
organs or protein hydrolysate of seafood, which are provided as
dried powder after the removal of most of the fat. In all cases, the
bulk matrix is derived from aquatic edible animals.

The preparation steps for hair CRM involve awashing procedure
followed by milling and sieving. In the case of caprine blood CRM,
EDTA is added as an anticoagulant and the blood is frozen, provid-
ing four vials of the certified analytes at a range of concentrations.
Certified contents for total Hg, Hg**, MeHg* and EtHg* are reported
for one of the vials.

The Hg species present in the CRMs are of natural origin, except
for IAEA-085 and SRM-955c which are spiked.

4. Use of CRMs in the literature reviewed

Although analytical laboratories are aware of the importance of
assessing the quality of their analytical results, some studies mea-
sure Hg species in various matrices (e.g. water, landfill leachate,
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sediment and/orseafood samples) but do not use CRMs or any other
quality control activity (14% of the papers reviewed). Unlike sed-
iments and seafood, for water analysis, for which there is a lack
of CRMs for speciation purposes, the spiking of waters samples of
distinct origins at natural concentrations of MeHg* and Hg®* is an
alternative strategy [49]. Recovery studies using spiked samples of
water, blood, urine and fish are described in 13% papers reviewed.
Inafewcases (4%), and mainly in studies focusing on method devel-
opmentand the establishment of quality parameters, only standard
solutions are used.

Recent trends in Hg speciation reveal the widespread use of
CRMs for numerous purposes in 70% of the analytical studies
reviewed: about half of these (46%) describe analytical method
development, around 20% environmental studies and 4% exposure-
metabolic studies. As expected, the main use of matrix CRMs is
in the establishment of quality parameters for the method val-
idation step (accuracy, precision, recovery studies and limit of
quantification). Optimization of extraction methods by means of
CRMs [14,27,35,41,50], assessment of species transformation dur-
ing extraction procedures [33], evaluation of uncertainties [29] and
quality control matrices in routine analysis [51] are other uses
described in the literature.

Mot all matrices have CRMs for Hg species. If a CRM for a given
matrix is available (e.g. a water RM with certified values for major
compounds and heavy metals), the certified material can be forti-
fied with the species of interest and then used for method validation
[15,52,53]). The same approach is described for the determination of
Hg species in rice and wheat flours where matrix CRMs for total Hg
content are spiked and the extraction efficiency of Hz compounds
is evaluated [54]. In the latter, the spiking procedure consisted of
adding a standard solution to 2 g of flour CRM, followed by drying
and extraction. When no other tools are available, the use of spiked
samples is very common in analytical laboratories. In these cases,
and with the aim to obtain meaningful results, spiking/fortification
procedures must be carefully designed in order to select the most
suitable strategy to introduce a single Hg species or mixture into
the matrix The type of compound to be added (e.g counter anions,
purity), the maximum volume or weight to be added to the matrix,
the contact time and conditions, and further pretreatment steps
(e.g drying, sieving, milling) are some of the variables that should
be addressed in order to prepare a spiked sample with a similar
profile to a field sample. Moreover, although the incorporation of a
spiking solution into a liquid matrix is relatively straizghtforward for
assuring the homogeneous distribution of the speciesin the matrix,
this process can be much more complicated when working with a
solid matrix with a higher potential non-homogeneity.

For matrices for which no CRM is available, the literature
describes the use of various matrix CRMs with the respect to the
target samples. For instance, in studies involving urine, cells or
soil samples, the use of CRMs of lobster hepathopancreas (TORT-
2), dogfish muscle (DORM-2) and sediments (ERM-CC580) are
reported, respectively [32,55-57]. Furthermore, in a study on Hg
speciation in seaweed and cosmetics, a CRM for total Hg in ash
was applied [44]. For the determination of Hg in seils [58] TORT-2
and DORM-2 are reported while a sediment (IAEA-405), DORM-2
and a mussel tissue (SRM 2976) have been applied for water anal-
ysis. When using CRMs in this way, the concept of commutability
of RMs must be taken into account. According to the International
Vocabulary of Metrology [59], the commutability of a RM is the
closeness of agreement between the relation among the measure-
ments for a given amount in this material, obtained from two given
measurement procedures, and the relation obtained among the
measurement results for other specific materials. The term com-
mutability is widely used in clinical laboratories to describe the
capacity of a reference or control material for a specific measure-
ment to show properties comparable to those of authentic clinical

samples when measured by distinct analytical approaches [60]. In
this regard, the question is whether the results obtained in the
method validation of Hz species in a given matrix are representative
of a distinct matrix. Although commutability in this case cannot be
completely assured, only a high degree of equivalency between the
matrices studied allows consideration of this possibility. For exam-
ple, in a study dealing with the evaluation of uncertainty budgets,
itis stated that an overestimation may occur when the uncertainty
values obtained in samples with a high organic matter content
(sewage sludge of domestic origin) are used for mostly inorganic
matrices (fly ashes or calcareous soils) [61]. Thus, to gather infor-
mation on key and bulk components, such as organic matter or fat
content, a complete chemical characterization of matrices is the
first step to undertake to ensure the selection of an appropriate
CRM.

5. CRMs for analytical mercury speciation: do they meet
user needs?

Quality assurance of the procedures used for Hg speciation
requires the analysis of representative CRMs for the relevant
species. To ensure the accuracy of the results, CRMs should be of
similar composition and have concentration levels similar to the
samples analyzed [8,62].

‘When comparing sample pretreatments performed on field
samples with those described in the production of CRMs for Hg
species, we found that in most cases a similar procedure was
applied. For sediments and seafood samples the main procedure
applied for drying, both in the literature and for CRMs prepara-
tion, is lyophilization, followed by a grinding step. However, some
seafood CRMSs are delivered as frozen tissue homogenates contain-
ing from 70 to 90% moisture [46-48].

Current CRMs for mercury speciation are certified for total Hg
and MeHg* contents and only in one case is the content of Hg?* in
a mussel tissue (SRM-2974a) certified, while Hg?* and EtHg* are
certified in one caprine blood {SRM-955¢). Total Hz and MeHg* are
the main species reported when analyzing field samples, while the
presence of other methylated, ethylated or phenylated species is
negligible.

One of the handicaps of Hg speciation is encountered when deal-
ing with samples in which the content of organic species is 10-,
100- or 1000-fold higher than inorganic ones or vice versa. In these
cases, analytical methods must allow the correct quantification of
species even when the responses obtained (e.g. chromatographic
peak area) are overlapped. In order to ascertain whether current
CRMs are limited by this drawback, Table 3 shows the percent-
age of MeHg* with respect to total Hz in CRMs and field samples.
The percentage ranges are quite close, except for blood samples
in which the content of MeHg* is higher in samples than in the
one CRM available. In sediment samples the predominant species
is inorganic Hg both in CRMs and field samples, even when up to
2% of MeHg" is reported in field samples. In contrast, for biological
samples a 100% of MeHg* can be reached.

Regarding the concentrations of Hg species, in the studies in
which the matrices of the samples and the CRMs applied are of

Table 3
Percentage of MeHg* content in CRMs and field samples,

Matrix % MeHg* vs total Hy

CRMs Field samples
Sediments 00e-0.1 <01-2
Seafood 35-100 3&-100
Blood 25 E0-05
Hair 45-100 40-100
Water - 1-10
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the same nature, the concentrations are also the same (65% of the
cases). In the remaining 35%, the field samples (pgkz—') register
lower concentrations than those found in the CRMs (mg kz—').

6. Final remarks

CRMs are widelyused in analytical mercury speciation research
works. Mevertheless, the highest degree of matrix similarity with
field samples should be ensured in order to obtain valuable infor-
mation. Thus, when selecting a CRM, not only should the certified
values of Hg species be considered but also the main matrix com-
ponents.

Qur analysis of the CRMs current available indicates that there
is still a lack of these materials in environmental matrices such as
soils and waters of distinct origin. For waters, the instability of both
total Hg and MeHg* in stored samples [121] can be a handicap for
CRM producers. Even if itis described that MeHg* at ambient level
(ngL-") could be long-term stabilized after acidifying the sample
with HCl and keepingin thedark[122], the low concentration levels
would surely make difficult the production.

While several CRMs are available for aquatic organisms, there
are a reduced number of these materials for biclogical fluids and
none for urine. Regarding Hg species, matrix CRMs with inorganic
Hg and EtHg* are scarce. It is for sure that development of future
legislation on concentration levels of Hg species will also promote
the production of new materials. When no other quality assurance
tools are available, spiking/fortification procedures onfield samples
or blank materials must be carefully designed in order to simulate
the behavior of Hg species that accur naturally in the matrix of
interest.
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A systematic study of Hg** and CHsHg" (MeHg") speciation using hvphenated
techniques, was performed for high-performance liguid chromatography coupled
to on-line UV irradiation and cold-vapour atomic fluorescence spectroscopy
(HPLC-UV-CV-AFS). First, a comparative study of the behaviour of
three mobile phase compositions (using tetrabutylammonium bromide (TBAR),
L-cysteine and ammonium pyrrolidinedithiocarbamate (APDC)) is presented.
The separation and detection system was optimised by considering factors that
modify fluorescence signal amnd the separation such as, the addition of different
percentages of an organic modifier {(methanol (MeOH) and acetonitrile (ACN}))
to the mobile phase, the tvpe of reducing agent wsed (SnCl; and NaBH.) and the
potential memory effects of the material of which the injection system is made
(stainless steel, PEEK ). The mobile phase selected for its sensitivity was a mixture
80:20 MeOH: 01,0015 moll ' APDC and 0.01moll ' NHCH;COO0 (pH 5.5). The
detection and guantification limits were close to 1.5 and 5pgl ! for both species
(as Hg), respectively. Recoveries obtained using fortified water samples of distinct
origin {soft mineral, tap, river. seawater, and wastewater), ranged from 90 to
115% for concentrations about 2 and 20 times over quantification limits. Good
repeatability was obtained (about 5%) independently of the concentrations, with
reproduci bility values about 20% at low concentrations amd 5-10% at higher
concentrations. Our proposed method proved to be straightforward for use by
environmental laboratories for routine Hgg' and MeHg" determinations in
polluted water samples.

Kevwords: cold vapour atomic fluorescence spectroscopy; mercury; methylmer-
cury; speciation

1. Introduction

Interest in the determination of mercury species in environmental samples is of global
concern because of their natural persistence in the environment and the distinet
mechanisms by which they change chemical form [1). Although all forms of mercury are
toxic, the potential effects are related to the chemical form. There is a potentially large
number of organic mercury compounds (methyl, ethyl and phenyl mercury), but because
of the decrease in production and use of organomercurials, methylmercury (MeHg™) is by
far the most common chemical form in the environment. MeHg™ is the form in which
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mercury accumulates and biomagnifies in the aquatic food chain [2). Once introduced into
aquatic systems, mercury can be found in distinet soluble forms and can also associate
with particulate matter. The European Water Directive [3], which seeks to establish a
framework for the protection of surface and groundwater, includes mercury and its
compounds in a hst of priority and hazardous substances, as one of the elements for
establishing the status of physico-chemical water quality. However, at present, the
European Drinking Water Directive considers only total mercury concentration, estab-
lishing a parametric value of 1pgl™" [4].

Analytical mercury speciation is based on hyphenated techniques, coupling a
separation technique to distinet atomic or molecular spectroscopic detectors, such as
AFS, atomic absorption spectroscopy (AAS), inductively coupled plasma-mass spectro-
metry (ICP-MS) and UV. The selection of liquid reversed-phase chromatography as a
separation technique avoids the derivatisation step required with gas chromatography
[5.6). In the literature, the mobile phases most used in HPLC for mercury speciation in
environmental and biological samples, contain buffers, organic modifiers, ion pair
reagents or chelating agents [7]. When using tetrabutylammonium bromide (TBAB) as
ion-pair reagent, the appearance of double peaks, tailing and memory effects are solved
only by adding high percentages of methanol as organic modifier or 2-mercaptoethanol [8—
11). The preparation of TBAB solutions in the presence of NaCl, which improves peak
shapes, is not recommended in conjunction with an ICP-MS detector [10]. The use of
chelating agents, such as L-cysteine [12-14], ammonium or sodium pyrrolidinedithiocar-
bamate (APDC, SPDC) [15-19], establishes a stable covalent bond between mercapto
groups and mercury that appears to prevent the adsorption of mercury on silanol groups
of stationary phases. The lack of selectivity shown by APDC is overcome using a suitable
concentration of reagent in the mobile phase.

In the present work we measured Hg™™ and MeHg™ by coupling HPLC to an
AFS detector, with a previous on-line oxidation step (UV lamp) followed by a reduction
to elemental mercury (HPLC-UV-CV-AFS). This detector provides extremely good
sensitivity and specificity for total mercury determination in environmental samples.
Moreover, given that this detector is inexpensive, it can easily be introduced into
laboratories that perform routine analyses [20].

The aim of this study was first to compare the performance of three mobile phase
compositions of distinet nature on Hg*" and MeHg ™ determination, in order to ascertain
the effects described in the literature when using other spectroscopic detectors.
Subsequently, we conducted a systematic study of the factors that modify fluorescence
signal and the obtained separation. The factors considered were as follows: addition of
a range of percentages of an organic modifier (MeOH and ACN) to the mobile phase; type
of reducing agent used; and the maternial from which the injection system is made. After
establishing quality parameters, the proposed analytical method was applied to mercury
species determination in fortified water samples of distinet origin (soft mineral, tap, river,
sea, and waste).

2. Experimental

2.1 Instrumentation

The HPLC system consisted of an Agilent 1100 quaternary pump and degasser (Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany) equipped with a manual sampler injector Rheodyne
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(77251 Stainless Steel (SS) and 9725 Polyetheretherketone (PEEK)) and a 100 pL sample
loop. The separation of mercury species (Hg™ and MeHg™) was achieved in an analytical
RP-Cyg column (ODS Hypersil 250 mm » 4.6 mm id, 5 pm, Thermo Hypersil-Keystone).
After separation, a photo-oxidation step was carried out in a 12-m length =0.5mm id
PTFE tube coiled around a UV-lamp with 150W of irradiation (Heracus TQ 150). The
reduction step was achieved in a cold vapour generator (CV) 10004 (P.S. Analytical,
Orpington, UK) where the effluent is mixed with the reducing agent. The metallic mercury
vapour obtained reaches the gas-liquid separator, where it is dragged into the detector by
an argon stream (300mlmin~') and dried in a PermaPure membrane with nitrogen
(2.51min™"). Measurements were made in a Merlin Mercury Atomie Fluorescence
Detector model 10,023 (P.S. Analytical).

2.2 Srandards, reagents and glassware

Doubly deionised water obtained from a Millipore system was used throughout.
An inorganic mercury stock solution of 1132mgl1™" (as Hg) was prepared by dissolving
an appropriate amount of HgCla (Merck, Darmstadt, Germany) in 1% (v/v) HNO,
(Panreac, Hiperpur, maximum guaranteed value of 0.1pgl™' for mercury). A stock
solution of methylmercury 800 mg1™" (as Hg) was prepared by dissolving CH;HgCl (Carlo
Erba, Milan, [taly) in 3% methanol. Both solutions were stored at 4°C. Working solutions
were prepared daily from the stock solutions by appropriate dilution.

All reagents were of analytical grade quality. Tetrabutylammonium bromide (TBAB),
L-cysteine, ammonium pyrrolidinedithiocarbamate (APDC) and sodium borohydride
were purchased from Sigma-Aldnch (Fluka), Sodium hydroxide, sodium chloride,
ammonium acetate, nitric acid 65% and acetonitrile (ACN) gradient grade were from
Merck. Tin chloride 2-hydrate, hydrochlonic acid 35% (Hiperpur) and methanol (MeOH)
HPLC-gradient grade were obtained from Panreac (Barcelona, Spain).

All glassware was soaked in HNO; 10% (Merck, maximum of 0.005mgi™" for
mercury) for at keast 16 hours, and then rinsed with double deionised water.

2.3 Samples and spiking procedure

Seven water samples, mineral (soft mineralisation), tap, river, sea, waste from two
treatment plants (WWTP) and one industrial waste, were passed through 0.45-pm filter
membranes and stored at 4°C in high-density polyethylene bottles. The origin, pH and
conductivity values for each sample after filtration are shown in Table 1 together with
some heavy metals content determined by ICP-MS. For recovery studies, final solutions of
about 10 and 100pgi! for the two mercury species were prepared by making up volume
with the corresponding water matrix, previously passed through 0.20-pm polyester filters,
in the same way as all the solutions introduced into the chromatographic system.

3. Results and discussion

3.1 Selection of mobile phase

A preliminary study was performed to compare three mobile phases, TBAB [8.9],
L-cysteine [12] and APDC [19], under the most common experimental conditions
described in the literature. For TBAB, the addition of MeOH as organic modifier was
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Table 1. Characteristics of the water samples tested.

pgl™!
Conductivity
Water matrix Origin pH (uSem™  Cr Mi Cu Zn  As cd Ph
Soft mineral water Commercial 6.3 183 <035 47 07 14 15 <002 028
(Lanjardn)
Tap water Barcelona 74 366 06 14 480 252 10 034 053
service
River water Riu Besds 5.0 1502 1.8 28 6.0 34 42 0.15  0.81
{Barcelona)
Seawater Forum Beach 8.3 41900 <05 <0.5 <05 <1 <01 <002 <0.03
{Barcelona)
WWTP-1 Cantabria 79 13160 <05 17 <05 27T <01 <002 <0.05
WWTP-2 Bizkaia 7.5 1390 23 11 17 7 1.5 0.17 1.5
Industrial Cantabria 4.2 2170 18 8.3 1.3 627 0.7 003 2.1

wasiewaler
(Paper mill)

Table 2. Composition of the mobile phases tested in preliminary studies.

Flow rate
Organic phase Aqueous phase Ratic  {mlmin~")  References
TBAB MeOH TBAB 0.01 M 50:50 1.2 [8.9]
NaCl 0.025M
pH 5.7 (with HCl)
L-cysteine L-cysteine 0.5% (m/v) 100 1.2 (123
NH,CH;CO0 0.06 M
pH 5 {with CHLCOOH)
APDC ACN APDC 0.0015M (31355 1.5 (19

NH;CH;CO0 0.01 M
pH 3.5 (with CH,COOH)

preferred to 2-mercaptoethanol because of its lower toxicity effects. The composition
of the mobile phases is shown in Table 2.

A solution of 1.5% SnCl; prepared in 4% HCI was used as reducing agent at a flow
rateclose to 4 mimin ', Working standard solutions of Hg™™ and MeHg™ (between 40 and
570pgl™! for each spedes) were prepared in the corresponding mobile phase. Each
standard solution was injected in triplicate in three independent working sessions for each
mobile phase composition. As an example, Figure 1 shows the results obtained in a single
working session for each mobile phase. The sensitivity of the fluorescence detector differed
depending on the mobile phase composition.

When using MeOH : TBAB as mobile phase (Figure 1a), with a relatively high MeOH
percentage, a lack of linearity and reproducibility for Hg* signal (second peak) was
detected. This observation could be attributed to memory effects, which have also been
described when using I[CP-MS as detector [10]. This notion was confirmed by the finding
that Hg™™ was detected only from concentrations about 280 pg 17!, thereby revealing the
retention of this species in the chromatographic system. In contrast, a linear response and
good reproducibility (RSD < 4%) was obtained for MeHg™.
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Figure 1. Chromatograms of standard solutions containing a range of concentrations of MeHg!

and Hg"' using three mobile phases: (a) MeOH:TBAB (50:50); (k) L-cysteine (100%:);
(c) ACN:APDC (65:35). Water phase composition and flow rates as shown in Table 2.
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When working with L-cysteine as mobile phase (Figure 1b), good resolution of the
peaks of the two species was not achieved in our working conditions with an AFS detector;
however, reproducibility of the obtained signal for Hg'™ was better than when using
TBAB in the mobile phase, and memory effects were not observed.

Using ACN :APDC as a mobile phase (Figure 1e), we achieved a good linear response
in the whole concentration range studied and signal reproducibility with RSD less than
6% for both species. Moreover, a good resolution of the peaks was achieved. Thus, from
a chromatographic point of view, ACN: APDC showed the best performance and was
consequently used for further assays.

To reduce the time of analysis, the organic solvent proportion (ACN) was increased
from 65 to 75%. This increase not only reduced the time of analysis to less than 10 minutes
but also led to an increase of about 40% in the intensity of the fluorescence signal.
On the basis of the effects observed, we performed a systematic study of the factors that
affect the detection signal when using APDC in the aqueous phase.

3.2 Optimisation of HPLC-AFS system

We examined the effect of mobile phase composition and reducing conditions on detector
sensitivity. To this end, assays were carried out in batch without chromatographic column
and simulating the eluting medium. Working standard solutions of Hg™" and MeHg™
(between 20 and 285pgi™" for each species) were made up with the corresponding
medium.

To study the effect of eluting solution, various compositions containing an agueous
solution of APDC, and different organic modifiers such as, ACN (providing good results
in preliminary studies) and MeOH, were tested, and one mixture without APDC was also
included (Table 3). In all cases, a solution of 1.5% SnCl; in 4% HCI was used as a
reducing agent at flow rate close to 4mimin'. Each standard solution was injected in
triplicate in two independent working sessions for each eluting solution composition.

Given that when any eluting solution is substituted by a pure solvent mercury species
are not strongly complexed, then presumably the oxidation step is more effective and
consequently a greater signal response should be obtained in the detector. On this basis, we
chose the intensity of emission obtained in pure water solutions as the maximum signal
that a detector yields in the working conditions tested.

The results obtained for each species using the eluting solutions are shown in Figure 2.
When using solutions containing ACN (three first bars), signals were about 25 times lower
than those obtained with water. This observation can be attributed to the quenching
effects on mercury fluorescence signal [21] caused by the photo-oxidisation products of
ACN |22-23]. When MeOH was used as organic phase (third and fourth bars), the signal

Table 3. Composition of eluting solutions used in batch studies.

Organic phase Agqueous phase Ratio
ACN APDC 0.0015M NH,CH,CO0 001 M (pH 5.5) 700 30
ACN H.0 700 30
MeOH: CAN (65:15)  APDC 00015 M NHCH.COO0 0.01M (pH 5.5)  80:20
MeOH APDC 0.0015M NH,CH,COO 001 M (pH 5.5) 700 30
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obtained was about six tmes lower than that achieved with pure water, and
about five times higher than when ACN is used as organic modifier (first and second
bars in Figure 2). Therefore, the euting solution MeOH:APDC provided the maximum
response, as peak area, for both species.

The effect of the reducing agent on detector sensitivity was studied for the eluting
solutions with extreme behaviour (second and last solvent mixtures in Table 3). The
reducing agents examined were the two most used in the hterature: SnCl, [5,24] and
NaBH, [11,13]. The experimental conditions used in this study were a solution of 1.5%
SnCl in 4% HCI at flow rate close to 4 mimin ™ ,and a solution of 0.05% NaBH,4 in0.5%
NaOH at flow rate close to 4mlmin_], with the addition of 0.1 M HCI at flow rate close
to Smimin™! for hydride generation. Each standard solution was injected in triphcate
in one working session for each eluting solution.

The peak areas obtained when using SnCly were higher than when using NaBHy
(Figure 3). When MeOH :APDC was used as eluting solution, peak areas obtained with
SnCly were about two times higher for both mercury species. When using ACN: H20 as
eluting solution and SnCl, as reductant, peak areas for MeHg™ were about three times
higher than those obtained with NaBH4, and about 1.2 times higher for Hg™". These

1L 20512170

"
T . 1+
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Figure 2. Peak area (intensity of fluorescence) for each species when using different eluting solutions
compared to pure water,
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results are consistent with studies that describe the quenching effects between mercury and
the hydrogen produced i the reduction step when NaBHy 1s used as reduetant [11.21]. 1t s
described in the hterature that the presence of 17% of hydrogen in the carrier gas
composition decreased atomic fluorescence sensitivity for mercury down to 95.6%,
whereas a composition of 48% of hydrogen caused a decrease of 9% on mercury signal
[25). However, it is also reported that NaBH, concentration lower than 1x 107" M
reduced the quenching effects [26). In this work, when using MeOH:APDC as eluting
solution and a solution of NaBH, at micromolar level (1 x 10°* M) in 0.2M NaOH, peak
areas for both mercury species were 2 times lower than those obtained with SnCl; at the
previous experimental conditions. Thus, SnCl, was used as reducing agent for the
subsequent HPLC system optimisation.

We selected the mobile phase composition on the basis of sensitivity provided on
detection (MeOH : APDC). Using 1.5% S5nClL in 4% HCI as reducing agent, we then
examined the proportion of MeOH in the mixture in order to achieve greater separation
in a shorter time. Working standard solutions of Hg** and MeHg" (between 20 and
285 pg ™! for each species) were injected in duphicate in the chromatographic system. For
the percentages of MeOH studied (70-85%), the results in terms of resolution, time of
analysis and sensitivity (in terms of slope values in the calibration graph) are shown in
Table 4. A mobile phase of MeOH : APDC (80:20) was a good compromise for time
of analysis under 10minutes, and good sensitivity and chromatographic resolution for
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Figure 3. Peak area (intensity of fluorescence) for each species when using two distinct
reducing apents.

Table 4. Analytical parameters at a range of methanol proportions in the mohile phase.

Retention time (s) Sensitivity (slope)
Time of
MeOH (%) MeHg' Hg™ Resolution  analysis (s) MeHg' Hg™
70 433 1025 8.9 1200 1.567 1.594
75 332 611 5.2 800 1.895 2.554
80 W7 452 32 N 2152 2.367
82 260 37 26 550 1.816 2,366
83 241 322 1 500 1.371 1.839
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both species. Thus, the final selected conditions for the proposed HPLC-UV-CV-AFS
method for Hg™™ and MeHg™ determination are summarised in Table 5.

3.3 Effect of injector material

When using liquid chromatography for mercury spedation, the stainless steel components
used during injection lead to adsorption of the species [10]. We examined potential
memory effects of injection systems made of two materials: S8 and PEEK. For the selected
mobile phase (MeOH : APDC 80 : 20), both injectors were tested in the same conditions.
Five injections with increasing volumes from 0.25 to 2mi of a standard solution of Hg™"
and MeHg™ (containing about 100pgl™ in each species) were introduced in the
chromatographic system in order to determine reproducibility. Results showed a relative
standard deviation (RSD) of about 2% for Hg™ and 3% for MeHg ™, independently
of the material of the injection system and the sample volume introduced. However,
to prevent the memory effects in the injection system when dealing with samples
with concentration levels higher than 100 pg 17", we highly recommend cleaning the system
with 300 uL of mobile phase prior to analysis.

3.4 Analytical figures of merit and method applicability
The detection limits achieved for mercury species (caleulated as 3 SDygy g /slope; n=23)
were 1.5 and 14pgl™! (as Hg) for Hg™ and MeHg ™, respectively. The quantification
limits (10 SDigpank/slope; n=23) were 5.1 and 4.6pg1™" (as Hg) for Hg™™ and MeHg™,
respectively. The detection and quantification limits were checked experimentally by
injecting standard solutions from 0.5 to 10 pgl™". Both species were detected at about
1pgl™" and were quantifiable from concentrations between 4 and 5 pgl™'. The detection
and quantification limits obtained are lower or similar to those of other analytical methods
using CV-AFS or CV-AAS detectors, which do not involve a pre-concentration step
(8.9,11,27.28].

Linearity range was obtained by injecting in duplicate standard solutions of Hg™™ and
MeHg™ (between 5 and 1000pgl™" for each species) in three independent working
sessions. Fluorescence signal was observed to be lineal up to 750pg ™" (r = 0.999),

Table 5. Final selected conditions for the determination of Hg*t and MeHg' by HPLC-
UW-CV-AFS.

HPLC system conditions

Column RP-Cyg (ODS Hypersil 250 mm = 4.6mm id, 5 pm)
Maohile phase §0% MeOH: 20% 0.0015 mol1™" APDC and

0,01 moll™" NHyCHLCOO (pH 5.5 with CH,CO0H)
Flow rate 1.5mlmin™"'
Injected volume (loop) 100 pL
Stainless steel injection svstem Cleaning step with 300 uL of mobile phase in load

position before each analysis
CV-AFS condirions

SnCl, concentration 1.5% in 4% HCl
SnCl flow rate 4 mlmin

Carrier argon flow rate 300 ml min !
Mitrogen flow rate 25 min
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To our knowledge there are no certified reference materials (CRMs) for Hg™ and
MeHg™ species in natural waters. Most of the CRMs available for total mercury consist on
spiked water samples. For that reason, recovery studies were undertaken using seven water
matrices (see Table 1) spiked at two concentrations (about 2 and 20 tmes over the
quantification limits). Water samples were previously characterised in order to determine
total mercury content, and in all matrices Hg content was under detection lmt
(<005 ugl™). Each water sample was analysed in triplicate in three independent working
sessions, using working standard solutions of Hg™ and MeHg™ (between 5 and 230 pg 1™
for each spedes) for calibration. Water samples were prepared following the proce-
dure described in Section 2.3, Figure 4 shows chromatograms of standard solutions and
one spiked wastewater sample for both mercury species at two concentration levels.

Timw (g}
AL 100 pg I MeHg* Hepe
15
E
B 4
10 ]
5 H
1 i i i
] 100 20 300 400 500
Tirna [2)
—Standard solution ~ +== Spiked sample

Figure 4. Chromatograms of standard solutions and a spiked wastewater sample for both mercury
species at two concentration levels (10 and 100 pg ™).
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Recoveries ranged from 90 to 115% for both mercury species in all matrices,
independently of the concentration level and water matrix complexity (Figure 5). Low
recovery values encountered when working with high saline matrices in ICP-MS technique
[14] were overcome in CV-AFS.

Data from the recovery study were processed statistically using one-way ANOVA
for each water type. RSD, (repeatability) and RSDy (reproducbility) were caleulated
following 18O 5725-1 [29). Good intra-day repeatability was obtained, with RSD,
values from 1.5 to 5% for MeHg™ at both concentrations, except for river water with
values of 7-9%. The obtained values for Hg™ ranged from 2 to 5%, except for WWTP-2
at low concentration and mineral water at high concentration, giving RSD; about 6.7%.
Reported values in the literature for repeatability ranged from 4 to 8% for both mercury
species, in spiked (500 or 50 pg ™) natural fresh waters [9,11).

125
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Minaral Tap River Saa  WAWTP-1 WWTP-2  Indusirial
wiater water  water water waste
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- 100 4
£
=
T 754 —
Q
&
50 1+ - -
25 1+ —_— -
0 T T T T T —
Mineral Tap River Sea  WWTP-1 WWNTP-2 Industrial
wraler waber Wb wealer wasle

| ~Ztimes LOGQ 0 =20 fimes LOG

Figure 3. Recoveries obtained for the two mercury species al two concentrations in seven
water matrices.
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Regarding reproducibility, for the lower concentration assaved, RSDy values
ranged from 10 to 20% for both species, except for MeHg™ in tap water and Hg*™ in
mineral and river waters with RSDyg values ranging from 25 to 27%. For higher
concentration levels, RSDy values ranged from 3 to 10% for both species, except
for MeHg™ in seawater (14%).

With respect to retention time, the reproducibility for three independent working
sessions (RSD, a=6 each day) ranged from 2-3% for Hg™™ (tg=T7.5min) and 1-1.5% for
MeHg™ (¢ =4.5min) considering standard solutions as well as water samples analysed.
The values obtained are more than acceptable given the use of a coupled technique
(HPLC-UV-CV-AFS) and the analysis of water matrices of increasing complexity.

Given the quality parameters established, the proposed analytical method is suitable
for Hg™™ and MeHg™ determination in natural waters from polluted areas with mining
activities. Reported mercury concentrations in these areas are up to 2.5 gl in Alaska
[20], and up to 13-20pgl~! in California and Almadén (Spain) [31-33] and have even
reached values of 11L,000ugl™! in some water samples from the latter [34). MeHg™
concentrations have been reported for only in few cases for this type of sample, accounting
for about 0.02 to 0.23% of total mercury [31,32). The broad application of the proposed
method for the analysis of Hg® and MeHg™ in natural waters from non-polluted areas
would require the development of a pre-concentration step.

4. Conclusion

The comparison of three mobile phase compositions in the analytical speciation of
mercury (Hg™, MeHg ™) using HPLC-UV-CV-AFS revealed that the addition of APDC
as complexing agent in the aqueous phase provided the best results under our experimental
conditions. We recommend replacing ACN by MeOH in order to prevent the quenching
effects on mercury fluorescence signal.

The use of S8 or PEEK in the injection system leads to same results, when a cleaning
step with mobile phase is incdluded in the routine.

A chromatographic system using a RP-Cyy column and a mixture of MeOH: APDC
(80:20) as mobile phase, with a solution of 1.5% SnCls in 4% HCI as reducing agent,
proved an easy and robust analytical method for Hg™™ and MeHg™ determination by
CV-AFS in polluted waters. Compared to the instrumentation required in other analytical
techniques, the atomic fluorescence detector is user-friendly, economic and sensitive, thus
rendering the proposed method highly applicable for routine polluted environmental
samples.
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