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IV. METODOS EXPERIMENTALES.

1. CONSIDERACIONES GENERALES.

Para la realizacion del presente proyecto se han llevado a cabo diversos
muestreos a lo largo de la zona objeto de nuestro estudio. En concreto, han
sido seleccionados nueve puntos, distribuidos tanto por las aguas de la bahia
de Cadiz como la de Algeciras, de balanus spp., asi como veintitrés muestras

de aguas localizadas en la misma area.

Las distintas muestras de balanus spp. fueron recogidas en dos
muestreos sucesivos, correspondientes a cada una de las bahias gaditanas, a
principios del mes de Febrero del ano 2003, mientras que las muestras de
aguas fueron conseguidas a partir de cuatro muestreos repartidos a lo largo del
afo 2002.

2. TOMA DE MUESTRAS.
2.1 INTRODUCCION.

En el proceso de muestreo y transporte al laboratorio fueron adoptadas
las medidas necesarias para mantener intacta la composicion de las muestras
y conseguir asi conservar la representatividad de las mismas.

La toma y preservacion de las muestras se han realizado de acuerdo
con las normas ISO (ISO 5667/3-1985 E) y con las recomendaciones recogidas
en el “Standar Methods” (SM 1060 B y 1060 C).

2.2 LOCALIZACION DE LOS PUNTOS DE MUESTREO.

La ubicacion de los distintos puntos donde fueron tomadas las muestras,

tanto de aguas como de balanus spp., para la determinacion del contenido en
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metales de las dos bahias, se llevd a cabo con el objetivo de que los datos
obtenidos fueran representativos del area bajo estudio.
Para ello se han seguido dos criterios fundamentales:
1. Obtener una distribuciéon espacial homogénea de los puntos de
muestreo a lo largo de las aguas costeras de ambas bahias.
2. Conseguir detectar la posible influencia de los nucleos industriales y

urbanos localizados en la zona de estudio.

En funcién de estos criterios, la localizacién de los puntos se llevo a

cabo de la siguiente forma:

a) Para los balanus spp. se fijaron nueve enclaves distribuidos segun:

- Cinco puntos en la bahia de Algeciras (ver figura 9).

- Cuatro puntos en la bahia de Cadiz (ver figura 10).

En las tablas 10 y 12 se muestra la ubicacion de los puntos.

b) Para las muestras de aguas se fijaron veintitrés enclaves

distribuidos segun:

- Trece puntos en la bahia de Algeciras (ver figura 9).

- Diez puntos en la bahia de Cadiz (ver figura 10).

En las tablas 9 y 11 se muestra la ubicacion de los puntos.

59



e ]
PR Engenadn del-Saladilly
; Plinnfo del Rodeo’|

G

Fangs
Potrn
Patny
Fonrs
oo |
i |
o
oot [
-
[
-
G
G

Arny ]

fangn Enenada de .‘-.quu h
o eorors ST

Punta de Europa % ]

Aorag

Figura 9. Localizacién de los puntos de toma de muestras de aguas y

balanus spp. en la bahia de Algeciras.

° Muestreos de aguas.

Muestreos de balanus spp.
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Tabla 9: Situacion de los puntos de muestreo de aguas en la bahia de Algeciras.

COORDENADAS

ZONA DE ESTUDIO | DENOMINACION UTM LOCALIZACION
X 287206,8
AA1 ' La Linea de la Concepcién
Y 4004566,1
X 285235,4
AA2 Puente Mayorga
Y 4006716,1
X 285235,4 .
AA3 Pantalan de CEPSA
Y 4006716,1
X 282467,3 .
AA4 Puerto de Gibraltar-Intercar
Y 4006284,2
X 280173,5 .
AA5 Algeciras
Y 4002567,5
X 286849,3 ) .
AAG La Linea de la Concepcién
BAHIA DE Y 4005361,7
X 284224 1
ALGECIRAS AA7 Astilleros de Crinavis
Y 4006625,5
AAS X283124,6 Desembocadura del rio
Y 4006503,3 Guadarranque
AAQ X281602,5 Desembocadura del rio
Y 4005938,3 Palmones
X 280922,1 . .
AA10 Y 40050273 Playa del Rinconcillo
X 280483,9 . .
AA11 Y 4003920.3 Playa del Rinconcillo
X 2841351 ,
AA12 Y 4004021.9 Centro de la bahia
X 280508,1
AA13 Ensenada de Getares
Y 4997685,3

Tabla 10: Situacion de los puntos de muestreo de balanus spp. en la bahia de

Algeciras.
ZONA DE ESTUDIO | DENOMINACION|  COORDETIADAS LOCALIZACION
X 287875,8 Muelle pesquero de La
AB1 , )
Y 4003979,7 Linea de la Concepcion
X 285373,2
AB2 Puente Mayorga
Y 4006602,3
n X 284426,8
BAHIA DE AB3 Muelle petrolero de CEPSA
ALGECIRAS Y 4006719,8
X 282740,2 Muelle de la central térmica
AB4 .
Y 4006344,5 Los Barrios
X 280344,4 Muelle pesquero de
AB5 .
Y 4001800,2 Algeciras

61




\
culadero YO

-

=
%_}afas Las Puercas

de los Sabonesest,

Punta.de 1a Chica
ot taChicalg

—_—y

Figura 10: Localizacion de los puntos de toma de muestras de agua y balanus
spp. en la bahia de Cadiz.
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Tabla 11: Situacion de los puntos de muestreo de aguas en la bahia de Cadiz.

) COORDENADAS ]
ZONA DE ESTUDIO | DENOMINACION UTM LOCALIZACION
CA1 X 2072817 Cédiz (Puerto comercial)
Y 4049098,0
CA2 X 2082193 Club Nautico
Y 4045790,8
X 209346,4 Puente Ramon de
CA3 Carranza
Y 4044870,7
CA4 X 212798,3 Isla Verde
Y 4045245,6
BAHIA DE CADIZ CA5 X205003,0 Cadiz
Y 4049509,5
CA6 X209940,2 Playa de Levante
Y 4049066,4
CA7 X 211345,7 San Fernando
Y 4043246,3
CA8 X 210858,0 Playa de Valdelagrana
Y 4052721,8
CA9 X 207742,0 Vistahermosa
Y 4052819,8
CA10 X206201.9 Playa de Santa Catalina
Y 4056030,2

Tabla 12: Situacion de los puntos de muestreo de balanus spp. en la bahia de Cadiz.

. COORDENADAS )
ZONA DE ESTUDIO| DENOMINACION UTM LOCALIZACION
CB1 X 207090,85 Puerto de la planta Delta
Y 4048682,54
X 209383,26 Puerto de Astilleros de
CB2 Puerto Real
BAHIA DE CADIZ Y 4045584,85
X 209114,16 Puente Ramon de
CB3 Carranza
Y 4045064,86
CB4 X 214390,39 Puerto pesquero de

Y 4046996,96

Puerto Real
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3. PRESERVACION DE LAS MUESTRAS.

3.1INTRODUCCION.

Un factor fundamental a tener en cuenta en el proceso de toma y
analisis de una muestra es el tiempo transcurrido desde su obtencion en el
lugar de muestreo y su posterior analisis en el laboratorio. Durante este periodo
pueden producirse modificaciones en el estado de las muestras debido a
factores como la temperatura, composicion de los recipientes, etc. Por esta
razon es necesario tomar las medidas adecuadas para asegurar la
preservacion de las muestras y de esta manera conseguir unos resultados que

reflejen fielmente el valor del parametro a analizar.

3.2 PRESERVACION DE LAS MUESTRAS DE AGUA.

Sobre la base de la informacion bibliografica disponible, se empled la

siguiente sistematica de preservacion de las muestras de agua:

- Los envases utilizados en la toma de muestra, el tipo de agente
preservante y el tiempo maximo que puede transcurrir entre la toma

y la determinacién de los parametros se muestran en la tabla 13.

- Los envases empleados fueron tratados con acido nitrico diluido
[1:1] y posteriormente se enjuagaron repetidas veces con agua

pura hasta la eliminacién total de la acidez.
- EI material de laboratorio empleado fue tratado previamente con

acido nitrico diluido [1:1], para después ser aclarado sucesivamente

con agua destilada, bidestilada y ultrapura.
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Tabla 13: Condiciones de preservacion de muestras de aguas.

HNO3 (1:1) y refrigeracion
a 4°C

PARAMETRO | TIPO DE TECNICAS DE TIEMPO
ENVASE PRESERVACION MAXIMO
Arsénico,
Niquel, Cobre, Filtraciéon con filtro 0,45
Manganeso, um y posterior
_ 2 meses
Cinc, Hierro, Polietileno | acidificacion hasta pH < 2
Plomo, Cromo con HNO3;
y Cadmio
Filtraciéon con filtro 0,45
um, adicion 2ml/l de
Mercurio Polietileno K2Cr07 20% (p/v) en 2 meses

3.3 PRESERVACION DE LAS MUESTRAS DE BALANUS SPP.

El proceso de preservacion y preparacion de las muestras se extiende

desde la toma hasta el posterior ataque y analisis de las mismas.

El esquema seguido fue el siguiente:

= Toma de muestras en los puntos elegidos segun los criterios del

apartado 2.2. A continuacion se muestran unas imagenes de un

grupo de balanus spp. adherido a los pilotes de los muelles, de

donde son desprendidos mediante espatulas.
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Fotografia 5: Grupo de balanus spp. adherido a los pilotes de los muelles.
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= Transporte en neveras desde el punto de muestreo hasta los

laboratorios para evitar la putrefaccion de los organismos.

= Colocacion de las muestras sobre papel secante en la mesa de

trabajo.

= Extraccidon de los escaramujos de su “caparazén” mediante
palilos de madera para evitar una posible contaminacion. Esta
operacion requiere un especial cuidado en orden a conseguir una
extraccion “limpia” del escaramujo, es decir, sin restos de
conchas o liquenes que llevarian a la obtencién de resultados no

representativos en el analisis.

= Colocacion de los escaramujos obtenidos en capsulas Petri

previamente identificadas con la muestra con la que se esta

trabajando.

= Congelacion de las capsulas Petri hasta el momento de la

digestion y analisis de las muestras.

4. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS.

4.1 TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE AGUA.

4.1.1 INTRODUCCION.

En la siguiente figura se muestran los tratamientos previos al analisis asi

como los parametros analizados en las muestras de aguas:
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EXTRACCION i, liifi;
» CON > Nl, Cd, Pb,
RESINA Ag
CHELEX
CMUESTRA}; FILTRACION |p| PRESERVACION | — »| EXTRACCION » Zn, Cr (V)
CON
APDC.
» As
» Hg

Figura 11: Parametros analizados y tratamientos previos de las muestras

de aguas.

En este estudio ha sido necesario cuantificar bajas concentraciones de
metales en una matriz, que debido a su alto contenido en sales, podia
ocasionar interferencias. Por este motivo se han empleado técnicas que

concentran estos elementos y los separan de su matriz interferente.

En los métodos de extraccion y concentracidn seleccionados, los
metales se separaron sobre una fase organica.

4.1.2 PROCESOS DE EXTRACCION Y CONCENTRACION DE
METALES.

Extracciéon y concentracion con APDC-MIBC de zinc y cromo
(V).

a) Fundamento del método.

En este método, los metales se acomplejan, empleando como
agente quelante el pirolidin ditiocarbamato de amonio (APDC), y estos

complejos se extraeran con metil isobutil cetona (MIBC). Este
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procedimiento tiene la ventaja de que, al menos, parte de los
componentes de la matriz se quedan en el disolvente acuoso, lo que
derivan en una reduccion de las interferencias. Este método permite

alcanzar un factor de concentracion de 10 para 250 ml de muestra.

b) Reactivos.
1. Agua ultrapura (<18,3 MQ cm™).
2. Acido nitrico 65% de MERCK, calidad suprapur®.

3. Metil isobutil cetona (MIBC) de MERCK, calidad para analisis

por extraccion.

4. Solucion de amonio pirolidin ditiocarbamato (APDC) al 2%. Se
preparo diariamente disolviendo 2 g de APDC sal aménica de

MERCK para analisis en 100 ml de agua ultrapura.

5. Solucion de hidréxido sodico (NaOH al 20%). Disolver en un
vaso de precipitado 20 g de NaOH de MERCK para analisis

de 100 ml de agua ultrapura.

6. Solucion de cloruro aménico de pH 9. Se disolvieron 25 g de
sal en 100 ml de agua ultrapura. El pH se ajusto con solucion
de NaOH al 20 %.

7. Soluciones patron de cinc, hierro y cromo (VI) de 1000 mg/I
de MERCK.

8. Sulfato sdédico anhidro de MERCK para analisis.
c) Equipos
= PH-metro modelo micropH 2001 de CRISON.

= Agitador de vaivén modelo AVV-1 serie B de SBS.
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Agitador magnético “Agimatic-N” de J:P:SELECTA.

d) Calibracion.

En

matraces aforados de 500ml se prepararon diversas

concentraciones crecientes de soluciones patrén de cinc, cromo (VI) y

hierro, afiadiendo en todas ellas 1 ml de HNO3; concentrado y enrasando

con agua ultrapura. A continuacién se trataron igual que las muestras,

salvo en la adicion de APDC al 2% y MIBC, donde se doblaron los

volumenes afadidos para mantener las proporciones,

e) Procedimiento.

Medir 250 ml de muestra en una probeta graduada.

Pasar a un vaso de precipitado, lavando las probetas con 10

ml de agua ultrapura.

Elevar el pH entre 2 y 2.5 con NaOH al 20% concentrado.
Ajustar posteriormente el pH a 3.5£0.1 con la solucién de
CINH4. En este rango de pH los metales forman complejos

mas estables con el agente quelante.

Verter sobre un embudo de decantacién de 1 litro, lavando

los vasos con 25 ml de agua ultrapura.

Afadir 25 ml de solucion de APDC al 2% y tras homogeneizar
bien con el fin de que se produzca la quelacion del metal con
el APDC, anadir 25 ml de MIBC mediante dosificador para
extraer este complejo. Agitar durante 10 minutos en un
agitador de vaivén o bien durante 5 minutos de forma

manual.
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= Dejar

decantar

durante una hora como minimo en la

oscuridad y preferentemente a baja temperatura.

= Recoger

previamente se habra afadido SO4Na

la fase organica en tubos de ensayo donde

anhidrido para

eliminar trazas de agua.

MUESTRA PRESERVADA
pH<2

[ AJUSTE pH 3.5+ 0.1 ]

25 ml APDC 2%

»)
)l

[

[

v Agitacion
FORMACION COMPLEJOS
METAL-APDC
< 25 ml MIBC;
v Agitacion
EXTRACCION COMPLEJOS
METALICOS

Recogida en tubos de

v v
@SE ACUOSA DESECHADD GASE ORGANICD

ensayo con SO4Na,
anh.

v
[ ELIMINACION TRAZAS DE AGUA ]

v
[ DETERMINACION ANALITICA ]

Figura 12: Método de extraccion y concentracion de cinc y cromo (VI).
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Extraccion y concentracion con resina CHELEX-100 de cobre,

manganeso, cadmio, niquel, plomo y plata en agua de mar.
a) Fundamento del método:

Preconcentracidon y eliminacion de interferencias de las muestras a su
paso a través de una resina de intercambio io6nico. Posteriormente los
contenidos de Cu, Mn, Cd, Ni, Pb y Ag se determinaron mediante
espectrofotometria de absorcién atomica electrotérmica (SM 3113A) con
corrector Zeeman. Este método permite alcanzar un factor de concentracion de
40 para 1000 ml de muestra, habiéndose partido para su elaboraciéon de los
trabajos publicados por Kingston et al. (1978) y Batistoni et al. (1996) con

ligeras modificaciones.
b) Reactivos:

1. Acido nitrico 2.5 M; se prepara a partir de HNO; suprapur®
mediante diluciones adecuadas.

2. Solucién de amoniaco 2 M; se prepara a partir de NH3 suprapur®
mediante las diluciones adecuadas.

3. Solucién de amoniaco suprapur® mezclado a volumenes iguales
con agua ultrapura.

4. Solucidn de acetato de amonio 1 M (pH 5.2): disolver 77.08 grs. De
acetato de amonio para analisis con agua ultrapura, ajustando el
pH con HNO; suprapur® sin diluir, antes de enrasar a 1000 ml.. A
continuacion, se pasa la solucion a través de la resina CHRLEX-
100 de manera analoga a como se haria con una muestra,
eliminando la etapa de elusion selectiva de metales interferentes
(Na, K, Ca, Mg).

5. Agua ultrapura (18.3 MQ cm™).

6. Soluciones patron de cobre, manganeso, cadmio, niquel, cromo vy
plata 1000mg/l de MERCK.

7. Resina de intercambio iénico CHELEX-100 (200-400 mallas) de

laboratorios BIO RAD, en su forma sédica.
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c) Material y equipos:

= Agitador magnésico “Agimatic-N” de J.P.SELECTA.

» Balanza SARTORIUS BL 1500.

= pH-metro mod. GLP 21, de la casa CRISON, al igual que las
soluciones buffer empleadas.

= Columnas cromatograficas para intercambio idnico de vidrio,
suministradas por la casa ALAMO (mod. N° 2) de 20 cm. de
longitud y 2 cm. de diametro interior, con llaves de paso de teflon y

disco de vidrio sinterizado soldado en su base.

d) Preparacion de la columna y procedimiento de purificacién:

= Rellenar la columna con resina CHELEX-100 (200-400 mallas) en
su forma sodica. Para 1000 ml de muestra utilizar 6 ml de resina.

= Lavar la resina con 30 ml de HNO3; 2.5 M, en porciones de 5 ml,
para eliminar posibles contaminaciones por metales traza presentes
en la columna y, con 2 volumenes de 5 ml de agua ultrapura con el
fin de eliminar el acido.

= Afadir 15 ml de amoniaco 2 M en alicuotas de 5 ml, con el fin de
transformarla resina a la forma NH;"; chequear el pH del efluente
para asegurar la basicidad de éste, y en caso contrario, adicionar
otros 5 ml de amoniaco 2 M.

= Lavar, por ultimo, la resina con 15 ml de agua ultrapura en

alicuotas de 5 ml para eliminar el exceso de amoniaco.
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LLENADO COLUMNA
CON CHELEX-100

INICIO

< 30 mHNO; 2.5 M

\ 4

ELIMINACION
METALES TRAZA RSIDUALES

< 10 ml H,O
A 4

[ ELIMINACION RESTOS ACIDO ]

< 15 mINH; 2.0 M
A 4
RESINA
EN FORMA NH;
5mlNH; 2.0 M
no pH>7
si < 15 ml H,0O

v
[ ELIMINACION RESTOS NH ]

A 4

STAND-BY

Figura 13: Preparacién de la columna y procedimiento de purificacion.
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e) Preparacion de la muestra:

Tomar 1000 ml de muestra y afadir 5 ml de acetato de amonio 1 M
para ayudar a tamponar el sistema. A continuacion ajustamos su pH a
5.20 + 0.05 mediante la adicién del reactivo 3. Si fuera necesario bajar

el pH durante el ajuste, se emplearia HNO3 suprapur® diluido.
f) Procedimiento de separacion y preconcentracion:

Una vez preparada la muestra y situada en el embudo en altura, se

procede como sigue:

= Lavar la resina con 15 ml de agua ultrapura para eliminar el posible
exceso de amoniaco.

= Hacer fluir la muestra a través de la columna con una velocidad
inferior a 0.2 ml/min (aprox. 20 segundos entre gota y gota) hasta
que la concentracién de la resina se haya completado (2 a 3
minutos) y aumentar entonces el flujo a 1.0 ml/min.

= A continuacién pasar a través de la columna 70 ml de acetato de
amonio 1 M (pH 5.2) con una velocidad de flujo de 0.5 ml/min. De
esta forma se produce una elusién selectiva de los metales
alcalinos y alcalinotérreos (Na, K, Ca, Mg).

= Lavar la columna con 15 ml de agua destilada, en alicuotas de 5
ml, con el fin de eliminar el acetato de amonio.

= Fluir por ultimo, los metales traza con 5 alicuotas de 5 ml de HNO3;
2.5 M. El eluato se recoge en un matraz aforado de 25 ml.

* Finalmente, y a la espera de medir el eluato recogido en el
espectofotdmetro, se procede a preservar la resina hasta la
siguiente muestra, repitiendo cada uno de los pasos de la etapa d),

a excepcion del primero.
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STAND-
BY

¢ 15 mIH,0

A 4

[ ELIMINACION }

RESTOS NH

1000 ml muestra
< tamponada a pH 5.20

A 4

CONTRACCION
RESINA 0.2 ml/min

A 4

EXTRACCION IONES
METALICOS 1.0 ml/min

P 70 ml acetato de
< amonio 1 M (pH 5.2)
v

[ ELUCION SELECTIVA METALES }

INTERFERENTES (Na, K, Ca, Mg)

< 15 ml H,O
\ 4

ELIMINACION
ACETATO
RESIDUAL

25mlHNO; 2.5 M

A 4

ELUCION METALES
TRAZA ((Cu, Mn, Cd, Ni, Pb,Ag)

» Eluato al EAA

PURIFICACION
COLUMNA

Figura 14: Procedimiento de separacion y preconcentracion.
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4.2 TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE BALANUS SPP.
4.2.1 INTRODUCCION.
A continuacién, aparece un esquema de los tratamientos previos a los

que fueron sometidas las muestras de balanus spp. Asi como de los

parametros analizados en las mismas:

( MUESTRA )

\4
[ PREPARACION 1

(EXTRACCION)

\ 4
[ PRESERVACION }

(CONGELACION)

\ 4
[ DESCONGELACION ]

A 4

DIGESTION
(EN HORNO
MICROONDAS)

As, Hg, Cr,Cd, Ag, Ni
Zn, Fe, Cu, Mn, Pb

Figura 15: Parametros analizados y tratamientos previos de las muestras

de balanus spp.
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4.2.2 DIGESTION DE LAS MUESTRAS DE BALANUS SPP.

La disolucion de las muestras se hizo por via humeda en

recipientes cerrados, utilizando un horno microondas.
a) Fundamento.

Las radiaciones emitidas por el horno microondas provocan la
rotacion de las moléculas o iones, lo que da lugar a fricciones entre las

mismas y por tanto un calentamiento.

Normalmente se utilizan recipientes que son transparentes a las
radiaciones de microondas de manera que esta penetra en el sélido o

liguido calentando toda la masa y no solo las moléculas superficiales.

En nuestro caso los recipientes utilizados son de teflon, los cuales
se caracterizan por ser inertes quimicamente, es decir, no se ven
atacados por los acidos calientes, y ademas son transparentes a las
radiaciones. Estos recipientes (llamados también reactores) van
provistos de una valvula de seguridad y una tapadera para que queden

herméticamente cerrados (ver Figura 16).

Aunque el fin principal de utilizar recipientes cerrados es trabajar
con una mayor presion, este hecho tiene otras dos ventajas, no existe

perdida de volatiles y no hay riesgo de contaminacion.

Una de las ventajas de los hornos microondas es su rapidez, por
un lado las ondas microondas atraviesan el recipiente sin problemas
llegando a toda la masa de acido y por otro lado se trabaja a alta presion

y temperatura (ver Figura 17).
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Valvula de seguridad

Figura 16: Reactor de teflon.
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Figura 17: Horno microondas
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b) Reactivos.
1. Acido nitrico 65% de MERCK, calidad suprapur®.
2. Peroxido de hidrogeno 30% de MERCK, calidad suprapur®.
3. Agua ultrapura (<18,3 MQ cm™).
c) Equipos.
* Horno microondas MILESTONE MLS 1200.
= Balanza analitica.
d) Procedimiento.

La secuencia de operaciones realizada con cada muestra

(analizadas por duplicado) fue la siguiente:

- Pesar 3g aproximadamente de cada una de las muestras
en una balanza analitica mediante el uso de vidrios de reloj

(se debe conocer la cantidad exacta de muestra pesada).

- Introducir la cantidad de muestra pesada en los reactores del
microondas y afadir 5ml de &cido nitrico. Dejar reposar

durante 30 min.

- Cerrar los reactores e introducirlos en el horno microondas
donde se someten a un primer ataque segun el programa 6
(tiempo: 5 min, potencia: 240 w; tiempo: 5 min, potencia: 480

w).

- Extraer los reactores y dejar enfriar. Una vez frios, retirar la
tapa y anadir 1 ml de peroxido de hidrégeno. A continuacién
volver a cerrar e introducir de nuevo en el horno para

someterlos a un segundo y ultimo ataque segun el programa
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7 (tiempo: 5 min, potencia: 300 w; tiempo: 5 min, potencia:
600 w).

- Finalizado el ataque, retirar los reactores y dejarlos enfriar
hasta temperatura ambiente. Seguidamente, abrir y verter el
contenido de los mismos en matraces aforados de 50 ml para

enrasarlos posteriormente con agua pura.

NOTA: Todo el material empleado en el proceso de ataque
descrito fue tratado previamente con acido nitrico diluido [1:1],
agua destilada y agua pura sucesivamente, para evitar la
contaminacion de las muestras con los metales que se iban a

analizar.
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5. ANALISIS DE LAS MUESTRAS.

5.1 INTRODUCCION

La determinacion de

los diferentes metales se llevd a cabo

mediante distintas técnicas de espectroscopia de absorciéon atdmica

(EAA) que aparecen expuestas en las siguientes tablas:

Tabla 14: Técnicas empleadas con las muestras de balanus spp.

ELEMENTOS TECNICA ANALITICA
Arsénico EAA con generador de hidruros
Mercurio EAA sin llama con técnica de vapor frio
Zinc EAA con llama aire-acetileno previa dilucion de la muestra

Cobre, Manganeso, Hierro

EAA con llama aire-acetileno sin dilucion de la muestra

Plomo, Cromo, Plata, Niquel, Cadmio

EAA electrotérmica con corrector Zeeman

EAA: Espectroscopia de Absorcion Atomica.

Tabla 15: Técnicas empleadas con las muestras de aguas.

ELEMENTOS TECNICA ANLITICA
Arsénico EAA con generador de hidruros
Mercurio EAA sin llama con técnica de vapor frio

Cromo (VI), Zinc

EAA con llama aire-acetileno previa extraccion con
APDC/MIBC

Cobre, Manganeso, Cadmio,
Niquel, Plomo, Plata.

EAA electrotérmica con corrector Zeeman, previa
extraccion con resina CHELEX-100.

EAA: Espectroscopia de Absorcién Atomica.

82




La eleccion de uno u otro método se realizé en funcién de la
cantidad de elemento presente en cada muestra, permitiendo la camara
de grafito medir concentraciones varios 6rdenes de magnitud inferiores a
las medidas con la llama. Ademas se observa que algunos de los
elementos a medir requieren técnicas especificas que permiten una

mayor sensibilidad en la medida, como es el caso del As y el Hg.

En las muestras de agua, los analisis de cadmio, cinc, cobre,
cromo (VI), manganeso, niquel, plomo y plata se realizaron en las
soluciones obtenidas en los procesos de extraccion y concentracion
descritos anteriormente. Estos analisis se efectuaron sobre la base de
patrones multielementos y blancos sometidos al mismo tratamiento que
las muestras. La determinacion del contenido en arsénico y en mercurio

se efectud por medida directa sobre las muestras previamente filtradas.

En el caso de las muestras de balanus spp., la determinacion se
llevé a cabo mediante el empleo de diferentes patrones de los distintos
elementos, siendo necesaria una dilucién 3:25 en el caso del Zn debido

a que los altos niveles en las muestras hacian imprecisa su medida.

A continuaciéon se realiza una descripcion de las diferentes

técnicas empleadas.

5.2 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION ATOMICA CON
GENERADOR DE HIDRUROS (UNE-EN ISO 11969:1997).

Con este método se determina el contenido de arsénico en las muestras.
a) Fundamento.

En presencia de borohidruro soédico, el arsénico se reduce a
hidruro de arsénico (lll) y es arrastrado por una corriente de argén a la
celda de medida, donde un atomizador apropiado finalmente Ilo

transforma en un vapor atémico susceptible de absorber la longitud de
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onda caracteristica del arsénico procedente de una fuente de catodo

hueco.

245" +8BH, —2A4sH, T +H, T +4B,H_ (reactor)

2AsH; i>2AS+ 3H, (celda de cuarzo)

b) Reactivos.

Todos los reactivos empleados fueron de calidad para analisis de

MERCK:

1.

Acido sulfarico (Hz SO,).

. Acido clorhidrico (HCI).

Peroxido de hidrégeno (h202)

Hidréxido sédico (NaOH).

. Solucion de borohidruro sodico al 3% (p/v) y de hidroxido

sodico al 1% (p/v). Se disuelve 1 g de hidréxido sodico en,
aproximadamente 20 ml de agua. Se afaden 3 g de
borohidruro sdédico (NaBH,4), se filtra (0,45 um) y se diluye con
agua hasta 100 ml. Se prepara la soluciéon el dia que va a

utilizarse.

. Solucion patron de arsénico de 1000 mg/l. A partir de la

misma se prepararon soluciones de calibracion que
abarcasen el rango de concentraciones esperadas. En cada
caso se anadié HCIl hasta un 2% antes de enrasar los
matraces. Las soluciones de calibracion se prepararon

diariamente, y se trataron del mismo modo que las muestras.
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7. Soluciéon en blanco. Se transfieren mediante una pipeta 2 ml

de HCI a un matraz aforado de 100 ml de capacidad nominal,
y se enrasa con agua. A la solucién en blanco se le realiza el

mismo tratamiento que a las muestras.

c) Equipos

Espectrofotometro de absorcion atémica de doble haz,
PERKIN ELMER modelo 2280.

Lampara de catodo hueco Intensitron® de PERKIN ELMER,

de arsénico.

Sistema de generacion de hidruros PERKIN ELMER modelo
MHS-10.

d) Procedimiento

Reduccion de As(V) a As(lll): para 50 ml de muestra, se aden
20 ml de acido clorhidrico, a fin de lograr la maxima
absorbancia, y 4 ml de solucion de yoduro potasico-acido
ascorbico. Se calienta durante 15 minutos a 50 °C. Por ultimo
se enfria la solucion de la muestra y se transfiere
cuantitativamente a un matraz aforado con una capacidad

nominal de 100ml. Se diluye hasta dicho volumen con agua.

Para comenzar el analisis propiamente dicho de la muestra,
se ajustan todos los parametros de funcionamiento del EAA
de acuerdo con el manual de operacion del fabricante
(longitud de onda: 193,7 nm) y se optimiza la posicion de la
célula de absorcién para obtener una transmision maxima del

haz de luz.
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- Se calibra el equipo con la solucién blanco y con los
patrones, reactor y se conecta al sistema de generacién de

hidruros.

- [Esperar a que el argdén purgue el aire del sistema, pulsar al
mismo tiempo los botones de adicion de NaBH, y de lectura

del EAA y registrar la sefal en altura de pico.

- Realizar el mismo procedimiento con las muestras.

5.3 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION ATOMICA SIN LLAMA,
MEDIANTE TECNICA DEL VAPOR FRIO (UNE-EN 1483:1997).

Con este método se determina el contenido en mercurio de las

muestras.
a) Fundamento.

Esta técnica es especifica para este elemento. En este caso se
sustituye el mechero del EAA por una celda especial de medida provista
de ventanas de cuarzo. Se trata de proceder a la oxidacién vy
mineralizacién del Hg de la muestra, que posteriormente se reduce y en

estado elemental se volatiliza, siendo arrastrado por una corriente de

Hg** +2BH, - Hg T +H, T +B,H,

aire seco que lo lleva hasta la célula de medida. El resto de las técnicas
hace uso de una lampara de catodo hueco del elemento y sigue los
mismos requerimientos que para las demas técnicas de absorcion
atdmica, pero determinandose la absorcién sin llama (técnica del vapor

frio).
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b) Reactivos

1. Solucién patron de mercurio de 1000 mg/l de MERCK.

2. Solucion de borohidruro sodico al 3% (p/v) y de hidréxido

sodico al 1% (p/v). Se disuelve 1 g de hidroxido sodico en,
aproximadamente 20 ml de agua. Se afaden 3 g de
borohidruro sédico (NaBHy,), se filtra (0,45 um) y se diluye con
agua hasta 100 ml. Se prepara la soluciéon el dia que va a

utilizarse.

3. Solucion de permanganato potasico (MnO4K) al 5% (p/v).

c) Equipos

Espectrofotometro de absorcion atémica de doble haz,
PERKIN ELMER modelo 2280.

Lampara de catodo hueco Intensitron® de PERKIN ELMER,

de arsénico.

Sistema de generacion de hidruros PERKIN ELMER modelo
MHS-10.

d) Procedimiento

Partiendo de la solucién de 1000 mg/l se preparé una
solucién patron diluida de 0,1 mg/l de concentracion,
diluyendo con acido nitrico al 1,5 % (v/v) y estabilizando con
unas gotas de solucién de permanganato potasico. De la
soluciéon preparada, se tomaron distintos volumenes, con el
fin de construir una curva de calibrado en la que interpolar la
lectura de las muestras y deducir el contenido de mercurio de

las mismas.
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5.4 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION ATOMICA CON LLAMA AIRE-
ACETILENO.

Los elementos que se determinan empleando esta técnica vienen

especificados en las tablas 14 y 15.

a) Fundamento.

Se trata de formar un vapor atdémico dentro de una llama
producida por un mechero especial, alimentado por un flujo constante de
aire-acetileno. A través de la llama se hace entonces incidir un haz de
radiacion procedente de una lampara de emision del propio elemento
problema. La disminucion en la potencia del haz después de atravesar
ésta, se hallara relacionada con la concentracion del analito en la
disolucion problema, dentro de unos determinados limites operativos,

segun la ley de Beer.

b) Reactivos

1. Solucién patron de los elementos a determinar de 1000 mg/I
de MERCK.

2. Agua ultrapura (18,3 MQ cm™).

3. Acido nitrico de MERCK calidad suprapur®.

c) Equipos

= Espectrofotometro de absorcién atémica de doble haz,
PERKIN ELMER modelo 2280.
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= Lampara de catodo hueco Intensitron® de PERKIN ELMER,
de los elementos a medir con esta técnica. (ver tablas 14 y
15).

d) Procedimiento

- Una vez ajustado en el equipo de medida la longitud de onda
correspondiente a la linea del elemento a determinar, se
efectuaron medidas con las soluciones patron de distintas
concentraciones crecientes, elaboradas paralelamente a las
muestras y pertenecientes al rango lineal de cada elemento, y
se construyé la curva de calibrado, deduciéndose asi el
contenido del elemento analizado en la muestra en funcion de

sus absorbancias.

5.5 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION ATOMICA ELECTROTERMICA
(SM 3113A) CON CORRECTOR ZEEMAN.

Los elementos que se determinan utilizando esta técnica vienen

especificados en las tablas 14 y 15.
a) Fundamento.

La espectroscopia de absorcion atomica electrotérmica, a
diferencia de la atomizacién directa con llama emplea como atomizador
un horno de grafito en lugar de una cabeza de quemador. Se trata de
formar un vapor atdbmico mediante el calentamiento secuenciado de la
disolucion que contiene la muestra, un volumen pequeio que se habra
introducido previamente en la camara de grafito. Esta se calentara
eléctricamente segun un programa de temperatura caracteristico para
cada metal. En estas secuencias la muestra se secard, se sometera a

calcinacion, pirolisis y se atomizara.
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Una vez la muestra atomizada, a través del vapor atobmico se hace
incidir un haz de radiacién de una lampara de emision del propio
elemento problema. La disminucion en la potencia del haz después de
atravesar el vapor esta relacionada con la concentracion de la muestra
en el analito de acuerdo a la ley de Beer, en un determinado intervalo de

concentraciones.

b) Reactivos

1. Solucién patrén de, los elementos a determinar de, 1000 mg/I
de MERCK.

2. Agua ultrapura (18,3 MQ cm™).

3. Acido nitrico de MERCK calidad suprapur®.

c) Equipos

= Espectrofotometro de absorcion atémica PERKIN ELMER

modelo 4100 ZL, con corrector de fondo Zeeman.

= Lamparas de catodo hueco Intensitron® de PERKIN ELMER
de los elementos a medir con esta técnica (ver tablas 14 y
15).

* Inyector automatico de toma de muestra PERKIN ELMER
modelo AS-72.

d) Procedimiento.

- Se seleccioné la longitud de onda y anchura de banda

apropiada para el elemento a determinar, siguiendo las
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instrucciones concretas del manual de operacion, asi como el
tiempo de inyeccion de muestra, rampa de temperatura
aplicadas a la camara de grafito (secado, calcinacién, pirdlisis
y atomizacion), tiempo de integracion de la medida,
intensidad de corriente aplicada a la lampara y volumenes
inyectados tanto de muestra como de modificador de matriz
en la camara de grafito. La adicion del modificador de matriz
persigue eliminar problemas de interferencias que pudiese
causar la matriz de las muestras, donde los posibles restos
de cloruro sdédico, con una elevada temperatura de
volatilizacién, ofreceran resistencia a volatilizarse durante la
etapa de calcinacion del horno sin perdida de analito
(kingston et al. 1978). A continuacién se paso a obtener su
curva de calibrado, con este fin se inyectaron en el horno de
grafito, mediante el inyector automatico, soluciones patrones
de distintas concentraciones crecientes, asi como un blanco
con agua ultrapura exenta del metal a muestrear y a la que se
habra afadido la misma cantidad de aditivo (HNO3) que a la

muestra y los patrones.

Posteriormente, se inyectaron las muestras, empleandose el
mismo volumen que el utilizado para preparar la curva de
calibrado y el mismo programa prefijado. Las concentraciones
de los elementos analizados en las muestras se dedujeron
interpolando los valores obtenidos en las curvas de calibrado,
siendo fundamentalmente tramos lineales de relacién entre
absorbancia medida por el equipo y concentracion de

estandar.
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6. CALIDAD DE LOS RESULTADOS ANALITICOS.

Con el objetivo de comprobar la calidad del analisis de las
muestras de balanus spp. se realizé el mismo ataque al que fueron

sometidas estas muestras sobre un patron certificado (Mytilus edulis).

En dicho patrén se llevaron a cabo las medidas de los contenidos
en cromo, cadmio, plomo, manganeso, cobre y zinc, empleandose para
todos ellos la técnica de espectroscopia de absorcion atdbmica con horno
de grafito, excepto para el zinc, cuya concentracién mas elevada, sugirio

el uso de la técnica de llama aire-acetileno.

En la siguiente tabla se muestran los resultados del analisis del
patron realizado en el laboratorio asi como los valores certificados del
mismo. Se puede apreciar que la diferencia entre los valores respectivos
es minima, pudiéndose garantizar asi la calidad de los resultados del

presente estudio.

Tabla 16: Valores certificados y valores obtenidos en el laboratorio del

contenido en metales (mg/kg) del patrén certificado.

VALORES CERTIFICADOS VALORES LABORATORIO

ELEMENTO (mg/kg) (mg/kg)
Cadmio 0.348 0.395
Cobre 9.45 10.2
Cromo 0.780 0.970
Manganeso 7.69 7.74
Plomo 2.00 2.23
Zinc 83.1 84.0
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