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ABREVIATURAS UTILIZADAS

AAS: espectroscopia de absorcion atomica

AES: espectroscopia de emision atomica

CCMP: plasma de microondas acoplado capacitivamente.

CI: cromatografia iénica

CT: atrapamiento criogénico

DPP; polarografia diferencial de impulsos

ETV: vaporizacion electrotérmica

FI: inyeccion en flujo

FID: deteccion por ionizacion en llama

GC: cromatografia de gases

GFAAS: espectroscopia de absorcion atémica con camara de grafito
GSGD: espectroscopia de descarga luminiscente

HG: generacion de hidruros

ICP: plasma acoplado inductivamente

LC: cromatografia liquida

MS: espectrometria de masas

QFAAS: espectroscopia de absorcion atémica con célula de cuarzo
UV: ultravioleta

As(III): arsenito

As(V): arseniato

MMA: icido metilarsonico
DMA: acido dimetilarsinico
AB: arsenobetaina

AC: arsenocolina

Nota

Para nombrar los compuestos de arsénico se han seguido las normas de la IUPAC
“Nomenclatura de la Quimica Organica (IUPAC)” Adaptacion espafiola del original in-
gles por E. Fernandez y F. Farifia. CSIC-RSEQ, Madrid 1987.

“Formulacién y nomenclatura. Quimica Inorganica”. EUNIBAR, Ba.rcelona,' 1977.
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Objetivos

OBJETIVOS DEL TRABAJO.

Como consecuencia del uso indiscriminado de compuestos de arsénico que, en los
ultimos afios se esta haciendo en la industria, hay una creciente preocupacion por posi-
bles contaminaciones ambientales que pueden ocasionar dafios importantes en la flora y
en la fauna. Si bien en la mayoria de los casos es el arsénico inorganico el que se vierte
en el ambiente, debido a procesos quimicos, bacteriologicos o por la accion de microor-
ganismos, este arsénico inorganico pasa a formar especies orgéanicas, siendo las mas fre-
cuentes el acido metilarsdnico, el acido dimetilarsinico, o los aminoacidos de arsénico
tales como la arsencbetaina y la arsenocolina, compuestos que poseen muy diferente to-
xicidad para los organismos vivos. Asi, las especies mas tdxicas por ser las més reactivas
son las especies inorganicas As(IH) y As(V) en este orden. Al aumentar el grado de me-
tilacion, van perdiendo parte de su toxicidad, de forma que los 4cidos metilarsénico y
dimetilarsinico presentan todavia una notable toxicidad, mientras que la arsenobetaina y

arsenocolina son relativamente inocuas.

El desarrollo de métodos analiticos para conocer las concentraciones reales de las
distintas especies que aparecen en las muestras medioambientales, presenta grandes difi-
cultades debido a que dichas especies no poseen en su mayoria procedimientos especifi-
cos para determinarlas. Hace ya muchos afios, Gutzeit y colaboradores Propusieron la
generacion de arsina como procedimiento para controlar las concentraciones de arsénico
inorganico en tejidos biologicos (envenenamientos) y en la actualidad, sigue siendo el
mejor método para la determinacién de arsénico total y de la mayoria de sus especies

quimicas. )

Aunque quizas hoy en dia el objetivo fundamental de la investigacion que se esta de-
sarrollando, sea proponer métodos analiticos que permitan la determinacion de las dis-

tintas especies, cuando se inicié el trabajo de investigacion contenido en la presente me-

moria existian grandes controversias entre los métodos analiticos, para la determinacién

-1-



Objetivos

de arsénico total. Estas controversias se planteaban fundamentalmente cuando se trataba

de realizar fos procedimientos analiticos desarrollados participando en los ejercicios de

intercomparacion promovidos por Organismos Europeos o en la certificacion de mate-

riales de referencia. Los principales problemas sin resolver que conducian 4 las dificulta-

des de la certificacion eran los siguientes:

1°) Encontrar la mineralizacién mas adecuada a los distintos tipos de muestra que mini-
mizaran al maximo problemas tales como pérdidas del analito por volatilidad, acusa-

dos efectos de matriz, blancos de concentracion similar a las muestras, etc.

2°) La mayoria de las determinaciones de arsénico se realizaban aplicando métodos de
generacion de hidruros en discontinuo, sin embargo, se perfilaba ya que la generacion
de hidruros en continuo o en inyeccion en flujo, presentaban grandes ventajas con
respecto a los métodos en discontinuo ya que la manipulacion de la muestra es menor

y son mucho mas automaticos.

3°) Existian grandes controversias acerca de la eficiencia de generacién del hidruro a
partir de los grados de oxtdacion (IIT) y (V). Asi en aguas, extractos de sedimentos,
etc., y en general muestras que no necesitan pretratamiento inicial, pueden estar pre-
sentes ambos grados de oxidacion.

En muestras tratadas con 4cidos oxidantes (mineralizaciones) todo el atsénico pasa a
As(V). Si el hidruro no se genera con la misma eficiencia a partir de ambos grados de
oxidacion o a partir de As(V) (con respecto al As(III)) las determinaciones son erro-
neas. Una forma de subsanar el problema es la prerreduccion del As(V) a As(III)
afiadiendo KI como paso previo a la generacién del hidruro total, pero la adicién de
KI no estd exenta de grandes inconvenientes entre los que se encuentran: 1) cinética
de reduccién muy lenta; ii) aparicion de grandes concentraciones de I, en medios oxi-
dantes; iii) dificultad de afiadirlo en los métodos en continuo, en FIA y en las técnicas

acopladas que se emplean en especiacion, etc...
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4°) Otro de los temas controvertidos era la extension de las interferencias producidas en
fase liquida o en fase gaseosa (fundamentalmente debidas a otros formadores de hi-

druros) y su minimizacion. '

5°) Finalmente, el problema de la especiacion se abordaba empleando las técnicas aco-
pladas: cromatografia-detectores atdmicos como la alternativa mas idénea. Sin em-
bargo, estos acoplamientos presentan serios inconvenientes, tales come: i) disefios de
interfases adecuados que permitan la transferencia del analito desde la columna cro-
matografica al detector sin pérdidas del mismo; i) compaginar las condiciones opti-
mas de trabajo de ambos instrumentos; iii) costo elevado del aparato; iv) personal al-

tamente especializado, etc...

Tratando en esta memoria de establecer métodos faciles, para 1a determinacién de As
total y de sus especies, que puedan ser aplicados al analisis de rutina, se ha buscado la
solucién optima a cada uno de los problemas planteados. Asi se ha abordado:

1°) El problema de la mineralizacion optima dependiendo de la naturaleza de la muestra.

2°) Puesta a punto de métodos en continuo y FIA para el analisis de As total y de sus es-

pectes quimicas.

3°) Generacion del hidruro de As con la misma eficiencia a partir de los grados de oxida-

cion (III) y (V) sin empleo de KI.
4°) Conocer el alcance de las posibles interferencias.

5°) Abordar el problema de la especiacion del arsénico de forma quimica a través de la

reduccion selectiva de las distintas especies a la forma de hidruros, en funcion del
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medio de reduccién y ayudado por una poderosa herramienta quimica que constituye

hoy en dia la quimiometria.






CAPITULO |

IMPORTANCIA BIOLOGICA Y TOXICOLOGICA DEL ELEMENTO ARSENICO
Y DE SUS ESPECIES QUIMICAS

L1.- Fuentes de procedencia y usos del arsénico.

L2.- Propiedades quimicas del arsénico y especies.

L3.- Metabolisme y distribucién del arsénico en el organismo humano.

L4.- Esencialidad y toxicidad del arsénico y sus especies. |

L5.- Legislacidn vigente.



Importancia del As y de sus especies

1.1.- FUENTES DE PROCEDENCIA Y USOS DEL ARSENICO.

El arsénico elemental asi como los compuestos arsenicales estan ampliamente distri-
buidos en la naturaleza. Su abundancia en la corteza terrestre es muy variada y es espe-
cialmente elevada en zonas con filones hidrotermales, rocas volcanicas, compuestos sul-
furados, carbon etc., presentando intervalos de concentracion del orden de los mg/Kg y
entre los que podemos destacar: el basalto 0.06-113 mg/Kg; el granito 0.2-12.2 mg/Kg;
la caliza 0.1-20 mg/Kg; los esquistos v las arcillas 0.3-420 mg/Kg; etc... ;

Aunque el arsénico elemental, arsénico nativo (As), se encuentra en la naturaleza, ge-
neralmente este elemento s¢ encuentra combinado. Los minerales de arsénico més im-
portantes son: arsenopirita (FeAsS), lollingita (FeAs,), cobaltita (CoAsS), domeikita
(Cu,As), niquelina (NiAs), escuterudita (Co,Ni,Fe)As,, rejalgar (As,S,), oropimente
(As,S;) y allemontita (AsSb), todos ellos de origen hidrotermal, es decir, se depositan a
partir de disoluciones acuosas a altas temperaturas, relacionadas con las Gltimas fases de

la consolidacion magmatica o con las manifestaciones finales de una erupcién volcanica.

También se encuentra el arsénico en minerales de origen secundario, formados por la
alteracion en la superficie de otros minerales preexistentes. Asi se originan, por ejemplo,
la annabergita (Ni;(AsO,),.8H,0, la eritrina (Co,(AsO,)2.8H,0) y la mimetita
(Pbs{AsO,);Cl) entre otros (GALAN E,, 1975, DUD'A R, 1989). |

\

Aunque ¢l arsénico se presenta en un numero relativamente elevado de especies mi-
nerales, sus yacimientos son escasos y diseminados, siendo sus fuentes de produccién
principales los procesos de refino de otros minerales, especialmente de Cu, Pb y Zn, asi
como el quemado de aceites fosiles. Asi, los distintos compuestos de arsé;lico se obtie-
nen ¢omo subproductos y la combinacién mas importante de arsénico es la de trioxido,
arsénico blanco, que se vaporiza durante el fundido de dichos minerales‘(KATZUNG
B.G., 1984).



Immportancia del As y de sus especies

Por otra parte el uso industrial es relativamente bajo e incluye las aplicaéiones como
insecticida, fungicida, herbicida, en la industria del algodén, como preservador de la ma-

dera, alguicida, y como aditivo en vidrios.

En la industria metalirgica se utiliza en muy pequefias cantidades para la produccion
de algunas aleaciones ya que tiene la propiedad de aumentar la dureza y la resistencia al
calor de algunos aceros, bronces etc. El arsénico se afiade en la fabricacion de perdigo-
nes pues aumenta la tension superficial del fundido del plomo (DEKKER M., 1988).

También se utiliza en las pastas de semiconductores aunque el consumo neto de arsé-

nico por la industria electrénica es bastante pequefio.

Otro uso menos recomendable pero ampliamente utilizado, ha sido como veneno y en
la 2* Guerra Mundial se emplearon compuestos clorados de arsénico organico como ar-

ma quimica (gas mostaza).

Por ultimo destacar que los compuestos organicos de arsénico se utilizaron como
medicamentos en el tratamiento de la sifilis aunque este uso quedo relegado por la apari-
cion de la penicilina y otros antibiticos. Sin embargo, el empleo de algunos compuestos

de arsénico es todavia indispensable en el tratamiento contra cierto parasito tropical.
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1.2.- PROPIEDADES QUIMICAS DEL ARSENICO Y SUS ESPECIES.

Aungue la quimica del arsénico estd firmemente establecida y puede encontrarse en
cualquier monografia del elemento, resaltaremos brevemente las principales propiedades
del mismo y de las especies que inciden directamente en e! desarrollo de la metodologia

propuesta en esta memoria para su determinacion.

Las formas més usuales del arsénico en muestras medioambientales, se muestran en

Tabla 1.1, junto con los pK, de disociacion.

Tabla L 1.-Formas presentes del As en muestras medioambientales.

Especie Acido . pKa
Asinorgnico  Arsenitos (As(III)) H,AsO, 9.23/12.13/13.40

Arseniatos (As(V)) H,AsO, 2.22/6.98/11.53
As orgdnico Monometilarsonato (MMA) CH;AsO(OH), 4.1/87

Dimetilarsinato (DMA) (CH,),AsO(OH) ' 6.2

Arsenobetaina (ASB) (CH,), As*-CH,-COO"

Arsenocolina (ASC) (CH,),As*-CH,- CH, -OH

Formas voldtiles As H3, (CH3)3As ete.

Por otra parte, la accion de reductores fuertes sobre algunos compuestos de arsénico,
tanto en grado de oxidacién III como en V, lo transforma en la arsina. La arsina (AsH3)

es un gas que licoa a -55°C y solidifica a -119°C. Dicho gas presenta un elevado poder
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1

reductor en todo el intervalo de pH y una gran inestabilidad térmica. De hecho se des-
compone en arsénico pardo e hidrégeno cuando se calienta a temperaturas superiores a
230°C en ausencia de aire (BURRIEL F., 1989)

Las formas solubles de arsénico descritas, excepto la arsenobetaina y la arsenocolina,
son capaces de formar hidruros covalentes volatiles, hecho de gran importancia ya que
permite la determinacion de las mismas por formacion del hidruro correspondiente. Los

puntos de ebullicion de los diferentes hidruros vienen dados en la Tabla 1.2

Tabla L2.- Puntos de Ebullicién de diferentes arsinas

Especie Hidruro PE (°C)
As(II) AsH, -55
As(V) AsH, -55
MMA CH,AsH, 2
DMA (CH,),AsH 35,6

-10 -
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1.3.- METABOLISMO Y DISTRIBUCION DEL ARSENICO EN EL ORGANISMO
HUMANO.

La principal fuente de consumo de arsénico por el hombre es a través de los alimen-
tos si bien no se acumula a niveles toxicos. Solamente, después de un consumo excesivo
de pescado, mejillones, langosta y otros alimentos marinos se aumenta la cantidad ingeri-

da, pero ni siquiera este hecho, constituye peligro de intoxicacion.

Se conoce muy poco sobre aspectos especificos del metabolismo del arsénico en el
organismo. El arsénico tiene una afinidad grande por los grupos hidroxilo y tioles lo que
explicaria su interaccidn con ciertas enzimas y proteinas. De hecho se sabe que este ele-
mento presenta especial afinidad por la queratina, proteina rica en azufre que compone
los tejidos corneos del cuerpo como las uilas, cabellos y parte superficial de la piel, por lo

que es en estas zonas donde se acumula de forma preferente.

Se sabe que algunas formas de arsénico, presentes en la dieta, se absorben muy facil-
mente en el tracto intestinal. Dado que el selenio presenta esta misma via de penetracion
en el organismo, se establece una competencia entre estos dos elementos y la presencia
de selenio desplaza la absorcion de arsénico, por lo que el primero tiene la propiedad de
reducir la toxicidad del segundo y viceversa, resultando que el exceso corporal de uno de

los elementos reduce la concentracién del otro (LINDER M.C,, 1988).

El arsénico también puede penetrar en el organismo a través de la piel o por inhala-

cion.

La cantidad de arsénico consumido por los individuos es muy variable y depende
fundamentalmente del tipo de alimentos de origen marino ingeridos, del tipo de arsénico
contenido en el agua de bebida y de la exposicion por motivo de trabajo, a atmosferas

especialmente contaminadas. De todas formas los factores de contaminacion industrial o
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de manipulacién alimentaria, no son determinantes en la carga corporal de este elemen-

to. La Tabla [.3 muestra los contenidos medios de arsénico en algunos alimentos y bebi-

das (SEILER H.G.,1988).

Tabla L3.- Contenidos medios de arsénico (mg Kg~1) de algunos alimentos y bebi-

das usuales en la dieta.

Bebidas mgKg'!
vino 0.005-0.03
cerveza 0.005
zumos de frutas y vegetales 0.01-0.03
café 0.01
Verduras y hortalizas

espinacas 0.23
perejil 0.26
esparragos 0.02
patatas 0.01-0.3
zanahoria 0.007-0.03 ‘
Grasas

aceites vegetales 0.002-0.02
margarina 0.002-0.01
mantequilla 0.01
tocino 0.005

-12-
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Cereales, aziicar mg Kg~!
harina 0.01

arroz 0.22

pan negro 0.006

pan blanco 0.003

maiz 0.05

azicar 0.0001-0.04
Licteos

leche v derivados 0.003-0.025
Carnes y huevos

cerdo 0.003-0.03
higado de cerdo 0.02
riffones de cerdo 0.01

vaca 0.001-0.065
higado de vaca 0.005-0.07
rifiones de vaca 0.02-0132
ternera 0.002-0.012
rifiones de ternera 0.02-0.04
rifiones de ternera 0.015-0.02
aves de corral 0.001
higado de pavo 0.217
huevos 0.01-0.5

-13-
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Tabla 1.3.- (Continuacidn). :

Pescados y mariscos mg Kg'l ‘

0.8-143 |

arenques |
t lao 0.6-7.29

higado de bacalao 08 |

. 1.0

sepia .

|

gambas 3.2-25.7 |

1.6-2.9 ¢

moluscos !

|

langosta 1.5-122.0 ‘.

pescado de agua dulce 0.01 |

Como se puede observar en Tabla 1.3, las gambas y sobre todo las langostas son los
alimentos con mayor concentracion de arsénico y en casos esporadicos éstas ultimas

pueden sobrepasar los 100 mg Kg-! debido a que estos animales almacenan especifica-

mente este elemento.
|

En el organismo humano el contenido de arsénico esta proximo a los 0.3 mg Kg-1.

En la Tabla 1.4 se muestran los contenidos de arsénico en algunos 6rganc_$s y fluidos

corporales.

|
i

En cuanto a la eliminacion de arsénico del organismo se puede decir qﬁe mayorita-
riamente se excreta por via urinaria en forma de sales inorgénicas y derivados metilados,
especialmente acido dimetilarsénico. Puesto que el cabello y las ufias contienen cantida-
des considerables de arsénico, es muy probable que tales estructuras sean \{!ias de elimi-
nacion de este elemento. Ademas, se sabe que las cantidades pequefias dql arsénico se

eliminan por medio de secreciones intestinales. Debido a que la velocidad de excrecion es
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lo suficientemente elevada, la formacion de depositos toxicos de este eleménto, incluso

en individuos expuestos a ambientes contaminados, es altamente improbable.
1

Tabla L4.- Contenidos de arsénico en algunos 6rganos y fluidos corporales, en mg Kg'l ‘
resultado de una alimentacién normal.

Organo o fluide mg Kg-1 1
Glandulas suprarrenales 0.03 '
Aorta 0.04 |
Sangre 0.04 :
Cerebro 0.01
Pelo 0.46 |
Corazon 0,02 ;
Rifién 0.03 I
i
Higado 0.03
Pulmén 0.08 |
Musculo 0.06
Utias 0.28 :
Ovarios 0.05 |
Piel 0.08
Bazo 0.02 |
Estémago 0.02 |
|

Dientes 0.05 |
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|

|

j
Como era de esperar, los mayores contenidos de arsénico se encuentran en ufias y en
cabellos, aunque como ya veremos, esta acumulacién no es observable hasta pasado un

cierto periodo, relativamente largo, después de la intoxicacion o exposicion al elemento.

-16 -
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f
1.4.- ESENCIALIDAD Y TOXICIDAD DEL ARSENICO Y SUS ESPEClES.
I

Los efectos toxicos del arsénico son bien conocidos pero también es cierto que de-
terminados compuestos arsenicales se utilizan con fines terapéuticos. Un ejerﬁplo de es-
tos usos lo encontramos en las explotaciones agropecuarias donde utilizan el %’J.cido arse-
nilico y ciertas formas de nitrofenilo de arsénico para estimular el crecimiento; y la efica-
cia nutricional de cerdos y aves ( LINDER M.C.,1988). ;

Hasta 1935 s0lo se consideraban seis elementos traza como esenciales: Fe, I, Cu, Mn,
Zn, Co. Se sabe que estos elementos juegan papeles importantes en procesos vitales, ya
que pueden actuar como cofactores esenciales para la actividad de las enzimas, como
constituyentes de hormonas o bien pueden estar involucrados en el transporfe de oxige-
no. En el periodo comprendido entre 1935 y 1976 se afiadio el arsénico, junto con otros
ocho elementos, a esta lista de elementos esenciales: Mo, Se, Cr, Sn, V, F, Si, Ni y As.
(SHIBATA Y., 1992). :

b

|
Dentro de esta clasificacion podemos destacar que el arsénico, al igual que el selenio,
i

son los unicos metaloides que son considerados elementos esenciales.

No se puede generalizar sobre la dosis de arsénico que desencadena su ti)xicidad de
hecho varia mucho en funcién de los distintos individuos y sobre todo, de la forma de ar-
sénico suministrado en la dieta. Como dato orientativo se puede considerar que para un
adulto, la dosis toxica es de 0.5 mg Kg-! de arsénico inorganico y la dosis potencial-
mente mortal es de 2.0 mg Kg-! (FARRERAS VALENTI P., 1991). ;

Las formas quimicas de arsénico de importancia toxicolgica son el firséMco ele-
mental, el inorganico, los arsenicales organicos y el gas arsina (BERTRAM G.,1984).
Ahora bien, todas estas formas no son igualmente toxicas. En orden crecieq‘te a su toxi-
cidad: i
l
f

-17 -
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i
i
i
i

{
Arsina>arsénico inorganico (As(1II)>As(V)) >arsénico organico>arsénico elemental.

i
|

La especie mas toxica es la arsina, AsHs;, cuya dosis letal, para el 50% de la pobla-
cion en ratas (LDsg), es de 3 mg Kg-!; seguido del arsenito, As(II), con u:n valor de
LDs, entre 20 y 60 mg Kg-1 y por 1ltimo el arseniato As(V). La toxicidad de las espe-
cies organicas de arsénico, tales como el monometilarsénico (MMA), o el dimetilarsénico
(DMA), es mucho mas baja, del orden de 1000 veces menos, incluso la msfznobetaina,

que predomina en la mayoria de los organismos marinos, se ha demostrado que no es to-
|

xica (HARRISON R.M., 1989), i

|

Tanto el As(II), el MMA y el DMA deben su toxicidad a la inhibicion dei los grupos

SH de las enzimas, mientras que la toxicidad del As(V) se debe a que inhibe la fosforila-

!
!
'

El arsenito AsQO,", se distingue por su tendencia a reaccionar rapidamente con los

cion oxidativa.

grupos tiol, especialmente con los ditioles, tales como el acido lipoico Figura}I.l. Al blo-

quear a los enzimas oxidativos que precisan del 4cido lipoico, el arsenito'provoca la

acumulacion del piruvato y de otros a-cetoacidos METZLER D.E., 1981).

i
!
|
|
{
O=As—0" COOH
. (YV\/ ﬁ . Hzo

Acido Lipoico
i

Figura L1.- Reaccién del arsenito con el acido lipoico |
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I

|

i
El arseniato, AsQ,>, es quimicamente semejante al fosfato, en tamafio, en geometria
y en su capacidad para formar parte en reacciones bioquimicas; sin embargo,{ los ésteres
de arseniato son menos estables que los ésteres de fosfato. En caso de formarse sobre
una superficie enzimatica, se hidrolizan inmediatamente al disociarse del enzima. Este he-
cho, permite interpretar la naturaleza téxica de muchos compuestos de arsénico. El arse-
niato por tanto, sustituira al fostato en todas las reacciones fosforoliticas. Por gjemplo, el
arseniato, puede participar en la reaccion catalizada por el g]iceraldehidp-B-fosfato-
deshidrogenasa formando 1-arseno-3-fosfo-D-glicerato, que es un intermedio inestable.
El arsénico sustituye al fosfato inorganico, lo que da como resultado la formacion de un
anhidrido mixto que, en presencia de agua, es rapidamente hidrolizado. Cuando ocurre
esta hidrolisis, no se produce el paso en el cual el ADP es normalmente fosforilado por el
1,3-difosfo-D-glicerato (1,3 DPG) y como consecuencia la célula no puede jregenerar el

i

ATP y finalmente muere. Figuras 1.2 y 1.3 (RAWN J.D., 1989).

t

o /O—IT—O

S Fosfogliceratu— 00
quinasa
H—GC—OH * ADP s=——= H—C—OH + ATP |
CH,OPO,* CH.OPO.* |
1,3-difosfo-D-glicerato FHosto-D-glicerato :

(1,3DPG) (3PG) i

Figura L2.- Transferencia del grupo fosforilo desde el 1,3 DPG al ADP y formaciénzde 3-fosfo-D-
glicerato (3PG). Esta reaccion forma parie de la glucélisis que produce ATP. |
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|

(l:l) 3

i

0. O—As—O !
N ]

5 r O (o%e]0) |

H—C—OH — H—C—OH  * AsO7 !

No enzimatica ;

H,OPO,* H,0PO,* !

1-arseno-3-fosfo-D-glicerato 3-fosfo-D-glicerato i

(@3PG) |

Figura L3.- Hidrdlisis del 1-arseno-3-fosfo-D-glicerato. El arseniato sustituye al fosfato inorganico co-
mo sustrato de la gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa, forméndose el intermedio 1-arseno-3-fosfo-
D-glicerato, labil. Este intermedio se hidroliza rdpidamente por el agua, sin que se produzca ATP. De

esta forma ¢l arseniato desacopla la oxidacion del (3PG) y la fosforilacion del ADP. ;

I

La diferencia de toxicidad entre los arsenitos y los arseniatos por tanto, puede expli-

|
carse en base a la velocidad de excrecion y retencion en el cuerpo, asi como al nimero

de enzimas afectadas, :
!

|
El arseniato se excreta rapidamente en la orina y aparentemente no se acumula en los
tejidos. Por otro lado, el arsenito no se excreta rapidamente, se acumula en el cuerpo
unido a proteinas en el higado, misculo, cabello, uiias, piel y particularmente a los leuco-

citos. El arsenito se excreta por via biliar. I
i

En cuanto a la toxicidad de los compuestos organicos que contienen, arsénico, es

I
también distinta dependiendo del estado de oxidacion del arsénico, de su velocidad de
'
absorcion y excrecion y de su distribucion en el organismo. Por ejemplo, el acido arsani-
lico y el acido aminobenceno arsénico, presentan muy baja toxicidad en los cerdos ya

que se excretan rapidamente en la forma no metabolizada y su acumulacion en los tejidos
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'
es minima pero pueden causar tetraplejia y otros dafios neurologicos, cuando se les su-
ministra 1100 mg Kg-! durante 18 dias (CONCON J.M., 1988).
! .

El mayor procedimiento de diagndstico de concentraciones corporales excesivas, o
de consumo elevado de arsénico se basa en las determinaciones del elemento 'en cabello y
orina y a veces, en los contenidos en sangre. La sangre aunque es un indicador biolégico
de una exposicion a este elemento, tiene el inconveniente de que los niveles medidos solo
son utiles si se hace la medida dentro de unos pocos dias de una exposiciéniaguda, pero
no es util para determinar una exposicién cronica. La orina es el mejor indic%ador de una
exposicion normal o excesiva en cuyo caso sobrepasa los 100 pg I'l.(CASARETT and
DOULL'S, 1986) !

i

Como ya se ha dicho, los compuestos arsenicales se combinan con los gﬁpos tioles,
por lo que en caso de envenenamiento se administra el 2,3-dimercaptopropal‘nol, mas co-
nocido como BAL o dimercaprol. Este compuesto es especialmente efectivo ya que po-
see dos grupos SH adyacentes que le permiten formar una estructura estable con el me-
tal. I

!

Existen dos objetivos principales usando el BAL. E! primero es la inactivacion del
veneno por formacion de un complejo ciclico, de tal forma que se evita su jcornbinacién
con los grupos sulfhidrilos de sistemas enzimaticos vitales. El segundo objetivo es el de
promover la eliminacion del veneno. El complejo es soluble en agua a pH=7.5 y excreta-
do facilmente (CLARK S.,1990). La reaccién de algunos compuestos organicos del ar-

1
sénico con €l BAL, se esquematiza en la Figura 1.4.
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|

i

R—As\ + SH—CH ——» R——As\ I + H,O.
(@] OH—CH, S—(IDHz '
OH—CH, ;

BAL {

Figura L4.- Reaccién de los arsenicales organicos con BAL.

|
|

Los resultados obtenidos de muchos estudios realizados en animales, asi fcomo de in-
. vestigaciones epidemioldgicas, parecen demostrar que el arsénico posee efec:tos carcino-
genos especialmente sobre la piel, pulmones y sistema linfatico. Sin embargo: otros estu-
dios han revelado la ausencia total de propiedades carcinégenas del arséni¢o, y parece
demostrarse que ciertas formas organicas de arsénico, pueden tener efectos anticarcing-
genos en relacion con tumores. Es evidente que determinados factores y vélriab]es de-
ben estar implicados en los efectos carcindgenos, si los tiene. Por ejemplo, si' cOmo ya se
ha dicho, la administracion de arsénico hace disminuir la concentracion corpbral de sele-
nio, se podria producir carcinogénesis, no tanto por €l arsénico como por la:disminucién

corporal de selenio (LINDER M.C., 1988). \
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I-5.-LEGISLACION VIGENTE.
|

Como hemos visto la fuente principal de consumo de arsénico por el hombre es a tra-

vés de los alimentos, sobre todo de origen marino y del tipo de arsénico contenido en el

agua de bebida.

Dada la importancia que para la salud publica tienen las aguas destinadas al consumo

humano, es necesario establecer unas normas de calidad, que han de cumplir dichas
1

aguas. i
La adhesion de Espafia a la Comunidad Economica Europea ha hecho niacesario ar-
monizar nuestra legislacion a las disposiciones comunitarias, entre las que se encuentran:
f
a) Directiva 75/440/CEE de 16 de junio ("Diario oficial de las Comunidades Euro-
peas" de 25-7-75) relativa a la calidad requerida para aguas superficiales destina-
das a la produccién de agua potable en los Estados miembros. ;
;
b) Directiva 80/778/CEE de 15 de julio ("Diario oficial de las Comuni(:iades Euro-
peas de 30-8-80) relativa a la calidad de aguas destinadas al consumo ihumano.
En esas directivas comuntitarias el arsénico, como era previsible, se encuéntra dentro

de las sustancias toxicas y la concentracién maxima admisible es de 50 pg 1'1}
i

Por otra parte, el método de referencia recomendado para su determinacion analitica
es la espectrometria de Absorciéon UV-VIS y la Absorcion Atérnica.(BOI;:l num. 226,
septiembre 1990). !
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REVISION ACTUALIZADA DE METODOS DE MINERALIZACION Y
TRATAMIENTOS PARA LA DETERMINACION DE CONTENIDOS TOTALES
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Antecedentes bibliogréficos: Asyt

El destino de los elementos traza y su impacto medioambiental es y ha sido una de las
mayores preocupaciones en los ltimos 25 afios. La mayor parte de los estudios, se han
limitado a la determinacion del contenido total del metal, aunque en la l:lltim;'a‘. década se
estan desarrollando métodos para la diferenciacion de especies. Este capitul;o se refiere
tinicamente a los métodos para la determinacion de contenidos totales. |

A continuacion se comentan algunos de los trabajos encontrados en la bibliografia
més reciente, o bien aquellos trabajos que siendo mas antiguos, proporcionan datos y
conclusiones interesantes. |

La mayoria de los trabajos recogidos en la bibliografia para la determinacion de arsé-
nico, se basan en la capacidad de este elemento para formar hidruros covalenées volatiles.
La técnica de generacion de hidruros, ha sido la forma mas generalizada pélra la intro-
duccién de muestra cuando se utiliza el espectrofotometro de absorcion atfl')mica como
sistema detector. Tal es su importancia que sigue siendo objeto de interés:de diversos
“reviews” (NAKAHARA T., 1991; YAN X-P, 1994). 1:

El Zn fue originariamente utilizado para la generacion del hidruro covalente de arsé-
nico (y de otros hidruros) (HOLAK W., 1969), pero ha sido totalmente sustituido por el
NaBH, como agente reductor (THOMPSON K.C., 1974), incluso, en los dltimos afios,
estan apareciendo métodos alternativos para generar el hidruro sin utilizar NaBH,, me-
diante su generacion electrolitica (LIN Y., 1992; HUEBER D M., 1995). |

Un problema adicional que ademas es el primero con el que se encuentra el analista,
es la preparacton de la muestra. La importancia de llevar a cabo una buen%a mineraliza-
cién de los materiales biolégicos como paso previo a su analisis es reconocicio por todos;
sin embargo, la transformacién del tejido bicldgico en una disolucion, que es un paso que
se requiere para el analisis de rutina, constituye en la mayoria de los casos un grave pro-

blema. Considerando el nimero de métodos de digestion que existen actualmente y sus
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|
|
1
:
i
i
numerosas y posibles modificaciones, no es sorprendente la necesidad de evaluar critica-
r

mente las técnicas de preparacién de la muestra antes de recomendar los métodos estan-
|

dar 6ptimos para cada elemento. ‘r
|
!
r 2’ - I . J -
La mezcla de dos o mas acidos fuertes, el empleo de un 4cido fuerte con un cataliza-
dor de la descomposicion, la mineralizacion por via seca y mas recientemente el empleo
de la mineralizacion cida asistida por horno microondas, se perfilan como las alternati-

Ay L
vas mas aptas para el elemento arsénico, si bien todos ellos gozan de ventajas € inconve-

nientes.
!
Tradicionalmente, los métodos de mineralizacion por via hiimeda han sido los mas
recomendados para la determinacion de metales volatiles tales como el Hg, As, Se, etc.
Dependiendo de la naturaleza de la matriz, las mezclas HNO;-HCIQ,;, HNO;s-H;SO, o

HNO;-H,;804-HClO, son las mas empleadas. :
i

En algunas determinaciones puede permitirse una digestién incompleta, [f)ero esto no
es recomendable en el caso del arsénico cuando se determina por formacion del hidruro
correspondiente ya que en la descomposicidon incompleta de la matriz, puecien formarse
sustancias coloidales que ocluyen al arsénico impidiendo la formacion del hid}uro.

i
!

En presencia de acidos grasos, es imprescindible ¢l empleo de HCIO,, e}n la mayoria
de los casos, para que se produzca la mineralizacion total. La mezcla HNQ;3-H,SO;-
HCIO;, puede considerarse efectiva para el arsénico siempre que se guarden l:as siguientes
precauciones: 1°) que la disolucion no hierva a sequedad ya que ocurren pé:rdidas de ar-
sénico por volatilidad asi como riesgo de formacién de ésteres de perciorat%; explosivos.
2°) No emplear la mezcla cuando el contenido en grasas y aceites es superjor al 50% y

3°) Evitar la carbonizacién de la muestra que produce pérdidas por volatilizacion del As.
t

!
|
1
|
1

|
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|

Los métodos de mineralizacion hiimeda, y en ausencia de HCIO,4, con frecuencia re-
quiere el empleo de catalizadores. En este caso, la combinaciéon que puede cc;msiderarse
mas idonea para el caso del arsénico, es HNO;-V;0s realizando el ataque en Ifeactores a
presion. Aunque la principal virtud de este tipo de mineralizacion estriba en qﬁe es prac-
ticamente imposible la pérdida del elemento por volatilidad, la limitacion del tamaiio de
muestra (inferior en todos los casos a 1 g de peso seco) y la posible interferencia causada
por el catalizador puesta de manifiesto por algunos autores, tienen que ser thadas en
constderacioén. '

.

Los métodos por via seca son una alternativa real a los métodos por via himeda. La
mineralizacién requiere en el caso de este elemento un agente favorecedor dT‘e la misma
que con frecuencia es el Mg(NO;); o la mezcla Mg(NO;),-MgO. No se conoce el meca-
nismo por ¢l cual €l magnesio actiia como sustancia que retiene al arsénico im;gidiendo su
volatilidad a la temperatura en que se realiza la mineralizacién (400-500°C), pero es un
agente imprescindible para que el arsénico quede retenido en las cenizas. Algunos pro-
blemas que conlleva esta mineralizacion es la posibilidad de introducir con el! Mg* me-
tales contaminantes que pueden interferir en la formacién de su hidruro, riesgi) de pérdi-
da de As fundamentalmente en presencia de contraiones que formen sales volatiles
(ejem CI), enlaces del arsénico con la superficie del contenedor o dificultad de disolver el
residuo de cenizas y posible formacion de espumas en la etapa de formacién dél hidruro.

1

La bisqueda de métodos de mineralizacion mas simples, seguros y baratos: para la di-
solucion de las muestras continfia siendo un reto analitico. El empleo del hom:o microon-
das para digestiones acidas favorece la disolucion de la muestra, especialme;nte porque
solo requiere un tiempo de 5-10 minutos por muestra. Sin embargo, no todo esta re-
suelto con este mineralizador ya que los problemas de tamaiio de muestra (ge;,neralmente
inferior a 0,5 g), posibles explosiones producidas por la sobrepresion que se alcanza, y la
falta de reproducibilidad en la mineralizacion como resultado del movinﬁenio aleatorio

|
de la radiacion microondas en el interior del sistema, hace que con frecuencialos resulta-

b

|
-27-



!
!
Antecedentes bibliograficos: Asim

b
.‘
i
t
!
dos no sean correctos para el anlisis del As (y de otros metales) cuya liberacion de la

matriz donde se encuentran anclados, necesita de tratamientos mas drasticos que para

otros elementos. :
¢
i
Con estos antecedentes, se resaltan en esta memoria alguna de las mineralizaciones
|
i

mas relevantes empleadas por los diferentes autores.

Considerando todos estos puntos HERSEY J.W., 1988, determina conjiuntamente
As y Se en muestras medioambientales y alimentos mediante HG-AAS. Pg‘;ra ello, y
cuando la muestra esta muy contaminada, la hace pasar por una microcolumia de inter-
cambio catidnico (AG-50W-X16). A continuacidn, mineraliza la muestra con Lna mezcla
de acidos HNO;:HC1O4H,SO,. Una vez mineralizada, afiade KI al 10% (p/v) para redu-
cir As(V) — As(III), y genera la arsina utilizando como medio de generacic’m'jI HCI 6,6M

ya que en este medio disminuyen las interferencias. I

i
i

En este mismo sentido, MAHER W.A., 1989, determina As total en tejidos biologi-
cos. A diferencia del anterior autor, éste afiade a la muestra seca, HNO; cc. :mantenien—
dolo a temperatura ambiente durante 12 horas. A continuacion se calienta ajreﬂujo con
una mezcla de acidos HNO;:HCIO,:H.S0,4 durante 3 6 4 horas. !

Dentro de la mineralizacion por via seca, destaca el trabajo de HOLER Bl 1989, que
utiliza una mezcla de Mg(NQ;).6H,0 - Ni{NO;);6H,0 - HNO;. Se aumenta :la tempera-
tura paulatinamente hasta 260°C durante 2 horas, y finalmente se introduce en una mufla
a 450°C donde se mantiene durante 1 hora. El residuo se deja enfriar y se humedece con
agua y 10 ml de HCl. Cuando se calma la reaccion, se afiade 1 ml de CuSO.;;"SHzO al 6%
y 1 ml de Na,TeQOs. La mezcla se calienta en bafio de agua durante 30 min. Se enfria y se
recoge el precipitado en un filtro de membrana de celulosa de 8 um, y una‘:vez SECco se
analiza por espectrometria de fluorescencia de rayos X. Los calibrados que‘i se obtienen

son lineales hasta concentraciones superiores a 25 ug g de arsénico, y el :L.D. 0,1 pg
|
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g Los resultados obtenidos para distintas muestras, concuerdan con los obt:enidos por
la técnica de analisis por activacion neutronica (NAA). |
!
BRUMBAUGH W.G., 1989, propone una mineralizacion algo diferente a;unque tam-
bién utiliza Mg(NQ;), para analizar muestras de pescado. Para ello, parte de 0,5 g de
muestra seca y homogeneizada y le afiade 2 6 3 ml de metanol y unas gotas (ie antiespu-
mante, 10 ml Mg(NO;):6H,0 y 10 ml de HNO;. Se calienta esta mezcla a re:ﬂujo a una
temperatura de 70-80°C durante toda la noche. Se aumenta la temperatura a 200°C y se
evapora la mezcla a sequedad y el residuo se sithia en una mufla fria. Se auménta la tem-
peratura a 500° y se mantiene durante 3 ¢ 4 horas. A continuacion se enfria la muestra y
se le afiade 20 m! de HCI al 50% (v/v) y se deja hervir en una placa caliente.:Se deja en-
friar y se enrasa con HCI al 50%. El hidruro se genera con NaBH, al 1% (p/\;) estabiliza-
do con NaOH al 0,5% (p/v). El L.D. obtenido es de 0,06 pg g y el coeﬁciente de va-
riacion en torno al 4%. ;
|
CERVERA M., 1989, utiliza la mineralizaciéon de reduccién a cenizas con
Mg(NO;),, pero disuelve el residuo con HNO; al 10%, calentando hasta sequedad. El
nuevo residuo se disuelve con 3 ml de H;O y 10 ml de HCI 6M. Se filtra la iiisolucién y
se lleva a 25 ml con HCl 6M. Aiiade KI 2% (p/v) y después de 5 min. se det%rmina el As

por HG-AAS. Las recuperaciones obtenidas son del 97+ 9% y los LD. de O,i ngg’.
!

Los hornos microondas también se han utilizado para llevar a cabo la mineralizacion
de muestras en las que se quiere determinar el contenido total de arsénico. En esta linea
HUANG J., 1988, afiade 3,5 ml de HNO; conc. a 0,1-0,5 g de muestra, e introduce el
reactor en un microondas a una potencia de 720 w. durante 2,5 min. La despjresurizaci()n
se realiza introduciendo el reactor en agua helada durante 30 min. Se aﬁac_ie 3,5 ml de
HNO; conc, 1,5 ml HCIO, al 70% y 1 ml de H,SOQ,, cerrando de nuevo el :reactor e in-
troduciéndolo en el microondas durante 2,5 min. Este calentamiento se rejpite 3 veces

!
|

F
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con intervalos de 2 min. entre calentamientos. Se enfria en un bafio con agua helada du-

rante 30 min. Se filtra la disolucién y el filtrado se diluye a 50 ml con RCl al 1,5%.

EPSTEIN M.S., 1989, utiliza un sistema automatizado de introduccion (Zie una sus-
pension (“slurry”), en el que incluye una sonda ultrasonica plegable para mez?lar las sus-
pensiones. Este dispositivo ha sido utilizado para la determinacién de As, Fe, Mn y Pb
empleando GFAAS como sistema detector. Mediante el empleo de este sist:ema, se ha
observado que el coeficiente de variacién aumenta en proporcion al porcentajg de analito
extraido en la fase acuosa de la suspension, y es altamente dependiente de la flomogenei-

dad de la muestra. Esta mineralizacion se ha aplicado a muestras de sedimentos de rio.

f
'
J

j
Existen trabajos mas recientes en los que se comparan distintas mineraliz?a.ciones co-

mo por ejemplo las realizadas por LASZTITY A., 1995, que para la determinacion de
arsénico en dietas infantiles y en desechos domésticos, utiliza distintas miner?.lizaciones:
microondas, reduccion a cenizas con Mg(NQ;); ... La técnica empleada paraila determi-
nacion es ICP-MS, obteniendo recuperaciones entre el 94,8 y el 109% vy los LD en tor-
no a 2,0 ng ml"' dependiendo de la mineralizacién empleada y de la muestra ar;alizada.
Otro trabajo interesante es el realizado por MENENDEZ GARCIA A.,1989, que uti-
liza HG-ICP-AES para la determinacion de contenidos de arsénico en muestras biologi-
cas de referencia. Inicialmente extrae el As, como Ask, de la muestra disuelta en xileno
en presencia de KI y HCI. El extracto se mezcla con NaBH, en DMF y acido acético. El
R.L. 0,01 a =100 pg ml”, con coeficientes de variacion del 2% y L.D. de 0,7 ng mlI™.

WICKSTROM T., 1995, utiliza también como técnica de determinacion HG-ICP-
AES, pero emplea una disolucién alcalina de la muestra con un agente enmastlzarante die-
tilen-triamin-penta-acéntico (DTPA) para determinar As y Te en materiales def referencia.
Mineraliza la muestra, aleaciones niquel, con una mezcla de acidos HNO;-HCI. A conti-

nuacion aftade 10 ml de disolucidn de tartrato sédico 0,6M y 50 ml de DTPA 0,3M. Al-
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caliniza la disolucion con NaOH hasta pH=12-13 y afiade NaBH,. El hidruro se genera

por acidificacion de la disolucién con HCI 4M, empleando el método de adiciones estan-
dar. La disolucion alcalina en combinacion con el DTPA se utiliza para minil:nizar las in-
terferencias debidas al Ni y Co. Este mismo autor determina As en muestralé de cobres,
eliminando la interferencia del cobre por precipitacion del hidréxido y posiedor filtra-
cion. :
|
E!l empleo de un agente reductor del arsénico para la formacién del hidruro corres-
pondiente a partir de su estado de oxidacion (III), ha sido objeto de grande:s controver-
sias ya que en condiciones normales, se constata la diferencia de la eﬂcienciz? de la gene-
racion del hidruro correspondiente dependiendo del grado de oxidacion de!partida. Un
estudio exhaustivo de las condiciones de generacion en funcién del grado c:ie oxidacién
del elemento, se realiza en esta memoria y por tanto, el posible uso de estos prerreducto-
res se contemplan en este apartado. Sin embargo, con frecuencia los diferentes autores
contemplan esta prerreduccion como un paso mas en ¢l mecanismo de la minlieralizacién.
|
Varios autores emplean L-cisteina como prerreductor y para eliminar iﬁterferencias.
Entre estos trabajos se encuentran los realizados por WELZ B., 1993, qui;: realiza dos

estudios tedricos en los que optimiza parametros, estudio de interferencias y digestion

acida en microondas, en linea, con HG-AAS. |
|
|

En esta misma linea, LE X-C, 1992, propone un nuevo sistema en con‘ginuo, para la
determinacion de As, Sb y Sn mediante HG-AAS. La presencia de L-cisteina en la diso-
lucién de la muestra hace que disminuyan las interferencias y mejora las séﬁales de As,
Sb y Sn un 60, 200 y 40% respectivamente. ;

i

Quisiera mencionar dos revisiones por los datos de interés que aportain para la de-

terminacion de arsénico. E! primero de ellos es el realizado por TYSON J i?, 1990 que

trata y comenta detectores para analisis por inyeccion en flujo. El segundo es el realizado
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por CAROLI S., 1994, que recoge datos sobre distribucion y valores de reférencia de

i

distintos elementos, entre ellos el As, en tejidos y fluidos humanos. .
|

Por Gltimo se recogen una serie de trabajos en los que se determinan contenidos to-
tales de arsénico agrupandolos en forma de tabla (Tabla II.1) en la que se especiﬁca la

técnica empleada, tratamiento y tipo de muestra, algin dato de interés y la referencia co-

rrespondiente.
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Tabla IL1.- Recopilacién de métodos para la determinacion de contenidos totales de arsénico en muestras medioambientales y biolégicas.

TECNICA - TRATAMIENTO MUESTRA DATOS DE IN‘I‘_ERI'ES REFERENCIA
HG-AAS HNO3:HCIO,:H,S0, y reduccion Medioambienta- Para muestras altamente contami- HERSEY J.W., 1988
posterior con Ki 10% (pfv) les y alimentos nadas utiliza microcolumnas de in-
tercambio cationico AG-50W-X16
HNO; durante 12 horas Tejidos biologi- MAHER W.A., 1989
cos
HG-AAS HNO3:HCIO4:H.B O, a reflujo 3 6 4
horas hasta eliminacion de SO,
HG-AAS HNO2 Microondas Tierra vegetal RL>25pgg" HUANG J., 1988
HNO3:HCIO4H,SO, baiio de hielo LD. 01ugg’
HG-AAS MetOH, Mg{NO3),6H,0, HNO; a Pescado Adicién de un antiespumante. BRUMBAUGH W.G.,
reflujo 1989
L.D. 0,06 pgg”
Coef. Variacion 4 %
HG-AAS Reduccion a cenizas con Tomates Evaporacién a sequedad antes de

- — Mg{NO;;)gMgOHNO;;, -

reduccion a cenizas

CERVERA M.L., 1989

!

|
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Tab!a IL1.- (Continuacion 1).

Parte li: aplica-

--—- -+ - _ cion.acobres.. __

TECNICA TRATAMIENTO MUESTRA DATOS DE INTERES REFERENCIA
Reduccitn a cenizas con Cerveza Reduccion previa con KI 2% (p/v) CERVERA M.L., 1989
HG-AAS antes de generar el hidruro.
Mg(NO»), .
RL.60ng; L.D.0O,1ngg
Recuperacién 97 + 9%
HG-AAS Generacion electroquimica del hi- Hojas de mangle LD.0,45 ug " LINY., 1992
druro
HG-AAS HNO3:HCIO:H,S0, Pescados BALLIN U, 1994
FI-HG-AAS La muestra pasa a través de una Orina Utiliza adiciones esténdar para de- MULLER AJ.L., 1992
camara de dilucién terminar concentraciones bajas.
HG-AAS L-cisteina para disminuir interferen- muestras sintéti- Nuevo disefio de generador en LE X-C, 1992
cias cas continuo
FI-HG-AAS L-cisteina Estudio tedrico. Parte I: Optimizacién de parame- WELZ B., 1993

tros.

~ Parte II: Estudio de interferencias.

[
F
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Tabla IL 1.- (Continuacion 2).

Gases est't;di‘a"d_o_s: ‘I-fé,__Né‘yAr-. 7

TECNICA TRATAMIENTO MUESTRA DATOS DE INTERES REFERENCIA
HG-AAS Mineralizacion acida en linea en Estudio teérico Utiliza L-cisteina para la reduccién WELZ B., 1993
microondas con HNO; previa a la generacién del hidruro.
GFAAS Forma suspensiones (“slurries”) Sedimentos de Altos coeficientes de variacion en EPSTEIN M.S., 1989
rio funcién del % de analitc extraido.
GFAAS Modificador de matriz: mezcla de Aguas minell'ales Utiliza corrector Zeeman BOZSAt G., 1990
nitratos de Pd y Mg.
LD.20ug !’
GFAAS HNO; conc. en microondas Materiales de Optimizacién fde las variables expe- PERGANTIS S.A.,
referencia rimentales mediante un métedo 1994
(origen marino) implex.
HG-AAS Generacion electrolitica del hidruro Disoluciones L.Dl 0.7 pg ml™ HUEBER D.M., 1995
acuosas
6 ICP-AES
HG-GSGD- Estudio de gases de descarga. Estudio tedrico L.D.(He) 54 ngmi™; (Ne) 30 ngmi”;  BROEKAERT JAC.,
| Aes.. . __ o (An20ngmi’ 1993
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Tabla IL1.- (Continuacion 3).

TECNICA TRATAMIENTO MUESTRA DATOS DE INTERES REFERENCIA
HG-ICP-AES Extraccion en xileno en presencia Materiales bio- R.L.0,01a > 100 ug ml" MENENDEZ GARCIA
de KlyHCI I6gicos de refe- A, 1989
rencia. Coef. de variacién 2,0 %
LD.0,7ng mi"
HG-ICP-AES Disolucién alcalina con DTPA. Se Materiales de Elimina interferencia de Cu por WICKSTROM T., 1995
acidifica con HCl y se genera el hi- referencia y pptacién del hidroxido y posterior
druro. aleaciones. filtracion.

{(Ac. dietilen-triamino-penta-acético)

ICP-AES Medios vesiculares con DDBA Sedimentos y L.D.06pgg’ AIZPUN FERNANDEZ
materiales de B., 1992
(Bromuro de dodecil-dimetil- referencia.
amonio)
ICP-MS Descomposicion con microondas Aire, particulas Determinacién muitielemental WANG C.F., 1695

‘en suspension—-~~ ~ - -~ —. . . . _

t
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Tabla IL1.- (Continuacién 4).

TECNICA

TRATAMIENTO MUESTRA DATOS DE INTERES REFERENCIA
ICP-MS Estudio comparativo de mineraliza- Alimentos infan- Recuperaciones en materiales de LASZTITY A., 1995
cion en microondas y reduccién a tiles referencia 94,8-109%
cenizas.
d.c. plasma- HNO,, L-cisteina Agua Reduccion previa CHEN H., 1992
AES
Se ajusta a pH = 2,1 con NaOH
{corriente directa)
CCMP Estudio tedrico Disoluciones L.D. 110 pg HUEBER D.M.,:1993
Determinacion simultanea: As, Sby CABREDOQ PINILLOS
Se S., 1995
HG-CT-d.a. No precisa Disoluciones
MAS sintéticas LD. (As) 22 ug I ; (Sb) 15ug I'" :
(Se) 65 g I
Determina- Digestion por via seca y por via Alimentos Ejercicio de intercomparacion SKURIKHIN I.M.,1989
cion Colori- himeda B o e
|—- - métrica- -~ - - s T T T T
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Tabla IL1.- (Continuacion 5).

TECNICA TRATAMIENTO MUESTRA DATOS DE INTERES REFERENCIA
Espectrofoto- HNO3-NHsMoQ;4 Agua Determinacion indirecta KUNZE S., 1989
meétrico

Extraccion con butanol A=590 nm.

R.L.0,01-1 yg ml”’
t
v Mg(NO3); 6H;0-Ni{NO3), 6H20 RL >25ug g’ HORLER B.A.T., 1989
XRFS HNO,; HCI. Vegetales LD. 01pgg’
CuSQ, 5H,0; Na,FeO,
ETV-ICP-MS HNO; (reffujo 4 horas) Materiales de LD.3pg STURGEON R.E.,
referencia 1994
HF: HCIO, ; HCI (marinos)

FI%lgy s001JRIB0I[qIq SAUIPIIINTY
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CAPITULO NI

IMPORTANCIA DE LA DETERMINACION DE LAS DIFERENTES ESPECIES
DE ARSENICO Y LINEAS GENERALES DE LAS TECNICAS DE
ESPECIACION |

H1.1.- Especies quimicas del arsénico en medios ambientales y bioldgicos, i

IL2.- Revisién bibliogrifica sobre especiacién de arsénico,
111.2.1.- Acoplamiento de técnicas de separacion-deteccion.
II1.2.2.- Técnicas basadas en el diferente comportamiento quimico de las distintas especies frente a di-

solventes, intercambiadores o reactivos,



!

Antecedentes bibliograficos: Especiacion

El término especiacion ha tenido muchas definiciones. Constant M.G. vaim der Berg
en un pequefio articulo (Analytica Chimica Acta, 284,461-462, 1994) recoge dos signifi-
cados distintos: por una parte, para indicar el anlisis o cuantificacion de espécies quimi-
cas y por otra, para indicar la distribucién de un elemento entre diferentes formas fisico-
quimicas o especies. Este autor propone que se defina el término especiaci{m como la
presencia de diferentes especies, pues considera que es una definicion lo suficientemente

amplia y simple que incluso engloba especies todavia hoy desconocidas.

La especiacion quimica estudia por tanto, la variabilidad de elementos e:n sistemas
naturales biolégicos, geoldgicos y bioquimicos, de tal forma que los datos dela especia-
cion se pueden utilizar, por ejemplo, para predecir el comportamiento de los Tmetales en
aguas naturales asi como para el estudio de los procesos biogeoquimicos. No obstante, la
especiacion esta condicionada por la dificultades analiticas, debido a la baja .concentra-
cion en la que se encuentran muchos elementos asi como a la inestabilidad de algunas de
las especies durante el almacenaje y tratamiento de las muestras. Por otra part;e, la espe-
ciacion a menudo se ve alterada por la aplicacién de los procedimientos analifcicos utili-

zados para la deteccion. |
lL.1.- ESPECIES QUIMICAS DEL ARSENICO EN MEDIOS AMBIENTALES Y
BIOLOGICOS. i
El arsénico se considera un elemento contaminante prioritario y generalmente se de-
termina en muestras medioambientales como arsénico total. La concentracién de arséni-
co en los diferentes apartados medioambientales estan directamente influenciados por la
actividad humana (origen antropogénico) si bien puede tener un origen naturz!;l (origen

geologico). El arsénico pues, es uno de los elementos mas distribuido en la biosfera aun-

que su distribucién no es homogénea ya que podemos encontrarlo en un amplio intervalo
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que va desde unos pocos ppb (ug kg'') en muestras puras como aguas de mar abierto,
hasta unos cientos de ppm (mg kg™') en suelos contaminados y organismos marinos.

El arsénico se mueve dentro del ecosistema y puede circular varias veces a través de

la atmosfera, el agua v el suelo bajo distintas formas (CULLEN W.R., 1989).
l

Recientes estudios sobre quimica medioambiental del arsénico han mostrado que se
producen conversiones entre estados de oxidacion, asi como la formacion de especies
organometalicas en el metabolismo procedente de los organismos vivos. Tal vez los des-
cubrimientos mas significativos son la reduccion y biometilacion de arsénico 'inorgénico
por hongos, bacterias o algas y mamiferos, incluido el hombre, cuyo resultadc? es la pre-
sencia de compuestos mono, di y trimetilados en el medioambiente. Asi, los c;ompuestos
mas caracterizados en las muestras medioambientales son: arsenito, 'arsenato," acido me-
tilarsonico (MMA), acido dimetilarsinico (DMA), arsenobetaina (AB), arsenocolina
(AC) y tres arsenoazicares que han sido aislados en algas. En la Figura IIL1 se muestran

algunas de las formulas desarrollas de estas especies. i

,
i
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| OH OH CH, ?
HO—Il\s—OH HO—AI\s—OH 0=As—OH‘
c") OH .
Acido Arsenioso Acido Arsénico Acido Metilarsénico
CH, CH, ?Ha |
O=—As—OH  H,C—As*CH,—C00  H,C—As"—CH,—CH,—OH
d, dh, &,
Acido Dimetilarsinico Arsenobetaina Arsenocolina

Figura HL1.- Estructura de los compuestos de arsénico identificados en muestras medioambientales.
|

La toxicidad de las especies de arsénico no es la misma, de hecho, el arsénico inorga-
nico es mas toxico que el arsénico organico y dentro de esta pequefia clasificacion se

pueden ordenar en cuanto a su toxicidad: As(IIl) > As(V) > MMA > DMA > AC > AB.

En organismos marinos, se ha puesto de manifiesto la conversion de arsénico inorga-
nico en compuestos que se consideran no toxicos, como son los arsenoaziicares, la arse-
nobetaina y la asenocolina (HARRISON R.M., 1994). Este tipo de alimentos constituyen
la mayor fuente de arsénico en la dieta. Dicho arsénico se encuentra en formas esencial-

mente no toxicas ademas de que se excreta inalterado en la orina.
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Formacion de los compuestos orgdnicos de arsénico.

Un componente importante del medio ambiente es el agua por lo que vmo% a descri-

bir brevemente la quimica del arsénico en este medio
,'

Las valencias mas usuales del arsénico en aguas puras son (+3), arsenito, y (+5), ar-
seniato, que se presentan como especies inorganicas hidrolizadas: H3AsO;, HyAsOs),
HAsOsZ, AsO;” y H;AsO,, H>As0,7, HAsO,” y AsO,”. Si nos fijamos en los valores de
las constantes de disociacion H;AsQ, (pk. 2,19/ 6,94/ 11,5) y H3AsO; (pK. 9,20 (otros
desconocidos)), las especies predominantes, en los intervalos normales de pH en aguas

naturales son: HoAsO,, HAsO,”, H;AsO; y en menor grado H,AsOs".

En el arsénico geogénico solo estan presentes el As(III) y el As(V), ahora bien, de-
bido a la contaminacién antropogénica, el agua puede contener todas las especies de este

elemento. |
Considerando el par redox As(V)/As(IHI)
H;AsO, + 2H' +2¢" — H3As0: + H,0 E°=0,56v.

Si se aplica la ecuacion de Nerst cuando el pH = 7 y ambas formas estén en la misma
concentracion, el valor obtenido para el potencial es 0,147 v. Para que se produzca el
99% de la oxidacién solo se necesitan 0,206 v., lo que indica la facilidad de oxidacion del
As(III) siempre que haya oxigeno disuelto. Segun esto, se puede generalizar que el arsé-
nico se encuentra en forma reducida en aguas exentas de oxigeno (anaerobicas) pero no
asi en aguas con oxigeno disuelto (aerébicas). Sin embargo este hecho solo es una regla
general ya que en algunas aguas de sondeo, que en principio se considerarian anaerobi-

cas, aparecen ambas formas simultdneamente.
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Se sabe que algunos microorganismos pueden reducir el As(V) a As(IlI), otros son
capaces de oxidar el As(III) a As(V) y éste puede transformarse en sus formas ‘organicas

por metilacion biologica. Como ejemplo, en la Figura IIT.2 se muestra esquematicamente

t

el ciclo biologico del arsénico.

DESMETILACION ,
?H cfHa Cst
- CO,+4 ‘
OH—AS—0 e ® OH—As—CH, > As—CH;,
| | I
O o] do H
Arseniato Acido Dimetlarsinico (CHs) Dimetilarsina
METILACION Hj
(CHy) CHz—As—CHj
2e 2e Trimetilarsina
METILACION
H
Y - (CHaJ) ° AIRE
HO—--/I\s—O - OH_TI\S_OH
OH o)
1} Acido Metilarsénico }
O=—As—0O |
Arsenito AGUA Y SEDIMENTOS !

Figura IIL2.- Ciclo biocldgico del arsénico. :

La metilacién puede producirse en aguas dulces y marinas, obteniéndose compuestos
mono o polimetilados. La biometilacién del arsénico puede ser producida por numerosos

organismos por lo que la naturaleza de los compuestos obtenidos y sus proporciones son

muy variadas.
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En los organismos terrestres la biometilacion del arsénico puede ir acompafiada de su
eliminacién por volatilizacion por formacion de la arsina correspondiente, o bién por ex-
crecion en forma de acido monometilarsonico o acido dimetilarsinico. Sin erﬁbargo, los
organismos marinos eliminan el arsénico mediante formas solubles como azicares o lipi-

dos.

La arsenocolina se convierte facilmente en arsenobetaina, la cual por oxidacion se
transforma en dimetilarsinico o trimetilasénico. Estas especies orgénicas por la accion de
bacterias, luz o calor en medio oxidante, se desmetilan sucesivamente hasta liberar arsé-

nico inorganico. |

Por otra parte, no se pueden olvidar las transformaciones biologicas en los sistemas
acuaticos y que en éstos, existe una interrelacion entre el agua y los sedimentos. En esta
linea, Faust y colaboradores analizaron el arsénico en agua y sedimentos del rio Maurice
{(New Jersey) contaminado por una industria quimica. Segin estos estudios, los conteni-
dos de arsénico en muestras de agua variaban entre 515 y 2,2 mg kg, segﬁn fueran
muestras tomadas en el foco de contaminacion o muestras de agua obtenidaés rio abajo.
También observaron que el agua contenia grandes cantidades de As(V) coﬁ trazas de
MMA, DMA y As(III), indicativos de ambientes aerdbicos.

|

En cuanto a la determinacion de arsénico en los sedimentos del mismo riq, la incuba-
cién en el laboratorio de dichos sedimentos, revelaron que el 85% del arsénico liberado
durante la lixiviacion, era inorganico predominando el As(V) mientras que e:l otro 15%
eran MMA y el DMA. La presencia de estos compuestos organicos de arsénié:o, pone en
evidencia que la metilacion ocurre en los sedimentos porque la tennodinémj:ca del agua
no es favorable a dicha metilacion. Esta biotransformacion, si ocurre, puede afectar de

forma significativa a la distribucion y movilizacion del arsénico. ,
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La distribucién y movilizacion de las especies de arsénico en sedimentos, e indirecta-
mente en el agua en contacto con estos sedimentos, estd controlada por la transforma-
ciones microbiologicas de las especies y por fenémenos de adsorcién. La adsorcidon de

las especies de arsénico en los sedimentos varia:
As(V) > MMA > As(IlT) > DMA

El arseniato es fuertemente adsorbido por el sedimento, presumiblemente con éxidos
e hidroxidos de hierro y manganeso. Ahora bien, la transformacion de arseniato a DMA
puede acelerar la movilizacion del As en sistemas acuaticos, o dicho de otro modo, el ar-

sénico puede ser “redisuelto” de los sedimentos por accion de bacterias.

Es interesante resefiar que la adsorcion estd influenciada por el pH, pE, textura y
contenido de arcilla y arena de los sedimentos. Por otra parte, cuando las especies estan
adsorbidas, su movilizacion depende fundamentalmente del tiempo y del volumen de

agua que pasa a través de los sedimentos.

Por tanto, el conocimiento de la cinética, mecanismos y equilibrios asociados con las
interacciones agua-particula es esencial para el desarrollo de modelos biogeoquimicos
que permitan predecir, de forma segura, el destino de los elementos traza, particular-

mente de las formas toxicas de origen antropogénico (MILLWARD G .E., 1995).
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i1l.2.- REVISION BIBLIOGRAFICA SOBRE ESPECIACION DE ARSENICO.

Para conocer los efectos biologicos del arsénico asi como sus mecanismos de interac-
cion con el medio ambiente, es preciso cuantificar sus diferentes formas quimicas me-
diante las denominadas técnicas de especiacion. !

t

Las dos vias generales dentro de las técnicas de especiacion son: la especiabién basa-
da en el acoplamiento de técnicas instrumentales de separacidn-deteccion y la especia-
¢ion basada en el diferente comportamiento quimico de las especies. En esta r;ilemoria se
da una vision general del acoplamiento de técnicas para la especiacion del arsénico sefia-
lando los acoplamientos que mas exhaustivamente se han empleado en los ultimos 10
afios, y se incide mas profiindamente, en la especiacion basada en la determinacion dife-
renciada de las especies del arsénico en funcién de su diferente comportamient'o quimico,

ya que es la linea de especiacion del trabajo experimental desarrollado.

IH.2.1.- Acoplamiento de técnicas de separacién-deteccién.
:
Esta forma de especiacion se basa en la combinacidon de técnicas de alta resolucion
con sistemas de deteccion de elevada selectividad y sensibilidad (técnicas acopladas).
J
La especiacion analitica engloba varia etapas: preconcentracion, separacibn y detec-
cion. A continuacién se detallan las técnicas de preconcentracion/separacion }nés utiliza-

das para la especiacion de arsénico:
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* Generacion de hidruros y atrapamiento criogénico (HG-CT).

Este acoplamiento ha sido ampliamente utilizado debido a su alta sensibilidad y sim-
plicidad. La derivatizacion de la muestra se lleva a cabo “en-linea” por genera(l:ién de hi-
druros de las especies presentes: As(IH), As(V), MMA y DMA, la preconq'entracién,
mediante atrapamiento criogénico y la separacion, mediante desorciér:l térmica
(BRAMAN R.S., 1977, HOWARD A.G.,1981; ODONAKA Y., 1983; VAN E:LTEREN
1.T., 1994). Este acoplamiento es sencillo pero debe ser capaz de soportar las altas pre-
siones que se producen en la generacion de hidruros. Los detectores que se pueden aco-
plar a la salida de una trampa fiia son muy diversos, pero la absorcion atémicafcon célula
de cuarzo o camara de grafito, son las mas utilizadas.

En la trampa fria (CT) se recogen las diferentes arsinas, liberandolas postleriormente
aprovechando su distinta volatilidad. Entre los trabajos encontrados en la bibliografia a

i

este respecto, algunos se detallan brevemente a continuacion. ,
t

En el trabajo de COMBER S.D.W., 1989, se combina la generacién de hidruros en
distintos medios (HCl y acético/acetato pH=5), trampa fria, espectrofotométria de ab-
sorcion atémica. Cuando utiliza HCl como medio de generacion, recoge las cllistintas ar-
sinas formadas en una trampa fiia constituido por un tubo en forma de U relleno con
bolas tratadas con acido fluorhidrico, sumergido en nitrégeno liquido. Las arsinas se ehu-
yen posteriormente conforme a su volatilidad, arsina, monometilarsina y difnetiiarsina,
que son conducidas hacia una célula de cuarzo calentada eléctricamente. El As(III), lo
determina utilizando como medio de generacion una disolucién amortiguadora de acéti-
co/acetato de pH=5 ya que en este medio unicamente se forma la arsina a partir de este
estado de oxidacién. MICHEL P., 1992, también combina HG-CT-AAS, pero a diferen-
cia del anterior, la trampa fria estd constituida por chromosorb WAV-DMCS (3% OV-
101). A continuacion liberan las arsinas sucesivamente a una célula de cuarzo para de-

terminarlas por AAS. En este caso, los medios acidos utilizados son H,SO4 9M (0,2 ml)
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I

para determinar As(ITN)+As(V), MMA y DMA, y acético/acetato a pH=5 para determi-
nar As(III). f

t

* Cromatografia de gases (GC):

La cromatografia de gases es una técnica de separacion mediante la cual se _bonsiguen
limites de deteccion muy bajos y presenta la ventaja adicional de que sélo se necesitan
volimenes del orden de pl La principal dificultad de la aplicacion de la cror_ﬁatograﬁa
de gases, para la determinacién de especies organometalicas no volatiles, radica en la ne-
cesidad de realizar procesos de extraccion-derivativacion-preconcentracion ciue suelen
ser largos y tediosos, ademas de aumentar la posibilidad de errores por pérdida de anali-
to. El detector mas empleado en este acoplamiento es QFAAS (VIJAN, P.N,, 1976,
HOWARD, A.G,, 1981). |

En esta linea, KAIPING D:, 1992, realiza una separacion las especies inorganicas de ar-
sénico mediante adsorcion selectiva del As(IIl) en algodén sulfidrilo y posteﬁor lixivia-
cién con HCl en caliente. A continuacidn se le hace reaccionar con BAL, extrayéndose el
complejo As-BAL en tolueno para su determinacién por CG. El As(V) no adsorbido se
reduce con una disolucion de Kl-tiourea y se determina por el mismo procedimiento.
Este método se ha aplicado a la determinacion de arsénico en hojas de melocoton y agua

de lago, obteniendo LD 0,01 ng de arsénico.

* Cromatografia de liguidos (LC) y cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC):

l
Es una de las técnicas mas desarrolladas para la determinacion de las diferentes espe-
cies quimicas inorganicas y organicas de metales. La cromatografia liquida de alta efica-

cia (HPLC) es la mas empleada. Esta técnica de separacion presenta la gran ventaja res-

-49- f



Antecedentes bibliograficos: Especiacion

pecto a la cromatografia de gases, de que permite la separacién de especies siﬁ necesidad
de derivatizacién. El HPLC presenta una gran variedad de cromatografias entre las que
destacan para la determinacion de especies inorganicas y organometalicas de arsénico las
de intercambio idnico y en fase reversa.

Las técnicas de deteccion mas habituales que se pueden acoplar con el HE:’LC para la
determinacién de arsénico son: GFAAS, QFAAS, ICP/AES ¢ ICP/MS. |

)

El acoplamiento HPL.C/AAS ha sido ampliamente utilizado ya que permite la separa-
cidn e identificacion de compuestos de arsénico desconocidos a partir de sus cromato-
gramas. Las combinaciones mds utilizadas son: las que utilizan atomizacion en célula de
cuarzo calentada con llama, HPLC/QFAAS, (RICCI G.R,, 1985, CHANAJ‘B.S, 1985,
KADOKAMI K., 1988) o las que emplean, atomizacién en cimara de grafito,
HPLC/GFAAS, mediante la cual se consigue aumentar la sensibilidad respecto a la llama
en mas de dos 6rdenes de magnitud (AGGET J,, 1983; PACEY, G.E., 1986). Si bien
existen técnicas de acoplamientos en continuo, la forma mas usual de trabajo es en dis-
continuo recogiendo las fracciones que posteriormente se han de introducir én la camara
de grafito. El mayor problema que presenta la camara de grafito es la pérdida de analito
por volatilizacion durante la etapa de calcinacion o por el contrario que se pi'oduzca una
combinacion quimica con carbon produciendo compuestos que impiden una :atomizacién

completa. i

Existen varios trabajos de especiacion de arsénico en los que se utiliza el acopla-
miento HPLC/ICP-AES (RAURET G., 1991; EBDON L., 1991) ya que el flujo de tra-
bajo con el que opera el HPLC (~1 ml/min) es perfectamente compatible corll el flujo del
sistema ICP-AES. Aunque este acoplamiento ha demostrado ser muy adecuado, no tiene
la elevada sensibilidad que requiere, por ¢jemplo, la especiacién de arsénico .en orina hu-
mana, donde la concentracion total de las especies a menudo esta comprendida entre 10-

20 ng ml™.
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Ultimamente se est4 utilizando el acoplamiento HPLC/ICP-MS (BEAUCHEMIN D,
1989; SHIBATA Y., 1989; THOMAS P.,1995) con el que se consigue una sénsibilidad
extremadamente alta. Sin embargo, la aceptacién del ICP-MS como detectorlde un sis-
tema HPLC, requiere una reduccion substancial del elevado coste instrumental para su

aplicacion en analisis de rutina. ,

Mediante la incorporacioén de la Generacién de Hidruros (HG) como método de deri-
vatizacion post-columna de un sistema HPLC, se puede mejorar substancialmente la sen-
sibilidad en la especiacion de arsénico, cuando el sistema de deteccion es AAS con llama
(TYE C.T., 1985, HAKALA E, 1992), con calentamiento electrotérmico (RiCCI GR,
1981) o ICP-AES (RAURET G., 1991). La mayor limitacion del uso de Generacién de
Hidruros como parte integrante del sistema de deteccion para la especiacion de arsénico,
radica en la presencia de compuestos organicos de arsénico tales como la arsenobetaina,
la arsenocolina y los arsenoaziicares, importantes en muestras medioambientales y biolo-
gicas, que no forman hidruros volatiles por o que no pueden detectarse. Para resolver
este problema se ha recurrido a la descomposicion “en-linea™ por digestion en microon-
das como paso previo a la formacion del hidruro (LOPEZ-GONZALVEZ M.lA.,1994).

Trabajos en esta misma linea son los realizados por JIMENEZ DE BLAS O., 1994,
que determina arsénico y sus metabolitos en orina mediante HG-AAS y oftros acopla-
mientos. Para la determinacién de arsénico total utiliza FIA-HG-AAS con mineralizacion
previa de la muestra con una mezcla HNO;, H;SO; y H,0,. La determinacién de As(III),
As(V), MMA y DMA se realiza mediante cromatografia liquida con una resi;na cationica
AG 50W-X8 y elucion selectiva de las especies, que se analizan por FIA-HG-AAS en las
condiciones optimas. También en muestras de orina, HAKALA E., 1992, deterrninzi se-
lectivamente las especies de arsénico importantes desde el punto de vista foxicolégico
mediante el acoplamiento HPLC-HG-AAS. Para ello utiliza dos columnas, colocadas en

serie, Chromospher C;3 (5 um) empleando como fase mévil tetrabutilamonio a pH=6,0
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con una disolucion amortiguadora de fosfato. Se genera el hidruro de los distintos elui-
dos, con NaBH,. Se determina As(IIT), As(V), MMA y DMA a la longitud de onda de
193,7 nm, siendo los LD respectivos 1,0; 1,6; 1,0y 4,7 ug I'". ;

HWANG C.J., 1994, determina As(IIT), As(V), MMA y DMA en muestr;s de agua,
mediante CL-HG-ICP-MS. Una vez separados las distintas especies de afsénico por
cromatografia, el eluido se trata con L-cisteina y HNQO; 0,25M (1 mli/min) y se introduce
en un reactor a 95°C, donde se mezcla con NaBH, pasando a otro reactor qﬁe mediante
un nebulizador neumatico, se introduce en el [CP-MS. La muestra se analiza én 10 min y
el métodos se ha validado con materiales de referencia. :

i

THOMAS P., 1995, utiliza un acoplamiento HPLC-ICP-MS para la deterr;linacién de
seis especies de arsénico con bajos limites de deteccion (1-3 ug 17), en muestras de agua
de manantial y embotellada. También obtiene buenos balances de arsénico total en las
muestras, mediante un sistema de generacion de hidruros.
|

Un acoplamiento muy interesante es el realizado por LOPEZ-GONZALVEZ M.A.,
1994, que utiliza HPLC-MW idacien-HG-AAS para la determinacion en linfea As(IID),
As(V), MMA, DMA, AB y AC. Para ello, utiliza una columna aniénica donde retiene el
As(IIT), As(V), MMA y DMA (especies anidnicas) y deja pasar las especies' cationicas,
AB y AC que se determinan después de su descomposicion en microondas cjon K38,0;.
Los limites de deteccion para todas las especies estan comprendidos entre 0,3-0,9 ng.

!

Por otra parte, LE X-C., 1994, también mediante el acoplamiento I']PLC";MWdigcgién'
HG-AAS determina As(IIT), As(V), MMA, DMA y AB coeluida con el As(III). Si no
realiza la digestion en microondas sélo determina cuatro especies ya que la AB no forma
hidruros. Los resultados obtenidos los compara con los obtenidos por acopIamiento

HPLC-ICP-MS. Los LD obtenidos son: 10 pg I As(IIl); 20 pg I'' As(V); 15 pg I’
MMA; 10 ug I' DMA y 10 pg I'' AB. I
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BLAIS J.S., 1990. Propone un método para la determinacion de arsenobetaina, arse-
nocolina y el ion positivo tetrametilarsonio por HPLC-HG-AAS con generaci;c’)n termo-
quimica de hidruros. El método consiste en producir la nebulizacion mediante un ter-
moespray del eluido metandlico det HPLC, con pirdlisis del analito con una llama meta-

j
nol/oxigeno, y posterior formacién del hidruro. |

|

SCHLEGEL D., 1994, utiliza el acoplamiento 1C-HG-ICP-AES. Emplea x:ma colum-
na PRP X-100 y como disolventes acido benzoico y acido parahidroxibenzoico en una
mezcla metanol-agua. Los LD obtenidos: 0,017 ppm para el As(IIl); 0,64 pi)m para €l
As(V)y 0,11 ppm para el DMA. ;

!

EBDON L., 1988. Realiza distintos acoplamientos combinando técnicas de separa-
cion como la GC o el HPLC con diferentes técnicas de deteccion como AAS, AFS o
ICP-AES. Para la utilizacion de la cromatografia de gases es preciso derivatizfar los com-
puestos de arsénico como hidruros, que se pueden preconcentrar mediante la utilizacién
de una trampa fria (CT), o como metilglicolatos. Mediante la utilizacion de un HPLC, se
pueden separar sin necesidad de derivatizacion, pero en este caso es precislo utilizar la
generacion de hidruros (HG) para aumentar la sensibilidad. Este autor por ;anto, reco-
mienda el acoplamiento HG-CT-GC-AAS cuando se desee detectar m'veles:comprendi-
dos entre 0,22-0,55 ng absolutos. Sin embargo recomienda el acoplamiento HPLC-HG-
AAS para analisis de rutina y el acoplamiento HPLC-HG-ICP-AES como pchcedimiento
preferente para analisis multielementales. |

5

WOLLER A, 1995, propone una nueva técnica gue incluye un acoplamiento HPLC-
AFS utilizando nebulizacion ultrasénica, para la determinacion de As(III), A_‘ls(V), MMA
y DMA, obteniendo limites de deteccion de 35,50,20 y 20 ng respectivame:nte (para un
volumen inyectado de 250 pl). El rango lineal es de 250 a 2500 ng para toflas las espe-

cies de arsénico.
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La Cromatografia de fluidos supercriticos ha sido utilizada para determiniar arsénico
y antimonio en muestras de aguas y en materiales biolégicos. En este sentido, LAINTZ
KE., 1992, consigue la determinacién de As(IIl y V) y Sb(Il y V) utilizando
bis(trifuoretil)ditiocarbamato y cromatografia de fluidos supercriticos. La detgrminacién

de As(V) y Sb(V) necesitan una reduccion con KI-Na,S,0; obteniendo LD(A?) de 7 pg.

|
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liL.2.2.- Técnicas basadas en el diferente comportamiento quimico de las
distintas especies, frente a disolventes, intercambiadores o reacti-
vos quimicos.

Un apartado importante de la especiacion es el de la posibilidad de difeanciar espe-
cies mediante procedimientos quimicos, basados en los distintos comportamiientos de las
especies frente a un mismo reactivo. Este hecho que clasicamente se ha empﬁeado como
método de evitar las interferencias en las determinaciones analiticas, proporcifona una he-

rramienta extraordinariamente Gtil y sencilla para abordar el problema de la especiacion.

* Extraccion liquido-liquido:

Tiene aplicacion en la determinacion de trazas de arsénico y presenta algunas venta-
jas. Este procedimiento permite separar el analito de la matriz, es decir, de las posibles
interferencias ademas de realizar una preconcentracién simultaneamente. La extraccion
L-L implica varias etapas tales como formacion de complejos, extraccion, seiaaracic’m de
fases, evaporacion..., como pasos previos a su determinacion, generalmente pbr GFAAS.
No obstante, la posibilidad de separar especies de arsénico y preccmcentrarlas,I requiere la
disponibilidad de un gran volumen de muestra, lo que no siempre es posible.? En esta li-

nea se comentan brevemente algunos de los trabajos encontrados en la bibliografia.

BALLIN U, 1994, realiza un estudio en muestras de pescado donde determina el
contenido total de arsénico y en arsenobetaina. Para obtener el contenido total de arséni-
co, se mineraliza la muestra con HNO3/HCIO,/H,80, a 250°C y se determina por HG-
AAS. Por otra parte, utiliza un método indirecto de cuantificacion de arsenobetaina me-
diante la determinacion de trimetilarsina. Para ello, realiza una extraccion con iuna mezcla
de cloroformo/metanol-agua. Una porcion del extracto metanol-agua se hidroliza por

calentamiento con NaOH pasando el gas a una columna 0,8% carbowax ZOM realizando

|
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la deteccion por ionizacion de llama o absorcién atdmica. El contenido obtenido para la

arsenobetaina supone ~95% del Asyua. !

Por otra parte, HASEGAWA H., 1994, propone un método para la detem;inacién de
especies de arsénico trivalente (As(1II), MMA(IIT), DMA(IID)) y pentava]entles (As(V),
MMA(V), DMA(V)) en aguas naturales, mediante extraccion de las formas ;tﬁvalentes
con dietilamonio dietilditiocarbamato (DDDC) en tetracloruro de carbono. Los arseni-
cales se retroextraen de la fase organica con NaOH 0,1M. Se afiade NaClO .y HCl 5M
calentando a 100°C durante 20 minutos. Se deja enfriar y se afiade HCl y EDTA (para
eliminar posibles interferencias) procediéndose a la determinacion mediantje HG-CT-
AAS. La determinacion de As(IIl + V) la realiza directamente por HG-CT-A|AS, previa
adicion de HCl y EDTA (As(III + V), MMA(II + V), DMA(III + V)). Por,ultimo de-
termina As, mediante oxidacion con K;$;0s en NaOH, calentando a 70°é durante 2
horas. El As(V) resultante lo determina por HG-AAS. f
f

La especiacion del arsénico inorganico en muestras de suelos contanﬁnﬁdos, puede
realizarse mediante extracciones en distintos disolventes. Para ello, CHAPPEI:.L 1, 1995,
inicialmente moviliza el arsénico del suelo con HCI. A partir de aqui, extrae selectiva-
mente el As(IIT) con cloroformo en forma de AsCl;. Mediante una segunda extraccion en
agua, recupera el arsénico y lo determina mediante HG-AAS. Para la deterrr}ﬁnacién del
Asyoa, Tealiza una reduccion con K1 y aplica el mismo procedimiento. El As(V), lo de-
termina por diferencia, siendo ademas la especie predominante en estas nllluestras. El
contenido de Asi obtenido por este procedimiento, lo confirma mediante fluorescencia

de rayos X. !

Diez afios antes, AMANKWAH S.A., 1985, separa y determina As(III):y As(V) en
agua de mar mediante extraccion en cloroformo del complejo formado con APDC y
posterior HG-AAS. Al igual que el método anterior, determina Asa, redt}lciendo pre-
viamente con K1, y el As(V) por diferencia. |

|
i
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La separacion de las distintas especies puede realizarse mediante un separador de in-
tercambio idnico a presion atmosférica. Las especies se fijan en la columna y se eluyen
selectivamente. Esta forma de trabajo, requiere eluciones multiples con disti;ltos reacti-
vos, recolecciéon y almacenamiento de las diferentes fracciones de eluido para su poste-
rior determinacién. La separacién por intercambio iénico, al igual que la extraccion li-
quido-liquido, son procedimientos largos y tediosos que presentan el gran i_nc!:onveniente
de aumentar los riesgos de contaminacién debido a la manipulacion de las muestras du-

+

rante las distintas etapas que implican. |

En esta misma linea ZONG-LI L., 1995, propone un método para la determinacion
secuencial de arsenito y arsenato mediante cromatografia idnica en aguas de desecho
(industria de semiconductores). El As(III) lo determina electroquimicamente !consiguien-
doun LD 2,9 pg I'' y recuperaciones del 97,5-104%. Por otra parte determina el As(V)
espectrofotométricamente por formacién de un complejo coloreado de asociz;cién idnica
formado por el acido heteropolimolibdoarsénico con bismuto en presencia dé Tritén X-
100 (Mo-As-Bi), obteniendo recuperaciones del 93.5-103% y LD de 13 ug l'l;

|

* Formacion selectiva de las arsinas. ‘
|
|
b

Quizas la propiedad quimica mas util para la especiacion de arsénico por via quimica,
es la capacidad que poseen las especies As(III), As(V), MMA y DMA para formar se-
lectivamente los correspondientes hidruros mediante un control adecuado dé las condi-
ciones del medio, fundamentalmente del pH de generacion. En esta linea, se han encon-
trado en la bibliografia distintos trabajos sobre la eficacia de la generaciéon de las dife-
rentes arsinas, en los que se llegan a resultados muy diferentes. No se conoée a ciencia
cierta la razon de estas diferencias aunque se cree que se deben a la influencia de para-

- metros que no son reproducibles de unos laboratorios a otros, factores cinéticl:os o inclu-
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so disefio del modulo de reaccion (ANDERSON R K., 1986). Sin embargo, reprodu-
ciendo dentro de un mismo laboratorio las condiciones de generacion, los resuitados son
perfectamente reproducibles lo que permite pensar en esta via como técnica e){traordina—
riamente Util para abordar el problema de la diferenciacién y determinacion de distintas

|
especies de arsénico.

La Generacion de Hidruros utilizando NaBH,; como reductor en conjufncién con
AAS o ICP-AES se ha empleado para determinar selectivamente As(IIT), As(:V), MMA,
y DMA. Braman y colaboradores llegan a la conclusion de que la reduccion de los com-
puestos de arsénico con NaBH, dependen del pH y esta relacionado con el ;pKe de los
acidos de arsénico (BRAMAN R S, 1977). i
|

Como ya hemos mencionado, cuando se utiliza HG-AAS para la determinacién de ar-
sénico se necesita, ademas de NaBH,, un medio acido. La naturaleza y conceéltracién de
este medic acido es uno de los factores importantes que condicionan las eficiencias de la
generacion de las posibles arsinas. En la Tabla 1.1 se muestra los estudios te%éricos rea-
lizados, generalmente a concentraciones muy superiores a las existentes en muestras
reales, con los sistemas reguladores y pH mas representativos, utilizados como medios
de generacion de las correspondientes arsinas, junto con las especies detem;linadas, re-
ductor empleado y la referencia bibliografica correspondiente. El pH de trabajo puede
establecerse mediante el uso de acidos puros de diferentes concentraciones o bien, con
disoluciones reguladoras formadas con las especies del mismo.

El 4cido utilizado preferentemente es el acido clorhidrico en distintas concentracio-
nes. La controversia en cuanto a la concentracion de este acido es total, py;es mientras
unos autores generan el hidruro de arsénico inorganico con la misma eficiencia a partir
de los grados de oxidacion (III) y (V) en HCI 2-4M, otros autores en HCI 6_iVI, obtienen
sistematicamente una eficiencia de generaciéon un 30% inferior a partir de As!(V), necesi-
tandose la presencia de un reductor, generalmente KI (As(V)—As(II)) o un‘oxidante tal

¢
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|
como el MnO," (As(IIT)—>As(V)) para conseguir generar el hidrurc a partir de un tnico

grado de oxidacion. El MMA y el DMA generan también el hidruro en medio HCI, pero
la eficiencia observada varia para la misma concentracion de acido de un 40:100% de-
pendiendo del autor. ;

Otros medios acidos inorganicos utilizados son: dcido nitrico con el que se obtienen
analogos resultados a los obtenidos con HCl, pero no es muy aconsejable deﬁido a que
su caracter oxidante, puede alterar a las especies produciendo la interconversfén de una
en otras previamente a su determinacion diferenciada; dcido sulfiirico, en el ciue las se-
fiales de todas las especies decaen bruscamente; 4cido ortofosférico con el que se obtie-

ne un elevado ruido de fondo.

i
i
!

En cuanto a los medios acidos organicos se pueden destacar: dcido oxilice en el que
se obtienen maximas respuestas para el As(Ill) y el DMA cuando la concentracién de
acido es ~1% m/v. Cuando el porcentaje de acido aumenta, se produce una disminucion
de la sefial para el DMA, mientras que el As(III) pasa por un minimo para au';rnenta.r de
nuevo su respuesta. Las seflales correspondiente al As(V) y al MMA, son con?siderable-
mente mas bajas (-75%) respecto a las otras dos especies, y la respuesta delLMMA es

doble a la correspondiente al As(V) para esta concentracion del 4cido.

|
Si se trabaja con 4cido citrico, en un intervalo de 0-5%, se obtienen comportamien-
|

tos de las especies, similares a los observados con acide oxalico. !

El acido tartdrico también se ha utilizado como posible medio de generacién de las
diferentes arsinas. Con este acido se obtienen comportamientos analogos a los é;)btenidos
en los otros 4cidos para el As(III), DMA y MMA pero el comportamiento del As(V) di-
fiere bastante ya que aumenta la respuesta obtenida a partir de este estado de c;xidacién,
al aumentar la concentracion de acido. Este hecho sugiere que posiblemente se produzca
una conversion parcial del As(V) a As(III) en este medio, o simplemente que la :eﬁciencia

i
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de generacion de la arsina a partir de As(V), mejora al aumentar la concentracion del

acido.

Otro acido organico ensayado como medio de generacion es el dcido acético, en un
intervalo de concentracion comprendido entre 0-1 M. En este medio el As(III) y el DMA
producen elevadas respuestas, el MMA responde un 70% menos que el As(IIf) y el As{(
V) no produce sefial analitica (<10%) (ANDERSON R K., 1986). i

Finalmente en el acido mercaptoacético (0-1,5 M) todas las especies presentan un
comportamiento similar aumentando la sefial analitica cuando aumenta la concentracion
del acido hasta 0,1 M y posteriormente decaen bruscamente hasta anularsva‘| completa-
mente las respuestas (ANDERSON R K., 1986). '

El empleo de disoluciones reguladoras como medio de generacién ha si%;lo también
ampliamente utilizado. Las primeras investigaciones fueron encaminadas ha:cia la bas-
queda de un amortiguador quimicamente inerte, que fuera capaz de realizar lé reduccién
selectiva del As(IIT) con un minimo de interferencias debidas al As(V), MMA' y en parti-
cular al DMA ya que este ultimo presenta comportamientos mas similares al: As(III), en
los medios anteriormente citados. Entre los sistemas amortiguadores asi comlé los pH de
trabajo, seleccionados como medios de generacion de la arsina, en presencia de otras es-

pecies del mismo elemento, se destacan los recogidos en la Tabla IILI |
{

Como puede deducirse, el estudio de los medios de generacién de las distintas arsi-
nas, es un campo todavia abierto y con un gran interés para llevar a cabo la; determina-
cién de las diferentes formas quimicas del arsénico (ANDERSON R K., 1986; RUEDE
TR, 1994), :
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Tabla ML1.- Sistemas reguladores y pH utilizados como medios de generacién de la corréspondientes

arsinas. :
|
Medio icido Especies Reductor Referencia
HC1 5M As(III) + As(V) NaBH, 5% +
citrico/citrato (pH=35,5) en NaOH 0, 1M AGGETT )., 1976
acético/acgtato “ As(II) i
|
t
ZrV + HCl 0,25M As(IID) NaBH, 5% NAKASHIMA S,
HC1 2M +KI As(III) + As(V) en NaOH 0,IM 1978
i
HCI (pH=0) ;
oxdlico (pH=1) As(IIT) + As(V) NaBH, 5% SHAIKH A U,
acético/acetato (pH=3) en NaOH 0,1M 1978
citrico/citrato “ As(TII) i
i
H;PO.,/HPO, (pH=1-3) As(ITD) + As(V) NaBH, 1% HOWARD A.G:,
acético/acetato (pH=4) As(HIT) en NaOH 0,1M 1980
HCl 6M As(III) + As(V) NaBH, 1% HINNERS T.A.,
acético/acetato (pH=4,8) As(IIT) 1980
HCl IM As(TH) + As(V) NaBH, 2% HOWARD A.G;,
acético/acetato (pH=5,0) As(TII) 1981
HCI 2M + KI 40%(p/v) As(HT) + As(V) NaBH, 3% YAMAMOTO m.
citrico 40%(p/v) (pH=>5) As(II) en NaOH 0,IM 1981
_l
HC1 5M + K1 0,1%(p/v) As(TII) + As(V) |
citrico/citrato (pH=6) As(III) NaBH, 2% ANDERSON R.K.
Acético (0,16M) As(IIl) + DMA 1986
Mercaptoacético (0,1M) As(TIT+ As(V)+ '
MMA + DMA
HC1 4M As(IIT) NaBH, (37mM) :
HC1 (0, 16M+KMnQ,) MMA + DMA NaOH (5 mM) RUENDE T.R.
Tartarico + KMnQ, Asim 1994
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La adicion de agentes oxidantes y reductores al medio de generacién ha sido am-

pliamente utilizada cuando, en la muestra, pueden estar presentes diferentes especies
quimicas de arsénico, fundamentalmente As(IIl) y As(V). En este sentido han sido va-
rios los sistemas redox empleados, con una gran variedad de procedimientos analiticos.
Algunos de estos sistemas redox requieren calentamiento y largos tiempos de reaccion.
Los oxidantes y reductores mas utifizados han sido yoduro potisico (YMOTO M,
1981), tiourea (KAIPING D., 1992), permanganato potisico (ANDERSON
R K.,1986), L-cisteina (LE X.C., 1993), obteniéndose resultados muy diver;sos, segun
sean las condiciones de trabajo. En este campo, se puede concluir que tampoco existe un
medio en el que se produzca selectivamente la reduccién de una de las especies, por lo

que es necesario recurrir a factores cinéticos y de complejacion. f
|

Las investigaciones basicas realizadas sobre la eficiencia de la generacién de las dife-
rentes arsinas, es aprovechada en muchos casos para resolver el problema de jdiferenciar
las distintas especies de arsénico presentes en muestras de interés biologico y: medioam-
biental por su posible repercusién en ¢! hombre. ‘

Asi HOWARD A.G., 1980: determina especies inorganicas de arsénico, en muestras
medioambientales, mediante el control del pH para la generacién de la arsina. Para ello
utilizan distintas disoluciones amortiguadoras. El método empleado se basa I‘en la reac-
cién del hidruro formado, con dietilditiocarbamato de plata (Ag-DDTC) y pc}sterior de-
teccion espectrofotométrica. Un afio mas tarde este mismo autor amplia el miétodo para
la determinacion de cuatro especies de arsénico; As(III), As(V), MMA y DMA mediante
HG-AAS. Para llevar a cabo esta diferenciacion, combina la posibilidad de afrapanﬁento
de las distintas arsinas formadas y la variacion del medio acido para la generécic’m de los
hidruros. Con HCI IM es posible determinar As(III)+As(V), MMA y DMA, mientras
que si el medio es acético/acetato a pH=>5 s6lo se determina el As(IIT). Este Irnétodo fue
aplicado a muestras de agua de rio donde es posible determinar las cuatro' especies, y

muestras de moluscos donde determinan As(IT)+As(V), MMA y DMA,

f
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YAMAMOTOQO M., 1981, aplica sus estudios basicos para la determinacion diferencial
de As(HII), As(V), Sb(IIl) y Sb(V) mediante HG-AAS utilizando una llama cie hidrége-'
no/nitrégeno. Este trabajo incluye un estudio de distintos amortiguadores y distintos me-
dios acidos, organicos e inorganicos,(citrico, tartarico, malico, acético y clorhig!:ln'co) para
la generacion de las distintas especies en muestras de agua de mar. Los mejorj’es resulta-
dos los obtiene cuando determina el As(IIl) en medio citrico/citrato de pH=5 y el As to-
tal generando el hidruro en HCl 2M con reduccién previa As(V) — As(III) cc:m KI 40%
o). |
i
ANDERSON R K., 1986, realiza estudios sobre reduccion selectiva de lzfis especies
de arsénico mediante generacién de hidruros en continuo, aplicando el méto«;:lo a aguas
naturales. En una primera parte, un estudio del medio acido de generacion le lleva a la
conclusion de que no existe ningin medio que produzca la reduccion selectivaide algunas
de las especies, pero se puede recurrir a factores cinéticos y de complejacion ];ara conse-
guir la especiacion, resaltando la necesidad de validar los resultados mediantie gjercicios
de intercomparacion entre los laboratorios o mediante el empleo de maten'al;es de refe-
rencia.
Los medios seleccionados para evaluar estas especies en aguas de rio son los si-
guientes: |
- HCI 5M con K1 (0,1% p/v): determina el As inorgénico total. J
- citrico/citrato (pH=6) + tiourea, para prevenir la interferencia del Cu: determina As(III)
- acido acético (0,16 M): determina As(III}*DMA o sélo DMA después de Ia oxidacion
del As(IIT) con KMnQ,+tiourea+Na-EDTA para prevenir interferencias. |
- acido mercaptoacético (0,IM): con el que consigue determinar las cuatro especies

!
conjuntamente, es decir, Asyuy= As(II+As(V)+MMA+DMA.
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Mas recientemente, RUEDE T.R., en 1994, aborda el problema de la ?speciacién
mediante FI-HG-AAS, utilizando distintos medios para la generacion de las distintas ar-
sinas. En este método se inyecta 0,5 ml de muestra en un flujo de HCI (10 ml/min) que se
combina con KBH, (37 mM y 5 mM en NaOH). Esta mezcla pasa a través ;lie un tubo
reactor y posteriormente a un separador gas liquido. La arsina se mide por AAS a 193,7
nm., obteniendo limites de deteccion entre 0,2-0,5 pug I"'. Los medios seleccibnados por
este autor son los siguientes: 4
- HCI 4M: sélo reacciona el As(III) ‘
- HC1 0,165M, 1 mg/l KMnO,: As(Ill) —As(V) y se determina conjuntamente con el
MAAyel DMA. :
- HC10,025M, 1 mg KMnO,; MMA+DMA.
- acido tartarico 0,85 mM, 1 mg KMnO,: determina las cuatro especies.

La L-Cisteina ha sido utilizada tanto para la determinacién de arsénico total, como
para la determinacion de distintas especies de arsénico. Con este ultimo fin, se han en-
|

contrado distintos trabajos en la bibliografia que se recogen a continuacién. |

FENG Y-L., 1994. Propone un método para la determinacion simultanea :de As(IIl) y
As(V) en agua mediante HG-ICP-AES. Para ello, reduce el As(V) con L-cisteina y de-
termina ambos estados de oxidacién basandose en el tiempo de reduccion del:As V).

f

LE X-C, 1993, estudia el impacto del consumo de arsénico en la dietafmediante la
determinacién de As(III); As(V), MMA, DMA vy AB en muestras de orina. fLa determi-
nacion la realiza mediante FIA-HG-AAS con descomposicion en microondas para la de-
terminacion de Asg ¥ Sin descomposicion previa, para la determinacion de: las especies
que forman hidruros. Por diferencia determina la arsenobetaina. Utiliza L-cisteina como

reductor del As(V) a As(IIT).
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Posteriormente, este mismo autor, realiza un estudio tedrico del efecto de la L-
cisteina (2% p/v) en la generacion de las arsinas en medio HCI de distintas concentracio-
nes, sobre cuatro especies toxicas de arsénico: As(Il), As(V), MMA, y DMA en el que
concluye que, cuando la concentracion de HCI estd comprendida entre 0,3-0,7 M y en
presencia de L-cisteina, se obtienen respuestas maximas e idénticas para las c%Jatro espe-
cies (resultado analogo al obtenido por Anderson R K.,1986, con el &cido mércaptoacé-
tico). Sin embargo, cuando utiliza HCI 2M como medio de generacion, se obtienen res-
puestas para el DMA y para el MMA mientras que las especies inorgédnicas de arsénico
no responden. Este trabajo incluye estudios de recuperacion de estas especies,‘ afiadidas a

una matriz de orina (LE X-C, 1994).

HWANG C-J.,, 1994, propone un método para la determinacion de As(III), As(V),
MMA y DMA en muestras de agua en el que utiliza L-cisteina como prerreductor, y

combina la LC-ICP-MS. |
!

1

Finalmente uno de los trabajos mas recientes, sobre especiacién sin acoplg;rrﬁentos de
técnicas, es el realizado por CHATTERJEE A., 1995, que determina As(IIl), As(V),
MMA y DMA. Para ello utiliza cuatro métodos: a) Extraccion con Na-DDTC en cloro-
formo-FI-HG-AAS (para separar el arsenito y el arsenato. b) Absorcion de la arsina en
Ag-DDTC en cloroformo con hexametilentetraamina con deteccion espectrofotométrica.
¢) Intercambio i6nico-FI-HG-AAS (determina las cuatro especies). d) Mineralizacion
con HNO3/H,SO4/HCIO, con posterior determinacion con FI-HG-AAS (determina el
AStorar). ‘
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CAPITULO V

DESARROLLO DE LA METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE
ARSENICO TOTAL EN MUESTRAS BIOLOGICAS

+
'
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Parte experimental

V.1.- APARATOS, MATERIALES REACTIVOS Y DISOLUCIONES.

Aparatos y materiales:

- Espectrofotdmetro de Absorcion Atdmica de doble haz, Perkin-Elmer mod. 2380.

- Lampara de Arsénico de descarga sin electrodos (EDL) con una potencia de trabajo de
8W Perkin-Elmer.

- Fuente de energia externa Perkin-Elmer, para la utilizacion de lamparas EDL, ;acoplada
al espectrofotémetro.

- Registrador Perkin-Elmer Recorder mod. 56.

- Espectrometro UV-VIS mod. HP 8452A Diode-Array. i

- Generador de hidruros disefiado y construido en el Departamento.

- Bomba peristaltica de cuatro canales Gilson mod. HP4. Tubos de Tygon de 0,6 cc m™.

- Tubo de teflon de 0.5 mm d.i.

- Separador gas-liquido Philips.

- Célula de atomizacion de cuarzo, calentada por una llama aire/acetileno (20/40 ?ml/min).

- Placa calefactora Kowel mod. F-1.

- Balanza analitica Sartorius con sensibilidad de 0.1 mg . ,

- pHmetro de precisién Crison 2001 H.

- Material volumétrico de calidad contrastada.

- Sistema de purificacion de agua Milli-Q de Millipore.

- Trituradora de aspas de titanio Robot-Coupe mod. R-86.
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- Liofilizador (Facultad de Veterinaria de la U.CM.)

- Acetileno extrapuro C-26 y Argdon C-50 (Carburos metalicos).

Reactivos:
i
Todos los reactivos utilizados han sido de grado de anlisis o de alta pureza y el

agua desionizada se ha obtenido por un sistema Milli-Q.

- Acidos y bases: acido nitrico (HNOs, Carlo Erba), acido clorhidrico (HC!, Carlo Erba),
i
4cido citrico (CsH3O7H,0, Merck), acido lactico (C3HsO;, Sigma), hidréxido sodico
(NaOH, Merck).

- Sales: Yoduro potasico (KI, Carlo Erba), nitrato de magnesio (Mg(NO;); 6H,0,
Merck). ,

|

- Las disoluciones de cationes y aniones utilizadas en los estudios de interferencias, se

prepararon a partir de sales, metales u ¢xidos de calidad para andlisis de diversas pro-

cedencias.

Diseluciones:

- Disolucién patron de As(IIT) de 1000 pg/ml: se disuelven 0,3300 g de tﬁéxido de ar-
sénico (As;Os3, Merck) en 10 ml de hidréxido sodico (NaOH) 1M. Se enrasa a 250 mi
con HC] 2M.
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- Disolucién patrén de As(V) de 1000 pg/ml: Se disuelven 0,4436 g de pentéxido de ar-
sénico dihidratado (As;Os 2H;0, Carlo Erba)) en 10 ml de NaOH 1M y se lleva a 250
ml con HCI ZM. |

)

- Disoluciones de trabajo de As(III) y de As (V) en el intervalo 10-140 ng ml™; se prepa-

ran diariamente por dilucién conveniente en agua desionizada de una disolucién de 10

1

pg ml” obtenida a partir de las disoluciones patron.

- Disolucion de borohidruro sddico (NaBH,, Aldrich) al 3% (p/v): se prepara:aﬁadiendo
15,0 g de NaBH, en una disolucion formada por 5,0 g de NaOH en 250 ml de agua ul-
trapura. ‘

t

- Disolucién reguladora de écido citrico/citrato de distintos pH: se preparan afiadiendo a
una disolucion de 4cido citrico al 40% (p/v) la cantidad adecuada de NaOH al 10% pa-

ra obtener las disoluciones con los pH de trabajo.

- Disolucion reguladora de acido acético/acetato: se prepara una disolucion de acido

acético al 50% (p/v) y se ajusta el pH con NaOH al 10% (p/v).

- Disolucion reguladora de acido tartarico/tartrato; se prepara una disolucién de acido
tartarico al 30% (p/v) ajustando el pH con NaOH 10% (p/v).

- Disolucion de dietilditiocarbamato de plata (Ag-DDTC): se disuelven 0,5 g de Ag-
DDTC en 100 ml de piridina previamente enfriada. Esta disolucién puede conservarse

durante dos semanas a baja temperatura y en la oscuridad.

- Mezcla estabilizante Mg(NQ;),/MgO: se disuelven 80,0 g de nitrato de magnesio en
200 ml de agua ultrapura y se afiaden 8,0 g de MgQ, obtenido por calcinacién a 500°C
de Mg(NO5), durante 15 horas. |
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V.1.1.- Estudio comparativo de distintas disoluciones patrén

Con objeto de utilizar las disoluciones patron de As(Il) y As(V) que ofrezcan las
mejores prestaciones en cuanto a similitud con las muestras, estabilidad en funcion del
tiempo y blancos mas bajos, se ha realizado un estudio comparativo de las posibles diso-

luciones que son empleadas por distintos autores como disolucion patrén.

A;: Disolucion patron de As (I1I) de 1000 pg mi™: Se disuelven 0,3300 g de tﬁéxido de
arsénico (As;03) en hidréxido sodico (NaOH) 1M. Se neutraliza con acido clorhi-
drico (HCI) hasta viraje de la fenoftaleina, afiadiendo a continuacién 0,5 g*lde yoduro
potasico (KI) como estabilizante. Se enrasa con HCl 0,6M hasta un volumen de 250
ml. !

|

A,. Disolucion patron de As(ITT) de 1000 pg mi™: se pesan 0.3300g de Aszo_;; se disuel-

ven en 10 ml de NaOH 1M y se enrasa a 250 ml con HCI ZM. |

B:: Disolucion patron de As(V) de 1000 ug mi™ a partir de la sal: Se disuelven 1,0400 g
de monohidrogenoarseniato de sodio heptahidratado (Na,HAsQ,; 7H;0) én agua de-
t

sionizada y se enrasa a 250 ml.

B,: Disolucion patrén de As(V) de 1000 pug ml™ a partir del éxido; Se disuelven 0,4436
g de As;Os 2H;0 en agua ultrapura y se enrasa a 250 ml. |

B: Disolucién patron de As(V) de 1000 pg ml™ a partir del 6xido: Se pesan 0.4436 g de
As;0s 2H,0, se disuelven con 10 ml de NaOH 1M y se enrasa con HCI 2M a 250 ml.

Una vez preparadas estas discluciones se preparan, por dilucion conveniente, diso-

luciones intermedias de 10 pg mI™? de la siguiente manera:
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Disoluciones de As(IIl) de 10 ug ml*: 1
1.- Por dilucién conveniente en HC1 2M de las disoluciones de As(II) A, y Ay

2.- Por reduccion de una disoluciéon de As(V) de 10 pug /ml preparada a partir de disolu-
cién Bs afiadiendo 0.5 ml de KI al 30%(p/v) y enrasando con HC12M.

Disoluciones de As(V) de 10 ug mI'’:
1.- Por dilucién en HCI 2M de las disoluciones de As(V): By, B, y Bs,

2.- Por oxidacion con KMnOy de una disolucion de As(IIT) preparada como se describe

en ¢l apartado (Aj).

Con objeto de realizar un control de la calidad de las distintas disoluciones emplea-
das, se realizo el analisis de la varianza (ANOVA) empleando el procedimiegito general
basado en el modelo lineal (ANDERSON L R., 1987). Los factores F experimentales
obtenidos fueron siempre mas bajos que los factores teéricos en las disoluciones de 10
ug ml" y su estabilidad se mantuvo durante 1 mes, tiempo méximo ensayado. Sin embar-
go, el estudio comparativo de las distintas disoluciones mostré que las disoiuciones de

1

As(IIT) que contienen KI como estabilizante, producen blancos mas altos.

Si se comparan las distintas disoluciones de As(V), preparadas por los distintos pro-

cedimientos, se observa que no existen diferencias significativas entre todas ellas.

Ahora bien, para estudios posteriores se han seleccionado las disoluciones patron

preparadas a partir de los respectivos 6xidos y enrasando con HCI 2M. De esta manera,
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se tienen las dos especies de arsénico inorganico en las mismas condictones evitando po-

sibles vartaciones debidas a su preparacion.
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V.2.- TIPOS DE MUESTRAS ANALIZADAS Y LIOFILIZACION DE LAS
MISMAS. '

I
En el andlisis de alimentos y dietas, las muestras fueron liofilizadas segin el siguiente
procedimiento: se tritura la muestra con un Robot-Coupe mod.R-86 con aspas de titanio

para prevenir posibles contaminaciones. La trituracion se lleva a cabo aumentando pau-

latinamente la velocidad, desde 1500 rpm hasta 3000 rpm.

Para comprobar la homogeneidad de las muestras, se toman cinco porciones de la
misma y se controla la pérdida de humedad, obteniendo en todas ellas valores analogos.

Una vez trituradas y homogeneizadas las muestras, se extienden en bandejas en capas
de 1 cm. de espesor y se liofilizan. La liofilizacion es un proceso que favorece la conser-

vacion de las muestras al mismo tiempo que facilita la mineralizacién y puesta en disolu-
.y . |
cién de las mismas.

Cuando ha concluido la liofilizacion, la muestra seca se vuelve a triturar para homo-

geneizarla de nuevo, se introducen en botes de polietileno y se guardan a -20°C.
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|
V.3.- PROCEDIMIENTOS PROPUESTOS PARA LA DETERMINACION DE
ARSENICO TOTAL EN MUESTRAS BIOLOGICAS.

La mayoria de los métodos de analisis para la determinacién de los distintos compo-
. B |
nentes inorganicos, requieren una preparacion previa de la muestra. Con este'fin, se han

descrito en la bibliografia diferentes métodos, todos ellos basados en la destruccion de la
1

1
1

materia organica.

V.3.1.- Procedimientos empieados en el tratamiento de la muestra'.

La etapa de mineralizacin es por regla general una etapa larga y tediosa, en la que se
pueden cometer muchos errores, por lo que es muy importante seleccionar el procedi-
miento més adecuado a cada tipo de muestra y para cada elemento. ;
|

Las muestras de interés en este trabajo son las muestras bioldgicas y alimentos por lo
que deben ser sometidas a un proceso de mineralizacién y destruccién de la materia or-
ganica antes de proceder a su analisis. En la mineralizacion de estas muestras los consti-
tuyentes organicos ¢ inorganicos se alteran por accion de los distintos reactivos utiliza-
dos, por lo que el control de estas variaciones y transformaciones es primordial para se-
leccionar el método de mineralizacion mas adecuado. '

En el caso de la determinacion de arsénico, el problema se agrava debido a la volatili-
dad del elemento y de algunas de sus sales, fundamentalmente los haluros de As(III); sin
embargo, una mineralizacion écida suave a temperatura moderada, no produé:e la des-
truccion total de la materia organica, presentando grandes interferencias de matriz en la

generacion de la arsina.
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i
Existen muchos métodos de mineralizacion propuestos por distintos autores, pero
todos ellos presentan ventajas e inconvenientes por lo que no existe un método que pue-
da ser propuesto como el Optimo. Se ha realizado por tanto, un estudio comparativo de
las distintas mineralizaciones. !
Para las matrices biologicas y alimentos, basicamente existen dos tipos de minerali-

zaciones: mineralizaciones por via himeda y mineralizaciones por via seca.

- Mineralizaciones por via himeda que implica la adicion de mezclas de acidos, coin-
cidiendo la mayoria de los autores en la utilizacion de acido perclérico como parte inte-
grante de las mismas debido a su gran eficacia en muestras con alto contenido en grasas
(K.S. SUBRAMANIAN, 1982). '

En el presente trabajo se han utilizado y comparado distintos tratamientos:

Mineralizacion por via humeda por calentamiento en placa calefaciora: se pesan 0,5 g

de muestra y se introduce en vasos de precipitados de 50 ml con 10 ml de una mezcla de
acidos HNO3:H,SO4:HCIO4 (3:1:1). A continuacién se calientan lentamente los vasos
en una placa calefactora hasta alcanzar los 200-250°C , reponiendo la mezcla ;de acidos a
medida que se evapora, hasta que se complete la mineralizacién. Se deja enfriar la diso-

lucién y se diluye convenientemente con agua ultrapura.

Mineralizacion por via hmimeda en blogue de aluminio sobre una placa calefactora:

este tipo de mineralizacion es una variante de la mineralizacion anterior. En este caso se
pesan entre 0,25 y 0,5 g de muestra y se le afiaden 5 m! de la mezcla de acidos. El trata-
miento se lleva a cabo en tubos de ensayo que se introducen en los orificios del bloque

de aluminio.
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La mineralizacién se produce rapidamente y de forma uniforme, disminuyendo el
riesgo de proyecciones y aumentando la eficiencia del proceso. Por otra parte, la minera-
lizacion tiene lugar a una temperatura mas baja que en placa calefactora. El volumen de
4cidos necesario es bastante menor comparandolo con otros procedimientos por via hu-
meda, lo que supone una gran ventaja ya que hay menor riesgo de contaminacién de las

muestras y una disminucion de la sefial de los blancos.

Mineralizacion en reactores a presion: Se introducen 0,25-0.5 g de muestra en los vasos
de teflon de los reactores (PTFE) y se afiade 2 ml de HNO;3 y unos 15 mg de V,0;5. Se

enfrian durante 30 minutos a -20°C para asegurar que se cierra herméticamente. A conti-
nuacién se introducen en una estufa a 80°C durante 4 horas. Finalizado el proceso, se
deja enfriar el reactor a temperatura ambiente y se diluyen las muestras conveniente-

mente con agua ultrapura.

En este tipo de mineralizacion se consigue una completa digestion ademas de minimi-
zar los riesgos de pérdidas por volatilizacién y de contaminacion de las muestras. Esta
mineralizacién no requiere una atencion constante del operador. Sin embargo, este mé-
todo no es muy recomendado cuando las muestras tienen altos contenidos de materia

grasa (H. BERNARD, 1982).

- Mineralizacion por via seca. La mineralizacion por via seca también es muy empleada
en el caso de la determinacion de arsénico. En general, la muestra se somete a una tem-
peratura de 500-600°C. El procedimiento empleado por nosotros es el que a continua-

cion se indica.

Reduccion a cenizas con Mg(NO3)-MgO: se pesa entre 1 y 2 g de muestra que se in-

troducen en un crisol de porcelana de 150 ml de capacidad. Se le afiaden 10 ml de la

mezcla estabilizante, se tapa el crisol para evitar pérdidas por proyecciones de la mues-
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tra, y se introduce en una estufa a 110°C durante 1 hora. A continuacion, se pasé el crisol
a una mufla precalentada a 250°C manteniéndolo durante 1 hora y progresivamente se
sube la temperatura hasta alcanzar 500°C manteniéndolo durante 15 horas. Transcurrido

este tiempo se saca el crisol de la mufla y se deja enfriar.

Se humedece el solido obtenido y se lava cuidadosamente la tapa del crisol :con agua
ultrapura primero y con HCl 6N después, incorporando las aguas de lavado al crisol. Se
afiade HC! 6N hasta disolucion del residuo. Se trasvasa cuantitativamente a un matraz
enrasando con acido. :

Una vez preparadas las muestras, se procede a su determinacion por espectrometria
de absorcion atomica y generacidn de hidruros, aplicando en todos ellos el rilétodo de

adiciones estandar. |

V.3.2.- Procedimiento experimental para la determinacion de arsénico por
generacion de hidruros en modo discontinuo-Absorciéon Atémica.
Generador de hidruros : El generador de hidruros utilizado en esta parte del trabajo,
ha sido disefiado y construido en nuestro laboratorio. Este generador es semejante a los
generadores comerciales (MHS-10 de Perkin Elmer) pero tiene la gran ventaja de que
permite variar los flujos de purga y agitacion, pudiéndose crear las condiciones de flujos
Optimas para la generacion de los diferentes hidruros de las distintas especies, condicio-

nes variables como consecuencia de las distintas cinéticas de formacidn.

El esquema este generador se representa en la Figura V.1,
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@
]
11

célula de
atomizacién

L%} ‘

Figura V.1 Generador de hidruros con control de flujos

Las partes principales de este generador son:

1.- Entrada general del gas inerte. t

2.- Llave de paso de presurizacion del depésito de borohidruro sodico. :

3.- Depésito de borohidruro sodico (500 ml).

4.- Tubo conductor del borohidruro sddico desde el depdsito al vaso de reéxccién (20
cm),

5.- Valvula reguladora de presion: control del gas de purga.

6.- Medidor de flujo del gas de purga (25 cm, &;0,4 cm ).

7.- Valvula reguladora de presion: control del gas de agitacion. |

8.- Medidor del flujo del gas de agitacion (25 cm, &;0,4 cm). ‘
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9.- Reactor (250 ml).
10.- Cono conductor del gas de agitacion y canalizador del tubo conductor del reactivo.
11.- Conducto de salida de la mezcla gas portador-hidruro hacia la célula de atomiza-

i

cion. i

Modo de operar: En un vaso de reacciéon gue contiene entre 5,0-9,0 ml de HCl 6N se
afiaden alicuotas de 5,0-1,0 ml de la disolucion de la muestra, volumen final 1'0 ml. Una
vez fijados los flujos de purga y agitacion, se coloca el reactor en su soporte; creandose
una atmosfera de argon. Se abre la vélvula multipaso de forma que el gas inerte fluya
parcialmente al deposito del reductor. Este flujo de gas crea una presion en dicho depé-
sito empujando la disolucion de borohidruro sédico (3% p/v) al vaso de reaccion con una
velocidad constante (Fig. V-1). La valvula permanece abierta y por tanto la céida de bo-

rohidruro, hasta que la sefial empieza a decaer.

La forma especial en "V" del fondo del vaso de reaccion y el tubo capilar que permite
la introduccion del agente reductor en el seno de la muestra, producen la reaccion uni-
formemente sin necesidad de agitacion exterior JACKWERTHE,, 1979) . |

A continuacion, la arsina generada es arrastrada por el argén junto con el hidrogeno
formado que actia como gas portador adicional, y ambos son transportat:}os‘l a la célula

de atomizacién. i
i

Existe un tercer flujo de gas a través del cono canalizador del tubo capilar, que per-

mite una mezcla total de la muestra y de los reactivos, es decir es el gas de agitacion,

|
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V.3.3.- Procedimiento experimental para la determinacién de arsénico por

Generacion de Hidruros en Flujo Continuo-Absorcién Atémica.

Modo de operar: Para la determinacion de arsénico mediante un sistema en cc;ntinuo, se
bombean la muestra, el acido clorhidrico 6M y el borohidruro sédico al 3% coh la ayuda
de una bomba peristaltica. Mediante un sistema de conexiones en forma de T, se van
mezclando las distintas discluciones tal y como se muestra en la Figura V.2, En la prime-
ra conexion confluyen la disolucion de la muestra y el medio acido. La disolucion resul-
tante se une al flujo de NaBH 4 mediante otra conexién en T. A la salida de esta segunda
conexion hay un reactor de 50 ¢cm de longitud y 0,5 mm de diametro interno, donde se
forma el hidruro. El terminal del reactor esta conectado a un separador de fases gas-
liquido en el que la arsina es conducida, con ayuda de un gas de arrastre (Ar), hasta una

cé€lula de cuarzo calentada con una llama aire-acetileno.

Iula

muestra

acido

NaBH, reactor

desecho

bomba peristéltica
separador de fases

Figura V.2.- Sistema en continuo para la determinacién de arsénico.

Con la utilizacion de este sistema para la determinacion del elemento, se reduce el
consumo de reactivos y se consigue una minima manipulacion de la muestra con la con-

siguiente disminucién de riesgos de contaminacion. .
|
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V.3.4.- Procedimiento experimental para la determinacién de arsénico por

Generacién de Hidruros en Fl-Absorciéon Atémica.

Modo de operar: Mediante una bomba peristaltica se bombea la disolucién de 4cido
(HC! 6M) y el borohidruro sédico (NaBH, 3%), como agente reductor y formador del
hidruro. En este caso y a diferencia del método en continuo, se inyecta la m@estra (25-
300 pl) mediante una vélvula en el flujo del acido. Con la ayuda de una conexion en for-
ma de T, la muestra junto con el 4cido se une con el borohidruro, y a partir de aqui, si-
gue el mismo recorrido que el método en continuo tal y como se muestra en la Figura

V3.

Iula ‘

muestra

&cido

NaBH,

" desecho

bomba peristaltica
separador de fases

Figura V.3.- Esquema de un sistema FIA para la determinacion de arsénico :

El uso de la inyeccion en flujo (FI) ademas de presentar las ventajas del método en
continuo, tales como la reduccion considerable del volumen de los reactivos, menor ma-
nipulacién de la muestra etc... incorpora la ventaja adicional de disminuir el volumen de
muestra consumido, lo que va a permitir la determinacion del elemento cuando el volu-

men de muestra sea minimo.
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V.4.- OPTIMIZACION DE LAS VARIABLES DE LOS METODOS
PROPUESTOS.

V.4.1.- Mineralizacién de la muestra.

La optimizacion de las variables para los cuatro tratamientos de muestras gue se pro-

ponen en la presente memoria se realizé considerando los parametros siguientes:

1°) Tamafio de la muestra: el tamafio de Ia muestra debe ser e! adecuado para que en la
dilucién posterior al volumen necesario para la determinacion cuantitativa, el contenido
en As se encuentre dentro del intervalo optimo de calibracion. Sélo las muestras con
contenido relativamente elevado en As pudieron mineralizarse en bloque de aluminio y
en los reactores a presion, ya que €stos himitan extraordinariamente la %:antidad de
muestra, debido a la gran limitacion que imponen en el volumen de 4cido de minerali-

zacion.

2°) Volumenes de las mezclas acidas: los volumenes apropiados de las mezclas de acidos
son funcion del tamafio y naturaleza de las muestras. En las muestras con altos conte-
nidos en grasas (dietas, huevos, etc.) solo la mineralizacién con mezclas de acidos
fuertes y la mineralizacién por via seca, fue suficientemente enérgica como para des-
truir todo vestigio de materia organica, dejando la disolucion totalmente transparente.
Aunque algunos autores postulan que no es necesaria la mineralizacién cohpleta de la
muestra para la determinacion de elementos traza, en el caso del elemento As, y para su
determinacion por hidruros, se observa un grave efecto matriz en funcién de la materia
organica presente en la muestra. A medida que la mineralizacion se hace rﬁas exhausti-
va, la pendiente del calibrado aumenta y por tanto su sensibilidad. Por otra parte, una
mineralizacidn incompleta conduce a la formacién de espumas en la etapa 'de la reduc-

¢ion al hidruro.
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3°) Temperatura-de-mineralizacion: la temperatura de mineralizacion ha resultado ser un

parametro critico para los métodos de mineralizacion por via himeda en placa cale-
factora. La mineralizacion debe realizarse de forma gradual, manteniendo la temperatu-
ra por debajo de 150°C hasta que gran parte de la materia organica ha sido: destruida.
Sélo después, puede elevarse hasta los 200-250°C para finalizarla. En el caso de un
calentamiento répido, se produce una volatilizacion de los acidos mas vole’itiles de la
mezcla, HNO; y HCIO,, y la carbonizacion instantanea de la muestra por el dcido sulfa-
rico, fundamentalmente cuando estas muestras poseen altos contenidos en hidratos de
carbono, aunque en el caso del arsénico la pérdida por volatilidad no es tan critica co-
mo en el caso del selenio (se pierde inmediatamente en cuanto se forman particulas
carbonosas), no debe alcanzarse el estado de carbonizacién. '
t
La mineralizacion en los reactores a presion presenta una grave limitacion de la tem-
peratura a 80°C. Por encima de dicha temperatura, ain empleando pequeiias cantidades
de muestra, se produce la apertura de las valvulas de seguridad, con la consiguiente
pérdida de arsénico. Esto conduce a que, salvo en muestras con bajo contenido en gra-
sas, la mineralizacion es incompleta. Por el contrario, no se ha observado en ningin ca-

so interferencias producidas por el catalizador V,0s. :

La mineralizacion por via seca, en su conjunto presentd las maximas prestaciones ya
que se consigue la destruccion total de la materia organica sin pérdidas de As. Ademas,
pueden mineralizarse hasta 2 g de muestra, cantidad imposible de mineralizar con los
otros métodos. Solo en el caso de concentraciones muy bajas de arsénico, se ha obser-
vado efecto matriz producido por la elevada concentracion de Mg. La precéucién nece-
saria en esta mineralizacion es la de efectuar un calentamiento progresivo de la muestra
y de la mezcla estabilizante a fin de evitar proyecciones que conducen a la pérdida de
analito. La precaucion es necesaria hasta la sequedad total de la muestra. (?tra precau-

cion adicional es la de conseguir durante todo el proceso la mayor homogeneizacion de
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!

la muestra dentro de la matriz del estabilizante. Conseguido esto, la muestra puede ca-

lentarse durante largo tiempo (hasta 15 horas) sin observarse pérdidas de As.

Los métodos desarrollados en la presente memoria, se ha aplicado a las muestras
analizadas y a aquellas muestras sometidas a certificacion (Apdo.V.8.) eligiéndose el
método Optimo en funcién de la naturaleza de dicha muestra y de las prestaciones del

método. :

V.4.2.- Desarrolio del método analitico para la determinacién de As total
por la técnica de generacion de hidruros: Determinacién en dis-

continuo por Absorcién Atomica y espectrofotometria UV-VIS.

V.4.2.1.- Consideraciones generales

La determinacion de arsénico inorganico por generacion de hidruros ha tenido como
técnicas de deteccion dos técnicas analiticas extraordinariamente desarrolladas: la espec-
trofotometria de Absorcion Atoémica y la espectrofotometria UV-VIS. Dos conocimien-
tos basicos contribuyen de forma relevante al desarrollo de los procedimientos propues-
tos por los diferentes autores en base a estas dos técnicas de deteccion: la cinética de ge-
neracion de la arsina y la formacion de un complejo coloreado de As que absorbe radia-

¢ion en la region visible-ultravioleta.

Es sabido que para que la conversion del arsénico presente en la disolucién a su for-

ma quimica de gas arsina (AsHj3;) es necesario la presencia de reductores fuertés. Los re-
|

ductores tradicionalmente empleados fueron las mezclas acido-metal, fundamentalmente

Zn-HCI-SnCl,. El mecanismo de la reduccion es el siguiente:
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Zn* +2H — Zn°+2H
3H + As*" — AsH;t

Pero la conversion a arsina es un proceso relativamente lento, particulanjnente st el
arsénico esta presente en estado pentavalente, por lo que debe ser reducido previamente
a su estado trivalente. Son varios los reductores propuestos, pero el KI oftecia las mejo-
res prestaciones por lo que fue el reactivo elegido por los diferentes autores, una vez
demostrada su cuantitatividad de reduccion.

|

A partir de 1972 la mezcla Zn-Cl fue sustituida por el reactivo borohidruro sédico
empleado por F.J. SMIDTH y colaboradores (1973) Desde entonces, el NaBH, reempla-
z0 a las mezclas acido metal debido a sus muchas prestaciones entre las que se encuentra
la rapidez de formacion de la arsina. Sin embargo, aparece una nueva controversia, va
que si bien, es posible generar el hidruro con este reactivo desde el grado de oxidacion
(V), en la mayoria de los casos, la diferencia de sensibilidad con respecto a la generacion
a partir del grado de oxidacién (ITI) es considerable. '

La mayoria de los autores coinciden en esta diferencia aunque existen bastantes con-
tradicciones en la magnitud de este efecto. Asi por ejemple algunos autoresl‘encuentran
diferencias de sensibilidad entre el 25-30% (VIJAN P.N., 1976), otros llegan i:a la conclu-
sion de que la diferencia de seiiales varia segun el anion presente (THOMSON
AJ,1977), o bien, a que la diferencia de sefial es mas acusada cuando se mide en altura
de pico que cuando la medida se hace en area (PEATS A.J, 1979) ¢ incluso, algunos no
encuentran diferencias entre las seflales obtenidas midiendo en area de picc; (SIEMER
D.D., 1976). Una forma de obviar estas diferencias de sensibilidad es la reduécién previa
del arsénico (V) a arsénico (III) afiadiendo, como en el caso de la reduccic'mjde metales,
yoduro potasico (KI) como reductor; sin embargo, la introducciéon de KI en el sistema

crea nuevas dificultades en los procedimientos analiticos. Asi:
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1.- En muestras tratadas con acidos fuertemente oxidantes (caso de nﬁneraliiaciones de
las muestras), o que contengan agentes oxidantes, como Fe (IHI), se forman grandes
cantidades de I, por lo que se necesitan elevadas concentraciones de Kl para la re-
duccion efectiva de As(V) a As(III). La presencia de Iz o I; formado en la muestra es
un inconveniente por varias razones: |

a) El I; es un agente fuertemente absorbente que puede desprenderse de la :disolucién
antes de la adicion del NaBH,, produciendo la modificacion de la linea base.

b) Pueden producirse pérdidas en la generacion por formacioén del aducto volé?il As(IIT)-
Y, (SIEMER D.D., 1976). |

c¢) Consume reductor NaBH, y por tanto puede ejercer una interferencia de competencia

por el reactivo.

2.- La velocidad de reduccion As(V)—>As(II) a altas concentraciones de acido a menu-
do es muy lenta (pueden ser necesarios tiempos de hasta 2-3 horas) y como conse-
cuencia el tiempo consumido en {a medida es elevado (las referencias y las Idisolucio-
nes estandar deben tratarse de forma similar). |

i

3.- El método de derivatizacién mas usual para la especiacién de arsénico, es'la forma-
cion de hidruros después de separar las especies por Cromatografia Liquida o por
Cromatografia I6nica. Las dificultades analiticas debidas a la etapa de prerreduccion
con KI son dificilmente evitables, ya que seria necesario realizarlo en el flujo continuo
desde la salida de la especie del cromatégrafo y antes de la formacion del cbrrespon—

diente hidruro.

La posibilidad de establecer un método analitico robusto en el cual la eficiencia de
generacion del hidruro a partir de ambos grados de oxidacién, ocurra en forma instanté-
nea (cinética rapida) y reproducible, sin la presencia de KI, ha sido uno de nuestros prin-
cipales objetivos en la determinacion de arsénico total. !
|
|
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Para el conocimiento de la cinética con que se forma el hidruro de arsénico a partir de
los grados de oxidacion (III) y (V), la espectrofotometria UV-VIS aporta un servicio
extraordinario ya que puede recogerse el hidruro en una disolucion adsorbente en tiem-
pos definidos, lo que no es posible con la técnica de absorcion atomica. Practicamente,
todas las determinaciones especrofotométricas de arsénico que pueden aplicarse a
muestras bioldgicas 0 medioambientales con bajos contenidos en el elemento, se basan en
recoger su hidruro en una solucién adsorbente que contiene un ligando capaz de formar

un cromoéforo con la arsina generada.

VASAK V. y colaboradores, 1959, fueron los primeros en usar la disolucién de die-
tilditiocarbamato de plata (Ag-DDTC) en piridina para la determinaciéon espectrofoto-
métrica de cantidades traza de arsénico. En este método, la arsina desarrollada por hi-
drogeno naciente es absorbida en una soluciéon de Ag-DDTC en piridina. La disolucion
piridinica del complejo, tiene un intenso color rojo-violeta, mientras que la disolucion pi-

ridinica de Ag-DDTC es amarillo palido.

La absortividad molar de! producto coloreado es 1,4x10* 1 mol”! cm™ (a = 0,19) con
longitud de onda méaxima aproximadamente a 536 nm y el reactivo Ag-DDTC absorbe a

longitud de onda menor de 500 nm. .

Los datos de la literatura referentes a la composicién quimica del croméforo, que sir-
ve como base a la determinacion, son incompletos e inconsistentes. G.W. POWERS y
colaboradores, 1959, W. FRESENIUS y W. SCHNEIDER, 1964, y ﬁ@hente J.
STEINKE, 1968, mencionan la formacién de un complejo rojo pero sin hacer referencia
a su estructura o composicion. H. BODE, 1968, atribuye la aparicion del color rojo a la

formacion de plata coloidal.

H;As + Ag-DDTC —> 6Ag + 3HDDTC + As(DDTC)s
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Esta ecuacion se cita también en dos monografias (KOCH O.G,, 1978; UPOR E,,
1978). L. DUBOIS vy colaboradores, 1969, mencionan la formacién simultanea de Ag’ y

un complejo, pero asignan el color al complejo y no a la plata.

Un estudio del espectro de absorcion de la disolucién roja formada en la reaccion de

H;As con Ag-DDTC muestra dos méaximos de absorcton: uno a 410 y otro a 536 nm.,

Figura V.4.

0.4000

0.20001

0.0000¢
200 400 600 800
Longitud de onda, NM i

Figura V.4.- Espectro del complejo coloreado As-Ag-DDTC/py, en la regién del UV-VIS,

Los dos maximos de absorcion de la longitud de onda roja siempre aparecen en la
|
zona visible del espectro y pueden explicarse mediante la siguiente reacciéon de formacion

del complejo (SANDBO S., 1978), aunque no se indica la composicién del mismo:

H;As + Ag-DDTC — Ag-DDTC-Arsénico + Ag-DDTC-Hidrogeno
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Por otra parte, A. CSIKKEL-SZOLNOKI, 1986, asigna el color rojo a un complejo
polinuclear que contiene Ag® y As(III) como atomos centrales. Sin embarg(;, las condi-
ciones extremas de formacién del croméforo (alta concentracion de Ag-DDTC y agente
reductor, H;, ademas del disolvente polar) hacen imposible determinar la c‘omposicién
del complejo.

Como se ha mencionado ya, y teniendo en cuenta que {a arsina generada ?puede bur-
bujearse por tiempo indefinido, se puede dilucidar si el problema de la diferencia de la
sefial obtenida por ambas especies, se debe a la capacidad del NaBH, para-reducir al
As(V) o, si por el contrario se debe a que ¢l proceso tiene una cinética lenta.

!

Para llevar a cabo este estudio comparativo se ha utilizado un generador éie hidruros
con control de flujos, similar al utilizado en la determinacién de arsénico mediante HG-
AAS en discontinuo, pero en este caso el conducto de desalojo del hidruro dc?de el vaso
de reaccidn, se conecta a un tubo colector donde se encuentra el reactivo complejante
(disolucién piridinica de Ag-DDTC). La Figura V.5., muestra el esquema del disefio de-
sarrollado. i

|

El médulo de reaccion esta compuesto por un depdsito de la disolucion alcalina (A) y
un recipiente de reaccion en el que se lleva a cabo la generacion del hidruro (B). Una vez
que se aflade la muestra en €l recipiente de reaccion, se acciona la llave de paso del bo-
rohidruro sodico (C) de forma que el gas fluya parcialmente al deposito de reductor.
Este flujo de gas crea una presion en dicho depésito que permite que la disg)lucién de
NaBH, sea transferida al recipiente de reaccién con una velocidad constante; teniendo

lugar el proceso de reduccion.

Las llaves de purga y agitacién, llevan incorporados unos medidores de flujos (G y
H) consistentes e unos tubos de vidrio en forma de U y graduados en unidadés arbitra-
rias. Dichos medidores de flujo permiten controlar el caudal de gas que entra en el vaso

!
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de reaccién. A continuacion el hidruro formado es transportado por el flujo de purga (E)
al tubo colector (F) donde se encuentra el reactivo complejante (solucién piridinica de

dietilditiocarbamato de plata) que recoge la arsina.

/

Figura V.5.- Generador de hidruros con control de flujos y sistema de recogida del hjdnyo.

A

V.4.2.2.- Optimizacién de los pardmetros fisico quimicos para la forma-
cion del hidruro de arsénico a partir de sus especies inorgani-
cas.

La concentraciéon y caudal del borohidruro sodico, la concentracion, n;turaleza y
volumen del acido que se encuentra en el medio de reaccion y que suministra el hidroge-
no necesario para la formacion del hidruro, y finalmente, la velocidad de desalojo, arras-
tre y purga del hidruro hacia el espectrofotometro de absorcién atémica (o hacia la di-

solucién espectrofotométrica), son los principales parametros que pueden influir en la
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eficiencia de la generacion del hidruro a partir de cualquiera de sus dos grados de oxida-
cion. Inicialmente, se ensayan los parametros fisicos acerca de las condiciones 6ptimas de
transporte del hidruro a la célula y caudal de caida del borohidruro para , una vez fijados
estos parametros, estudiar lo que es verdaderamente representativo de la quimica de la

generacion que, son las condiciones optimas del par NaBH,-acido. ;

Inﬂu‘encia del flujo de NaBH, y de purga en la eficiencia de generacion de la arsina:
Los ensayos previos para fijar la condiciones optimas de transporte de los hidruros for-
mados a la célula de atomizacién, asi como el flujo de caida del borohidruo que produje-
se las mejores seflales con maxima reproducibilidad, se realizan fijando el pér NaBH,-
acido entre los mas usuales encontrados en la bibliografia para la especie As(IIl). Para
ello, se toman alicuotas de 50 ng de As(III) generando el hidruro con NaBH, al 3% (p/v)
y HCI 1,5% (p/v), y se varian los flujos implicados: caudal de NaBH,, el flujo del gas de
purga y el flujo de gas de agitacién. La sensibilidad con que se obtuvo el hidruro de arsé-
nico a partir dei grado de oxidacién (V) fue muy baja y la sefial muy irreprociucible. En
vista de los resultados obtenidos y teniendo en cuenta resultados de estudios posteriores
sobre la influencia del medio de generacién en la eficiencia de formacion de la arsina a
partir de estados de oxidacion distintos, se repite el estudio de los flujos pero generando
la arsina en medio HCl 6M tanto a partir de As(III) como de As(V). Los resulltados ob-

tenidos se muestran en la Tabla V.1, !

Como puede verse en esta tabla, cuando el flujo de NaBH, es de 30 ml min y flujo
de gas de purga de 100 ml min™, se obtiene la maxima sefial de absorbancia para el
As(IIT) mientras que en el caso de generar la arsina a partir de As(V), el maximo se ob-
tiene con purgas de 65 ml min"'. En el maximo de sefial para el As(III), la absorbancia
obtenida para la misma concentracién de As(V) es un 30% inferior. Manteniendo cons-
tante el caudal de caida del NaBH,, un flujo de gas de purga inferior en principio produ-

ce un aumento de la sefial del As(V) y posteriormente vuelve a disminuir al igual que pa-
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ra el As(III) hasta que, a partir de un caudal de purga inferior a 50 ml min™, las sefiales
se igualan para ambos estados de oxidacion, incluso en el caso de no utilizar gas de
arrastre, en que el hidruro llega a la célula arrastrado por el hidrégeno generado al ser
tan alta la concentracion de ambos reactivos. La irreproducibilidad en este caso, aumenta
considerablemente. Se elige por tanto como flujos optimos 30 ml min™' de NaBH, y flujo
de gas de purga de 50 ml min" cuando el medio de generacion es HCI 6M vy se trabaja
sin reduccion previa del As(V) a As(III). Trabajando con reduccién previa del As(V) a
As(IID), se elige 30 ml min" de NaBH, y 100 ml min"' de gas de purga.

La presencia del gas de agitacion de las disoluciones no es relevante ya que variacio-
nes dentro del intervalo 5-15 ml min™" no mostraron diferencias significativas. Este gas de
agitacion viene a ser un suplemento al gas de arrastre, pero como su denominacién indi-
ca, se emplea para favorecer el contacto intimo entre el borohidruro y la muestra. Se ob-
servé que aunque las sefiales permanecian invariables a su presencia, si contribuia a un
aumento de la reproducibilidad de la sefial hasta los 10 ml min™ a partir del cual, se for-
maban notables turbulencias dentro de la disolucién, con las consabidas pérdidas de re-

producibilidad. Un flujo de 10 ml min™ fue e! que se fijo para posteriores experiencias.

Adicion de KI: La adicion de yoduro potasico al medio de generacidn en las condiciones
en que las seilales analiticas se igualan para ambas especies, produjo un incremento de
ambas sefiales del orden del 30%. Para conocer el efecto real de la eficiencia de genera-

cién en presencia de este reactivo, se realizo el siguiente ensayo. ,

Se afladen 2 ml de KI 1M a las disoluciones ensayo que contienen 30 ng de As(Ill) y
As(V) en acidez HCI 6M, quince minutos antes de proceder a su medida analitica varian-
do los flujos de NaBH, y de gas de purga (Ar) de forma similar al ensayo previamente
realizado. La Tabla V.1., muestra los resultados obtenidos. Se observa de su estudio, que

la presencia de KI iguala las sefiales obtenidas desde ambos grados de oxidacion en cual-
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Tabla V.1 .- Efecto del flujo de NaBH, y del flujo de purga en la eficiencia dc 1a generacién del hidruro a partir de 50 ng de As (III) y As(V), en medio HC1 6M.

(Medida por AAS).
F As () As(V) As{lll) + Kl As{V} + KI
& NaBH; {(mI min™) | @ purga (mi min™) Absorbancia (x £ s) Absorbancla (x t g) % diferencla Absorbancia (x t s) Ahsorbancla (x + 8)

18 100 0,120 0.004 0,076+ 0004 a7 0,150 0,007 0,150 0,004
24 100 0,133+ 0,007 0,069+ 0,002 34 0,157+ 0,005 0,153+ 0,005
Ko 100 0,174+ 0,003 0,108+ 0,002 38 0,160+ 0,006 0,160 0,005
K i] 65 0,1591 0,000 0,121£ 0007 24 0,163+ 0,004 0,160+ 0,006
0 50 0,104+ 0,007 0,104+ 0,007 - 0,174£ 0,006 0,160+ 0,005
30 p3] 0,101+ 0,008 0,005t 0,005 - 0,179+ 0,004 0,171£0,004
30 0 0,09+ 0,01 009+ 001 . 0,170+ 0,008 0,169+ 0,008

SOPOIRIA TRIuatmIadxd aueg



Parte experimental. Métodos

quier condicion de flujos de NaBH, y purga, y que las sefiales se incrementan a medida
que aumenta el flujo del primero y disminuye el flujo de purga. Este hecho ratifica que la
presencia de KI proporciona robustez al método de la generacion a partir de cualquiera
de sus grados de oxidacidn; sin embargo, los inconvenientes ya sefialados del :empleo del

KI en soluciones reales hacen desaconsejable su empleo.

Influencia del pH del medio en la generacion del hidruro a partir de los grados de
axidacion (ITD) y (V). ’

El control del medio en el que se genera la arsina es muy importante pues la eficiencia
de generacion depende de la acidez del medio y de la concentracion de borohidruro sodi-
co. Ya se han mostrado las discrepancias obtenidas por diferentes autores. Sin embargo,
el borohidrure sddice ha resultado ser un reductor enérgico en medios fuertemente aci-
dos debido a la formacién de hidrégeno naciente. Se cree que cuando la acidez clorhidri-
ca es superior a 1M, el As(V) se reduce a As(III) con borohidruro sddico segtin la reac-

cion:

As(V) + 2BH,” + 6H,0 — As(IHT) + 2B(OH); + 7TH,
seguido de la reduccion del As(IIT) a arsina

As(Il) + 3BH,™ + 9H,0 — H3As + 3B(OH); + 9H,

La reduccion preliminar de As(V) a As(IIl) no esta favorecida a valores de pH por
encima de 4, por lo que con un control cuidadoso de la acidez de la disolucion, es posible

inhibir esta reduccion y producir selectivamente la arsina a partir de arsénico trivalente.
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Ante la diversidad de criterios existente, se procede a estudiar la influencia due el pH
ejerce en la generacion de arsina, tanto empleando la espectrofotometria de absorcion
atomica como la espectrofotometria de absorcién molecular como técnica aitemativa;
esta Ultima, puede servir para aclarar la disminucion de sefial, observada a veces, con la
técnica de absorcion atomica cuando el As se encuentra en estado de oxidacion (V). La
posible ayuda en la dilucidacion de la influencia del pH en la reduccién de las especies
estriba en que debido a la forma de medida en la espectrofotometria molecular, en la que
se pueden alargar indefinidamente los tiempos de recogida del hidruro sobre la disolucion

complejante, la cinética de la reaccion no afecta a la sefial. '

1

Espectrofotometria de Absorcion Atdmica.

El estudio del comportamiento de las especies en funcion de la acidez del medio se ha
realizado con los flujos de gas de purga y caudal de borohidruro sédico previamente op-
timizados. Ensayos previos mostraron que solo a partir de concentraciones de borohi-
druro sodico superiores al 2%, y con independencia del medio 4cido, se obtienen sefiales
analiticas sensibles y reproducibles. Asi, para llevar a cabo el estudio de la acidez se fijo

la concentracion de NaBH, en 3%.

Para llevar a cabo la experiencia, se preparan una serie de disoluciones que contienen
una cantidad fija e igual a 30 ng, tanto de As(IIT) como de As(V) y se varia bonvem'en-
temente el pH, desde una acidez clorhidrica 6M hasta pH=4. Los valores de pH com-
prendidos entre pH=1-4, se establecen con HCI de distintas concentraciones y con regu-

lador citrico/citrato.

Las absorbancias se midieron en altura relativa de pico en las condiciones ‘experimen-

tales optimas. Los resultados experimentales obtenidos se incluyen en la Figura V-6.
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Figura V-6, Influencia de Ia acidez del medio en la generacion de la arsina a partir de As(II) y As(V).

Como puede verse en esta figura, cuando se utiliza una acidez clorhidrica 6M, se ob-
tiene la misma eficiencia en la generacion de la arsina tanto si se parte de As(III) como
de As(V). Segin disminuye la acidez del medio de generacién, las eficiencias se van dife-
renciando dependiendo del estado de oxidacion inicial, siendo siempre mas sensible la
determinacion cuando se parte de arsénico trivalente. Cuando las concentraciones del
medio 4cido clorhidrico son menores de 10™"M, se observa que la absorbancia disminuye
bruscamente, stendo mas acusada esta disminucion para el As(V), de forma que, a partir
de pH=2, la sefial debida a este estado de oxidacion se confunde con el ruidlo de fondo.
A partir de pH=3, obtenido con disolucion de HCI, ya no se obtienen sefiales apreciables

para ningune de los dos estados de oxidacion.

Ahora bien, si el pH se varia en un intervalo de 1 a 4, pero el medio se establece con

un regulador citrico/citrato, los resultados que se obtienen son diferentes. En este caso,
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la sefial procedente de arsénico(II) no decrece tan bruscamente como lo hace la sefial
procedente del arsénico (V). Cuando el pH=3, la sensibilidad para el arsénico (III} es
bastante menor que en medio clorhidrico a pH=0.6 (1.5%), del orden del 50%, pero, €l
medir en este medio de relativa baja sensibilidad, se justifica por su mayor sel{:ctividad ya
que a este pH, la sefial obtenida para el As(V), se confunde con el ruido. A&emés, esta
diferencia de selectividad nos permitira, diferenciar estos estados de oxidacion del arséni-

COo.

Espectrofotometria UV-VIS.

El estudio de la influencia de la acidez en este método se llevé a cabo una vez optimi-
zado los parametros inherentes a la técnica pero independientes del pH. La optimizacion
de los correspondientes parametros se realiza en HCl 6M y concentraciéon de NaBH, al
3% (p/v) manteniendo constante la concentracion de As(IIl) en 8 pg/10 ml. El hidruro
generado se burbujea en la disolucion de Ag-DDTC. Una vez formado el complejo colo-

reado, se mide su absorbancia a una longitud de onda de 536 nm.
Los parametros optimizados fueron:

- Volumen NaBH,: inicialmente se fija la concentraciéon de NaBH, al 3% y'se varia el
volumen afiadido para generar el hidruro en un intervalo comprendido 2-9 ml obtenien-

do un maximo cuando el volumen es de 6 ml.

- Concentracion de NaBH,: afiadiendo un volumen fijo de 6 ml se varia la concentracién
de borohidruro, en el intervalo comprendido entre 0,5-4% (p/v), observandose que a
partir de una concentracion del 3% (p/v), la sefial obtenida es maxima y se mantiene

constante.
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- Tiempo de burbujeo de la arsina sobre la disolucion complejante: para ver la influencia

del tiempo de burbujeo de la arsina sobre la disolucion de Ag-DDTC, se burbujea la ar-
sina durante diferentes tiempos comprendidos entre 25-300 s observandose que a partir
de 180 s la sefial de absorbancia practicamente permanece constante. Para tener la cer-

teza de la completa formacion del complejo, se elige como tiempo optimo 300 s.

- Volumen de disolucidon Ag-DDTC: para ver la influencia de esta variable se mantienen
constantes, en los valores Optimos, los parametros y variables anteriormente estudiadas
y se recoge la arsina formada en diferentes voliumenes de disolucion entre 2,5-4 mi ob-
servandose una disminucion en el valor de la absorbancia. Este comportamiento era
previsible ya que al aumentar el volumen de Ag-DDTC se diluye el complejo. Se elige
2,5 ml como volumen éptimo por ser la cantidad necesaria para rellenar la cubeta del

espectrofotémetro.

Una vez optimizadas las variables que afectan en la determinacién espectrofotométri-
ca de arsénico, se realiza un estudio comparativo de diferentes medios 4cidos y a distin-

tos valores de pH para los dos estados de oxidacion del arsénico inorgénico.

Este estudio se realiza con una cantidad de arsénico (III) y (V) constante de 10 pg,
siguiendo el procedimiento anteriormente descrito. Los medios acidos utilizados fueron
HC! de distintas concentraciones comprendidas entre 10™-6M y con disoluciones amor-
tiguadoras de citrico/citrato al 40%, acético/acetato al 50% y tartarico/tartrato al 30%,
todas ellas en un intervalo de pH entre 1-5. Los resultados obtenidos se recogen en la

FiguraV.7.y V.8.
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Figura V.7.- Absorbancias del sistema As-Ag-DDTC en piridina, generando la arsina en HCI de dis-

tintas concentraciones, para 10 ug de As(III) y As(V).
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Figura V.8.- Absorbancias del sistema As-Ag-DDTC en piridina, generando la arsina eﬁ distintos me-
dios tamponados y distintas concentraciones, para 10 pg de As(Ill) y As(V). (a) ciuico/cittato. (b) tarti-
rico/tartrato. {c) acético/acetato.
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+

En las graficas se observa que cuando la arsina se genera en medio HCl de concen-
tracion comprendida entre 6-2 M, se obtiene la misma eficiencia de generacion indepen-
dientemente del estado de oxidacion del arsénico de partida, ademas de producirse un
aumento de la sensibilidad al disminuir la concentracién del acido. El decrecimiento de la
sefial de la absorbancia a medida que aumenta la concentracion del acido no puede atri-
buirse a la diferente eficiencia en la generacion del hidruro, sino a una competencia entre

la arsina y el hidrogeno por el complejo de Ag-DDTC.

La Tabla V.2., muestra que las pendientes de los calibrados realizados para el As(III),
As(V) y As(V) + KI en HCI 2M son idénticas después de dos minutos de coleccion de la

arsina en la disolucion del complejo Ag-DDTC.

Tabla V.2.- Calibrados de As(IIT), As(V) y As(V) + KI, en HCI 2M por espectrofotometria de absorcién
molecular.

ABSORBANCIA

pg As As(it ] As{v) As(V) + KI

00 0,008+ 0,01 0,008+ 0,001 0,006+ 0,001

40 0,170+ 0,002 0,1764 0,001 0,174+ 0,003

8,0 0,330+ 0,002 0,338+ 0,002 0,336+ 0,002

120 0511+ 0,002 0513 0,003 0,512+ 0,002

16,0 0,701 0,001 0,704+ 0,002 0,709: 0,002
Pendiente 0,0431 00432 00435
(STD) (0,0007) (0,0008) ©.001)
Ordenada en el origen 0,001 0,002 0,001
(STD) ©.007) (0,008) (0,009)
r 0.9955 09995 09902

n=8
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En medio HCI 1M se obtienen valores de absorbancia diferentes segiin sea ¢l estado
de oxidacion del elemento, siendo mas sensible la determinacion a partir de As|(III). Para
concentraciones de HCl inferiores, es decir, valores de pH comprendidos entre 0-4, se
observa una disminucién brusca de la absorbancia del complejo siendo esta disminucion
mas acusada para €| As(V), de forma que a partir de pH=2, dicha sefial se confunde con
el ruido de fondo. A pH superiores a 3, no se obtiene una seiial apreciable pa;ra ninguno
de los dos estados de oxidacion. '

Los resultados obtenidos para HCI en concentracion inferior a 2M parece confirmar
que a partir de esta acidez, el borohidruro va perdiendo su eficiencia para reducir instan-
taneamente el As(V) a As(I1I) como paso previo a la formacion del hidruro. :A partir de
pH=1, establecido con una concentracion de HCl 0,1M el borohidruro pierde su capaci-

dad de reducir cuantitativamente incluso al As(III).

Efecto de las disoluciones tamponadas.

Se han empleado diferentes disoluciones tamponadas para la generacion t;ie AsHj; por
espectrofotometria molecular. Los medios reguladores empleados han sido citrico/citrato
del 40%, acético/acetato del 50% y tartarico/tartrato del 30% y en esos medios se ha va-
riado la acidez desde pH 2 a 5 aproximadamente. Los resultados obtenidos vienen dados
en la Figura V.8. Dicha figura muestra que con el emplec del amortiguador citrico/citrato
a pH=4,5 es posible inhibir la reduccion del As(V) a AsH; y por tanto obtener la arsina a
partir de! estado de oxidacion (IIT) inicamente. Estos resuitados confirman los obtenidos
por hidruros-absorcién atomica y demuestran que no es un problema de cinética lenta si-
no que la reaccion en ese medio, a partir de As(V) no esta termodinamicamente favore-
cida. La determinacion diferenciada de As(III) y As(V) puede realizarse por tanto, en

este medio de generacion.
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Figura V.9.- Calibrados para As(III) y As(V) en medio citrico/citrato a pH 4,5 mediante espectrofoto-

metria molecular.

1

Resultados similares se han obtenido en medio acético acetato pero la sensibilidad pa-

ra el As(III) fiue mas baja que con ¢l regulador anterior.

En medio tartarico/tartrato a pH=4,5, la sefial de As(V) desaparece tot.almente. La
habilidad del medio citrico/citrato para distinguir entre As(III) y As(V) puede verse en la
Figura V.9., donde se representan las curvas de calibrado obtenidas para As(III) y As(V)
este medio. Analogo resultado se obtiene empleando la espectrofotometria de absorcién

atomica.
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!

Estudio comparativo del efecto del pH en la especiacion del As(Il) y As(V) por las
técnicas espectrafotometria de absorcion atomica - absorcion molecular. f
!

Los resultados obtenidos en los apartados anteriores por espectrofotometria de ab-
sorcién molecular y espectrofotometria de absorcion atomica, permiten lleg;r a las si-
guientes conclusiones: :
!

1.- Mientras en absorcion molecular se obtiene la misma sefial independient:emente del
estado de oxidacion del elemento en un rango de concentraciones de écidP clorhidri-
co entre 6 y 2 M, en absorcién atémica esto sblo se cumple cuando la co|ncentracién
de HCI es 6M. Parece demostrarse que el proceso esta regido por la cinética de re-
duccién del hidruro a partir del As(V). En una concentracion de HCI inferior a 6M, la
cinética de formacion del hidruro a partir de As(V) es inferior a la corresi)ondiente a
partir de As(IMl) y por tanto, Ia eficiencia de la generacién del hidruro para su deter-
minacion por absorcion atdmica es distinta, sin embargo, la formacion de} hidruro es
total a partir de ambos estados de oxidacién como se demuestra en el método espec-
trofotométrico. j

|
l

2.- Para concentraciones de acido clorhidrico inferiores a IM, el comportamiento es
analogo en ambas técnicas. !

|

|

3.~ Si se comparan entre si los resultados obtenidos con las disoluciones reguladoras, pa-
ra ambas técnicas y para ambos grados de oxidacién, se puede apreciar que en medio

citrico/citrato es posible la determinacion selectiva de arsénico en estado de oxida-

cién (IID). :

i

|

4.- La determinacion diferenciada de ambos grados de oxidacion puede llevarse a cabo
trabajando en dos medios diferentes. Mediante espectrofotometria UV-VIS, en la

j
acidez HCl 2-6M se determina el contenido de arsénico inorganico total. En medio
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|
1
citrico/citrato a pH=4,5 se determina el As(II). El As(V) puede conocerse por dife-
1

rencia. 1

i
Empleando la HG-AAS, en HCI 6M se determina el As total y a pH=3 en medio ci-
trico citrato se determina el As(III). Como en el caso anterior, el As(V) se determina
por diferencia. :
|
i

La ventaja de trabajar con la espectrofotometria de absorcion atémica réspecto a la
espectrofotometria UV-VIS, radica en su mayor sensibilidad como se observa en las

caracteristicas analiticas que se muestran en el apartado siguiente. |
?
i
V.4.2.3.- Caracteristicas analiticas. ,
i
Antes de proceder a dar las caracteristicas analiticas de los métodos aplicados, se
detallan los criterios utilizados. '
i
'
!
Limite de deteccién, Ly segun la definicion de la IUPAC es la concentraciéon minima de
analito que puede ser detectada y diferenciada del blanco con un nivel de probabilidad

determinado (LONG L.C., 1983). El valor numérico del limite de deteccion se obtiene a
partir de la ecuacion: ‘
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siendo:
K un factor estadistico elegido de acuerdo al nivel de confianza deseado, en nuestro caso
K=3 para un nive! de probabilidad del 99,7%.

S, es la desviacion estandar de las medidas del blanco.

s es la pendiente del calibrado.

f
|
i
i
1

Limite de cuantificacion, Ly: se puede definir como la concentracion minima de analito

I
que puede ser determinada de forma cuantitativa. Se puede obtener aplicando la ecua-

cion: !

siendo en este caso K=10

En todas las experiencias de este trabajo, para calcular tanto el L, como el L, se pre-
paran 10 disoluciones iguales, cuya concentracion se corresponde con la parte mas baja
del calibrado, se miden sus absorbancias y se aplican los algoritmos anteriormente des-

. [
Ccritos. i
l
|
Precisidn: la precision en términos de coeficiente de variacion se evalia para 10 deter-

minaciones. En nuestro caso, se considerz}n tanto la zona baja como la alta del intervalo

de linealidad del calibrado.
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|

{
i
|

Sensibilidad: expresada como la pendiente del calibrado.
l

[
A continuacion se detallan las caracteristicas analiticas para ambas técnicas, Tablas
|
V3. yV4 ' |
i
1

i
Tabla V. 3.- Caracteristicas analiticas para la determinacion de arsénico mediante HG-AAS en discon-

tinuo, gencrando el hidruro en medio HCl 6M. |

Rango de Linealidad 0-100ng i

{

Limite de deteccién 0Sng !

Limite de cuantificacién 15ng |

]

Preclsién 5% (20 ng) ’
3% (80 ng)

i
Tabla V.4.- Caracteristicas analiticas para la determinacién de arsénico mediante HG-Espectrometria
UV-VIS. *

citricofcitrato
HCI 6M HCI 2M (pH=44)
Rango de Linealldad 040 ug 016 ug 0-1é pg
Limite de deteccién 0,22 ug 0,08 ug 0.22;2.3
Limite de cuantificaclén 075ug 0,26 ng 073ug
Precisién 3% (20ug) 3% (8 pg) 5% (8 ug)
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t

V.4.3.- Desarrollo del método analitico para la determinacién de arsénico

total por generacién de hidruros-absorcién atémica, mediante el
t

método en continuo.

i

V.4.3.1.- Optimizacion de variables para la determinacion de arsénico por
HG en continuo-AA. ;
i
La generacion de hidruros en flujo continuo es una alternativa de la generacion de hi-
druros, ofreciendo ventajas e inconvenientes con respecto a la modalidad en flujo dis-
continuo. Entre las ventajas se pueden destacar la sencillez y bajo coste del disefio, ya
que solo se necesita una bomba peristaltica que impulsa los distintos reactivos; a través de
los tubos de teflon; se disminuye considerablemente el volumen de reactiv:os con res-
pecto al métode en discontinuo; es mas facil de manipular debido al sistema Qe introduc-
cién continua de la muestra y como consecuencia se disminuyen los riesgos de contami-
nacion, se obtienen sefiales de absorbancias continuas, lo que proporciona siempre mejor
precision, y con frecuencia, la sensibilidad es un orden de magnitud superior a los siste-
mas en discontinuo. Entre las desventajas se encuentra el que cuando la muestra posee
una matriz compleja y densa, se puede producir la obturacion de los tubos pbr depositos
de la matriz en el interior de los mismos, por lo que en este caso, el método; en disconti-
nuo offece incuestionables ventajas sobre las determinaciones en flujo continuo.
{
El diagrama del sistema empleado se mostré en la Figura V.2 de la presente memoria.
La muestra, ¢l medio acido y posteriormente el borohidruro se encuentran sucesivamen-
te, impulsadas a través del sistema por una bomba peristéltica. El hidruro formado en el
bucle de reaccion es conducido por un flujo portador de Ar a la célula de :atorrlizacién,
calentada en Ia llama aire-acetileno del espectrofotometro de absorcién atéﬁﬁca. Dentro
de la célula, recibe la radiacion procedente de la lampara EDL de arsénico. La sefial ob-

- . - - - I
tenida es continua y se registra como altura de “pico”. Las variables fisicas tales como
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flujo de argdn, velocidad de la bomba, angulos de conexion, longitud y fofjma del reac-
tor, se han optimizado para la especie As(IIl). Las variables quimicas fundamentalmente
en lo que se refiere a reductor y acido de generacion, se han optimizado pare‘ll las especies
As(IIT) y As(V). El encontrar condiciones que, como en el caso en discontinuo, propor-
cionara la misma eficiencia de generacion a partir de ambos grados de oxidacién, daria
lugar a poder determinar el contenido de arsénico total sin necesidad de reduccién pre-
via. En sentido contrario, la posibilidad de encontrar un medio donde se genere selecti-
vamente el hidruro de As(IIl), permite abordar la determinacién diferenciada de estas es-
pecies en las condiciones Optimas. Asi mismo, se ha realizado un estudio exhaustivo de

interferencias y su minimizacion.

Optimizacion de parametros fisicos
Flujo de argon: El flujo de argon utilizado para transportar la arsina desde el separador
de fases hasta la célula de atomizacién, es un parametro que requiere un control riguroso

ya que influye de forma muy acusada en las sefiales obtenidas.

El estudio se realizo con dos concentraciones de As(ITI) de 50 y 100 pg I generando
el hidruro en medio HCl 6M con NaBH; al 3% (p/v) , variando el flujo de gals en un in-
tervalo comprendido entre 5 y 70 Vh. Los resultados obtenidos pueden verse en la Figura
V.10. ;

Comeo puede verse en dicha figura, la sefial analitica decrece a medida que se aumenta
el flujo del gas de arrastre probablemente debido a la diluciéon del mismo en ?l flujo de
argon. Para flujos inferiores a 5 ¥/h la proporcion de hidrogeno generado por la ireduccién
del medio con NaBH, aumenta extraordinariamente con respecto al argoén, lo ql'ile a veces
conduce a que se produzca, una llama en el interior de la célula que hace ademas, au-

mentar extraordinariamente la irreproducibilidad.
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|

0.175 , . . : . ]
0.150 |-
0.125 |
0.100 |

0.075 |

Absorbancia

0.050 |

0.025 |

] -

0 L 1 | i
0] 10 20 30 40 50 60 70

Flujo del gas de arrastre (I/h)

Figura V.10.- Influencia del flujo de argén para una concentracién de 100 pg/l.

Se ha elegido como flujo optimo de trabajo el mas bajo posible: 5 I/h, que equivale a

83 ml/min.

Influencia de la velocidad de la bomba: 1.a bomba impulsa shnulténeamenfe las disolu-
ciones de la muestra, del medio 4cido y del borohidruro sédico por lo que para estudiar
la influencia de este parametro, se fijo una concentracion de arsénico (II) de 100 pg1'y
se genero el hidruro variando el didmetro de los tubos y la velocidad de la bomba peris-
taltica desde 400 hasta 900 rph, que se corresponde con unos flujos compréndidos entre

0.7 y 1,7 ml/min. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura V.11.
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0.200 | ;
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Figura V.11.- Influencia de la velocidad de 1a bomba peristiltica ¢n la generacion de la zu"sina para 100
ugl”. T
5
Como puede cbservarse, al aumentar la velocidad de la bomba aumenta 'la sefial ob-
tenida. Se ha elegido como velocidad de trabajo 700 rph que equivale a un flujo de 1.3
ml/min ya que la sensibilidad es aceptable y se obtiene la mejor reproducibilidad. sin em-
bargo, este aumento de sefial no parece ser achacable a una mayor eficiencia de la gene-
racion sino a un mayor aporte de la muestra al sistema, ya que se obtiene una linea pro-
xima a un calibrado. Se utilizaron tubos de 0,6 cc m™ para establecer los tres flujos
(muestra, acido y borohidruro sédico). Q

|
1

Conexiones en T: como puede verse en la Figura V.2, se necesitan dos conexiones de
este tipo, muestra-acido y muestra acidificada-borohidruro sddico, por lo que se estudia-

ron dos posibles uniones: !
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- en angulos de 90° 4
- en angulos de 120° ,

No se han encontrado grandes diferencias, aunque se han obtenido resultados ligera-

mente mejores cuando las conexiones en T estaban hechas en angulos de 90°, por lo que

elegimos este tipo de conexiones.

Longitud y forma del reactor: Una vez fijados los pardmetros optimizados hasta ahora,
se procedio al estudio de la longitud del reactor asi como de la forma en la que se en-

cuentre, es decir, sin nudos, con nudos y con vueltas.

0.100

0.090 | _— |

% |

-m [
2 0.080 /
<
o
o .
E 0.070 - o liso
< O con vusltas
A con nudos
0.060 |
0.050 ] 1 ] | 1 ;

0 10 20 30 40 50 60
Longitud {cm)

Figura V.12.- Estudio de la influencia de la longitud y forma del reactor.
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Los resultados obtenidos se representan en la Figura V.12, donde puede comprobarse
que las diferencias en absorbancias proceden fundamentalmente de la longitud del reactor
y no de la forma en que este se encuentre. Se ha elegido como reactor trabajo el de 50

cm con nudos. i

Optimizacion de pardmetros quimicos. i

Los parametros quimicos que influyen en la generacién del hidruro empleando el
método en continuo son: la concentracién de reductor (NaBHy) y la conc?ntracién de

medio acido.

Influencia de la concentracion de NaBH La influencia de la concenﬁ@cién de bo-
rohidruro sédico se llevo a cabo para dos concentraciones diferentes de 40‘ y 80 pg I
tanto de As(II) como de As(V) en medio HCl 6M (6ptimo para la generacic’;n en el me-
todo en discontinuo para ambos grados de oxidacién). De esta manera puede verse si es
posible trabajar con menores concentraciones de reductor manteniéndose lr:; misma efi-
ciencia de generacion del hidruro a partir de los dos estados de oxidacion. El intervalo de
concentracion de NaBH, ensayado fue de 0,1-3% (p/v) y los resultados (?btem'dos se
muestran en la Figura V.13. para la concentracién de trabajo de 80 pg I"".

Como puede observarse, para un intervalo de concentracion de reductor ;del 0.1-0,25
%, no se obtiene sefial analitica para el arsénico (V). Este hecho, nos hizo pensar en la
posible diferenciacion de estos dos estados de oxidacion, en funcién de la concentracion
de NaBH, utilizada para la generacion de la arsina. Se prepararon distintas mezclas de
As(IIT) y de As(V) en disolucion, con una misma concentracion final de arsénico total,

pero ante la falta de reproducibilidad de resultados, se abandoné la idea.
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Figura V.13.- Efecto de la concentracién de NaBH, en la determinaci6n de arsénico mediante el método

en continuo para una concentracion de As(IIT) y (V) de 80 ng mi ™. ‘
!
t

Influencia de la concentracion de dcido clorhidrico: Comprobadas ya cor: el método

de la generacion de hidruros en discontinuo, las prestaciones que presenta el HCI frente

al resto de los posibles acidos inorganicos (HNQ;, HSO, y H;PQ,), el esftudio se ha

centrado en conocer la influencia de la concentracién de HCI en estas condiciones. Dicho
estudio se ha realizado en el intervalo 1-6 M para ambos grados de oxidacion.
|

Los resultados obtenidos se representan en la Figura V.14. para una concéntracién de

60 pg I'' en ambas especies. En dicha figura se puede ver que, en el intervalo [comprendi-

do entre 2-6 M, la eficiencia de generacion es la misma para el As(IIl) y As(V). Este re-

sultado difiere un poco del comportamiento observado cuando se utiliza el' método en

discontinuo (ver grafica V.4.), ya que el intervalo de acidez es mas amplio. TEste hecho

podria justificarse desde el punto de vista cinético porque cuando se trabaja en continuo

!
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el tiempo de contacto de reactivos y muestra es algo mayor, hecho que también se refleja
cuando se utiliza el método espectrofotométrico, es decir, el método absorclic'm molecu-
lar. Este hecho es también importante ya que permite trabajar en condicioneé menos cri-
ticas en cuanto al control de la acidez que el método en discontinuo y como posterior-

mente se¢ vera en el método FIA.

0.125 |

0.100 | aEEEEERE P — o
-g "
T ) :
S ! " |

! 0 As -

L2 0075 | I |
8 A As{v) !
=< !
- o

0.050 |

0.025 L i ! ) ! ;

concentracidn HCI (M) L

Figura V.14.- Eficiencia se generacién de la arsina en funcién de la concentracién de HCI utilizado
como medio de generacién de 60 pg I de As(IIl) y As(V).

Medio regulador citrico-citrato: Para optimizar el pH del regulador citrico/citrato en la
generacion de los hidruros de As(IIT) y As(V) se ha trabajado con una concentracion de
regulador del 40% (p/v) en el intervalo de pH 2-4. La Figura V.15, muestra%los resulta-
dos obtenidos para ambos grados de oxidacion. El tampén a pH=3 inhibe la formacion

del hidruro a partir de As(V) mientras que se obtiene una sefial aceptable a partir de
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As(III). Esto permite, como en el caso en discontinuo, la determinacioén diferenciada de

As(III) y por tanto la posibilidad de abordar el problema de la especiacion con control de

la acidez. |
!
0.080 .
|
}
0.060 |-
9
T
s o Asfll)
'E 0.040 |
o A As(V) |
< |
<
0.020 | 1
£~-‘ f
0.000 . i SEELERPTE 3
1 2 3 4 5
pH

Figura V.15.- Generacién de la arsina a partir de 60 pug 1’ de As(IIl) y de As(V), en medio citrico-
citrato a distintos pH.

Curvas de calibrado !

Se han realizado curvas de calibrado para As(IIl) y As(V) en aquellos médios de ge-
neracién de la arsina en los que se obtienen sefiales de absorbancia iguales (HCl 6M) v
seilales completamente diferentes (citrico/citrato a pH=3), (Figura V.4.). Como puede
verse, s¢ obtienen curvas de calibrado de coeficientes de correlacion de 0,999 para
As(IIT) y As(V) en el medio acido fuerte. Sin embargo cuando se trabaja én el medio
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tamponado a pH=3 s6lo se genera la arsina a partir del As(III) mientras que, como era de

esperar, la respuesta del As(V) a todas las concentraciones dentro del intervalo de cali-

bracion, es practicamente nula.

0.100 ,
® cTtrico/citrato (pH=3) 8 l
o HCI 6M

0.075 | :
. Aslim X

-—— As(V)
0.050

Absorbancia

0.025

Figura V.16.- Calibrados de As(III) y As(V) en HCl 6M y citrico/citrato pH=3, como medios de genera-

cién de 1a arsina. i
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|
V.4.3.2.- Estudio de interferencias. 1
r

Los mecanismos por los cuales se producen las interferencias en HG-AAS son toda-
via muy discutidos. De hecho, parece ser que pequeiias diferencias en las condiciones
experimentales pueden condicionar de forma significativa los mecanismos de atomiza-
cion, la sensibilidad, asi como las interferencias observadas. 1

!

Las interferencias se pueden agrupar en dos grandes bloques dependiendo de donde
afecten: ‘
|
a) Interferencias que tienen lugar en la fase gaseosa, en cuyo caso la interferericia se debe

a las formas volatiles del interferente (DEDINA J., 1982). :

b) Interferencias quimicas que tienen lugar en la disolucion, durante la formacién del hi-
druro (DITTRICH K., 1979; MEYER A., 1979). '

¥

Considerando las interferencias en fase gaseosa, algunos autores justifican la depre-
sion que se produce en la sefial de absorcion (WELZ B., 1983; DEDINA :J., 1980) v

proponen el siguiente mecanismo para la atomizacion en células de cuarzo:

t

|

|
t
H
i

H

AsH; oy AsH, + H, B AsH+ 21, s As+3H,

Los radicales H requeridos se producen en la célula caliente por reaccion del oxigeno
residual del argdn (gas de arrastre) con el exceso de hidrégeno formado en la reaccion
del borohidruro sddico. También debido a la elevada temperatura que se alcanza en la

célula de atomizacion (900°C) puede haber reaccion entre los grupos silanol. (Si-OH) de

- 131- |



Parte experimental. Interferencias

i
i
I

la superficie de la célula y el hidrogeno, produciéndose la liberacién de radicales H.
Cuando la muestra contiene otros elementos formadores de hidruros, los radicales H se
consumen preferentemente por esos elementos y como consecuencta, la sensibilidad para

el arsénico disminuye.
;
|

Dittrich y Mandry proponen otro mecanismo de interferencias basado en la forma-
cion de moléculas diatémicas estables entre el arsénico elemental y el elemento en exce-
s0, cuyo hidruro se ha descompuesto en la llama (DITTRICH K., 1986). Asi, para el ca-

so de la interferencia producida por el Sb seria:

As + 8b . — AsSb + Sb, :
!

Este tipo de interferencias se produce cuando la atomizacién se lleva a cabo en célu-
las que se calientan externamente; ahora bien, la magnitud de estas interacciones entre
los distintos elementos formadores de hidruros, difiere considerablemente dependiendo
de los autores. DITTTRICH K. y colaboradores, 1986, encuentran que la i:nterferencia
del Sb en la determinacion de As empleando un tubo de cuarzo como atomizador es del
10% para una relacion As:Sb de 1:1000. NARASAKI e IKEDA, 1984, g.ﬁrman que
puede tolerarse un exceso de antimonio de 500 veces en la determinacion de arsénico, no
siendo necesario el empleo de agentes enmascarantes. PETRICK y KRIVAN, 1987, en-
cuentran que la presencia de 1000 pg de Sb y 100 pg de Se, 100 pg de Sn o 100 pg de
Bi eliminan totalmente la sefial de absorbancia de 50 ng/10ml de As(V) teniendo ademas

el Sn interferente, un efecto de memonia.

|
'
i

Las diferencias observadas en la magnitud de las interferencias, pueden ser atribuidas
a los diferentes procedimientos empleados en la generacidn , asi como al disefio y tempe-

ratura de los distintos atomizadores.
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i

Las interferencias que tienen lugar en la fase liquida, proceden fundamentalmente de
metales de transicion capaces de reducirse con NaBH, dando precipitados metalicos o
amalgamas metalicas con el analito (NAKAHARA T., 1983). Estas interferencias se han
puesto de manifiesto por numerosos autores pero su magnitud, al igual que oé:urre en las
interferencias en fase gaseosa, depende extraordinariamente de las condicio“nes experi-
mentales empleadas y de los disefios de los dispositivos. Sin embargo, diferentes autores
parecen coincidir en que es la masa absoluta de interferente mas que la reléci:’)n anali-
to:interferente la que determina la supresion de la sefial. Las interferencias sé minimizan
por adicion de agentes complejantes enmascarantes (BOAMPONG C., 1988) o seleccio-
nando apropiadas combinaciones entre el medio acido y el reductor Borohidruro
(HERSHEY LW, 1986). ‘

;

Con estos antecedentes se ha realizado un estudio de interferencias en las condiciones
analiticas optimizadas en este trabajo. Se han incluido elementos formadores de hidruros,
asi como elementos que frecuentemente estan en distintos tipos de muestras, 'tales como
metales de transicion: Fe, Nl Cu, Zn, Mg, Pd; metales alcalinos y alcalinotérreos: Na, K,
Ca, Mg y aniones como: CI", NO;3", SO42', PO43'.

Para llevar a cabo este estudio se fijo una cantidad de 60 ug/l de arsénico y se le adi-
cionaron cantidades de interferente en distintas proporciones, preparando todas las diso-
luciones en medio acuoso. A continuacion se procedio a generar el hidruro en medio HCl
6M vy a registrar las sefiales obtenidas, comparandolas siempre con una disolﬁcién de re-
ferencia. Los resultados obtenidos para As(III) se muestran en las Figuras V.17, V.18,
V.19, V.20, y se recogen en la Tabla V.5; los resultados obtenidos para las interferencias
sobre As(V) se recogen el al Tabla V.6 y en las Figura V.21.
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Estudio de interferencias sobre As(Ill).

Tabla V.5.- Estudio de interferencias. % de sefial respecto a una disolucion de As(IiI) de 60 pg/l.

Relacién arsénico: interferente
interferente 1:1 1:2 1:10 1:100 1:1000
Sb{l 85 75 20 15 0
SeliV) 85 75 45 0 5
Ph{IV) 100 100 100 100 &%
Ha({ll) 100 97 80 7S 70
$n(lv) 100 o5 0 I «
NI() 100 100 88 i) 50
Pdln) 100 100 0 . .

** Otros metales ensayados y que no interfieren hasta una proporcién l:;1000
Metales de transicion: Fe, Cu, Zn, Mn.

** Cationes ensayados que no interfieren hasta una proporcién 1:10000
Metales alcalinos y alcalinotérreos: Na, K, Ca, Mg,

** Aniones ensayados y que no interfieren hasta una proporcién 1:10000j
CT, N0y, S04, PO

Cabe resaltar de estos estudios, que las interferencias observadas para el estafio y pa-
ra el paladio, se deben a que se deposita en el sistema el elemento en estado metalico

como consecuencia de la reduccion con el borohidruro, siendo mas visible dicho efecto

en el caso del estafio ya que se oscurecen los tubos.
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Aparte de estos dos elementos, y de forma general se puede destacar queL como era
de esperar, las mayores interferencias se deben a elementos formadores de hidruros, so-
bre todo al Sb(IIl) y al Se(IV), debido a que ambos elementos generan su hidruro co-
rrespondiente en condiciones analiticas semejantes al arsénico, por lo que es logico que
compitan para reaccionar con el borohidruro sddico. Debido a la importancia de la in-
terferencia de estos dos elementos, se profundiza a continuacion en su estudio. Sin em-
bargo cuanto mas difieren las condiciones de generacion de elementos también formado-
res de hidruros, la interferencia que producen en la generacion de la arsina es menor,
como puede observarse en los datos obtenidos para el plomo ya que necesita medios

fuertemente oxidantes y concentraciones de reductor del 10% (p/v).
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Figura V.17.- Interferencias, en flujo continuo, de elementos formadores de hidruros en me-
dio HCI 6M sobre una disolucion de As(IIT) de 60 pg 1.

100

80 | g ,
P | 1 |=1:2
3 6010 11:10
= | =1:100
S 40} [E1:1000
P

20 |

Ni Pd

Figura V.18.- Interferencias debidas a metales de transicion, sobre una disolucién de 60 pg I'
de As(IIT), generando la arsina en HCI 6M.
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Figura V.19.- Interferencias de¢ metales alcalinos y alcalinotérreos sobre una disolucion de 60 ng mi*
de As(IIT), en medio HCI 6M.
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Figura V-20.- Interferencias dc aniones, sobre una disolucion de As(IIl) 60 ng ml" utilizando como
medio de generacién HC1 6M.
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i

En primer lugar se ensayaron como posibles interferentes de As(V), aquellas especies

que causaron interferencia para As(IIl) utilizando como medio de generacion HCl 6M.

Para ello se utiliza una disolucion de As(V) de 60 pg/l. Los resultados se reéogen en fa

tabla V.6 y en la Figura V.21.

Tabla V.6.- Estudio de interferencias. % de seial respecto a una disolucidn de As{V) de 60 pg/l.

Relacién arsénico:interferente

Interferente 1:1 1:2 1:10 1:100
Shyii) 20 75 40 5
Sb{v} g0 80 50 15
Se{lV) o5 85 40 10
Hg(ll) 100 g7 %5 %5
Nifll) 100 100 20 Q0
Pd{l)} 100 100 75

Como puede observarse, el Sb produce analogos efectos sobre los dos estados de

oxidacion cuando se genera el hidruro en medio HCl 6M. Sin embargo el Hg(Il) que in-

terfiere sobre el As(III) a partir de una proporcion, arsénico:interferente, 1:10, produce

interferencia sobre el As(V), a partir de una relacion 1:100. En el caso del Pd(II), se ob-

serva que interfiere en la misma proporcion para ambos estados de oxidacién de As, pero

su magnitud es menor sobre As(V) ya que para éste se anula la sefial analitica cuando la

proporcion es 1:100. También se ha observado que el efecto interferente del Ni(II) sobre

As(V) es menor que sobre As(III).
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1

Estudio de interferencias sobre As(IH) utilizando como medio de generacién de la
arsina un amortiguador citrico/citrato de pH=3.
|
Por otra parte , se realiza un estudio para observar el efecto de los distintos interfe-
rentes sobre 60 pg/l de As(1lI), generando su hidruro en medio citrico citrato ﬁe pH=3y

cuyos resultados se recogen en la tabla V.7 y en la Figura V.22.

Tabla V.7.- Estudio de interferencias. % de sefial respecto a una disolucién de As(III) de 60 pg/l, utili-
zando como medio de generacion de 1a arsina una disolucién amortiguadora de citrico/citrato pH=3,

Relacién arsénico:interferente
Interferente 1:2 1:10 1:100
Sb{lli) 95 % il
Sb{v) 100 o5 =)
Se{lV) 100 5 85
__Ha) 100 100 100 :
NI{ll} 100 100 100 ‘

—ﬂ! Il -] - _- i

En este estudio se observa en general una disminucién de las interferencias debidas a
elementos formadores de hidruros cuando se genera la arsina en medio tamponado a
pH=3. Entre los resultados obtenidos resaltar que el Sb(II) no produce interferencia
hasta una proporcion As:Sb de 1:100. Otro hecho observado es la disminucion del efecto

interferente del Pd(II), aunque la magnitud de la interferencia observada es muy elevada.

r
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Figura V.21.- Interferencias sobre una disolucién de 60 pg mI? de As(V) generando el hidruro en
medio HC1 6M.
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Figura V.22.- Interfrencias sobre una disolucién de As(III) de 60 pg I' generando la arsina en me-
dio citrico citrato de pH=3
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V.4.3.3.- Minimizaci6n de las interferencias debidas al Sb Y Se en la gene-
racién de arsina: empleo de las mezclas Kl-a-hidroxiacidos.

En la bibliografia se encuentran marcadas diferencias en cuanto a la magnitud de las
interferencias que ejercen el Sb y el Se en la sefial del hidruro de arsénico. Las divergen-
cias encontradas pueden atribuirse a las diferencias en los procedimientos de generacion,
tales como disefio y temperatura de los atomizadores, o quizas, a las diferencias en el
abastecimiento de oxigeno en esos atomizadores (DITTRICH K., 1986; NAI:KASAKI H,
1984; PETRICK K.,1987). Ahora bien, conviene destacar que, aunque no coinciden en
magnitud, la mayoria de los autores coinciden en la; especies interferentes. Debido a es-
to, se han realizado distintos estudios para eliminar dichas interferencias (IKEDA M.,
1985).

En estudios preliminares s¢ observo que cuando se afiadian a-hidroxia'.c:idos (acido
lactico, acido citrico y acido malico) a una disolucion de Sb(V) no se obtenia sefial Figu-
ra V.23., mientras que si se adicionaba a una disolucion de Sb(IIl), la sefial no se inhibia.
Se pensod entonces que si sobre la disolucion de Sb(V) se aftadia una mezcla de Kl/a-
hidrexiacido, se podria obtener respuesta ya que el KI reduce al Sb(V) a Sb(IlI). Sin em-
bargo los resultados fueron negativos. En vista de este hecho, se procedio a afiadir las

mismas mezclas, sobre una disolucion de Sb(IIl), Figura V.24.
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Figura V.23.- Efecto de o-hidroxidcidos sobre 1a seilal de absorbancia de 80 pg I' de Sb(V):a) 4cido
lactico; b) acido citrico; ¢y cido milico. {
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Figura V.24.- Influencia de la concentracion de los a-hidroxidcidos en la generacion de la estibina, a
partir de una disolucién de S(III) de 80 pg I': a)4cido lctico; b) acido citrico; ¢) 4cido malico (todos
las disoluciones al 0,5% en KI p/v). ;
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Como puede verse, en el medio 4cido lactico la absorbancia de la estibina es despre-
ciable a concentraciones por encima del 6 % (v/v) porque la reaccion involucrada es in-
mediata (el efecto es ya observable en medidas realizadas inmediatamente despues que la
disolucion se ha preparado). En los medios del acido citrico y del acido malico, la absor-
bancia de la estibina decrece gradualmente y se hace despreciable sélo desptie’s que han
transcurrido 24 horas de haber preparado la disolucién, mientras que no se observa el
efecto depresor cuando las medidas se llevan a cabo inmediatamente después de la pre-
paracion. Después de 24 horas, la sefial se hace minima en concentraciones por encima
de 0,5 % (m/v) de acido citrico y 6 % (m/v) de acido mélico. Estos resultados sugieren
que los tres o-hidroxiacidos dan lugar al mismo efecto pero a diferentes velocidades
siendo mas lento para el acido citrico y malico que para el acido lactico. Asi pues, desde
el punto de vista de poder evitar la interferencia del Sb(IIT}) o Sb(V) en la sefial del
As(IIT), el acido lactico proporcionaba las mejores condiciones de resclucion de la sefial
de forma instantdnea.

|

Evaluacion del efecto de los a-hidroxidcidos en la generacion de la arsina.

Considerando el comportamiento de las especies de antimonio, se comprobé el com-
portamiento de las especies inorganicas de arsénico frente a las mezclas Kl/a-

hidroxiacidos.

Para llevar a cabo estos estudios se procedio a la preparacion de tres disoluciones:
As(1II)

As(III) + KI (0.5% (p/v)) + acido lactico (6% (viv))
As(TID) + KT (0.5% (p/vy) + acido citrico ( 2% (p))

En todos los casos se estudiaron tres niveles de concentracion distintos, 20, 60 y 140
ug I, para comprobar asi que se mantiene el efecto en todo el rango de concentracion. A

continuacion se genera la arsina en acidez HCl entre 1-6 M.
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El efecto del acido mélico no se estudié debido a su baja cinética de reaccion y a su
similitud con el acido lactico. Los resultados obtenidos mostraron que para las diferentes
concentraciones ensayadas y en los diferentes medios, las sefiales de absorbancia obteni-
das eran andlogas a las de las disoluciones acuosas de As(III), por lo que se 'podria con-
cluir que estos medios no previenen la generacion de la arsina. Esto puede ser bien por-
que el arsénico no da la misma reaccion que el Sb o bien, porque el complejo formado es
lo suficientemente débil como para ser destruido bajo las condiciones empleadas para la

generacion de la arsina.

Con estos resultados, se procedié a estudiar la interferencia especifica producida por
el Sb en la sefial del As y posteriormente, evaluar hasta qué punto la interferencia puede
minimizarse en presencia de Kl/acido lactico ya que fue el a-hidroxidcido que mejores

condiciones aporté para el fin perseguido. |
:

Un estudio paralelo realizado con el Se(IV) y su comportamiento en presencia de los
hidroxiacidos, mostré que respondia de forma similar al Sb(III). Debido a que el Sb y el
Se son los principales interferentes, también se ha contemplado el alcance dle la interfe-
rencia producida por el Se y su posible minimizacion en presencia de los a-hidroxiacidos.
En las condiciones establecidas para el Sb y Se se han ensayado, asi mismo,; las interfe-

rencia producidas por el Sn, Biy Te. f
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Estudio de las interferencias de Sb y de Se en la determinacion de As.

Para estudiar las interferencias producidas por el Sb y Se en la generacion:de la arsina
se prepararon disoluciones con distintas proporciones As:interferente, en tres niveles de
concentracion (20, 60 y 140 ug I'") y se midieron dichas disoluciones en medio HCl 6M y
HC! IM. Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla V.8. y en las Fi@ras V25 y
V.26.

Tabla V.8.- Eficiencia de generacién de la arsina, en % de sefial respecto a una disoluci(lbn de As(III),
preparando las disoluciones en medio acuoso y medio 4cido léctico siendo el 4cido de generaciéon HCI
IM y HC1 6M.

As{) HCL 1M HC) 6M
Interferente | As:interferente | (ng mi 3 | Disol. acuosa Disol. &c. lactico Disol. acuosa Disol. &c. lactico
20 100 100 100 100
11 80 82 100 86 100
140 80 100 81 . 100
20 70 100 ] ‘ 100
Sb 1:10 &0 56 100 2 , 70
140 a7 100 38 56
20 20 20 15 15
1:100 €0 20 20 15 . 15
140 20 20 5 15
20 100 100 88 100
1:10 60 100 100 44 100
i 140 100 100 36 100
Se 20 100 100 3 72
1:100 60 100 100 K 1] 66
140 | 100 100 20 63
1:1000 140 73 63 0 0
As:Se:Sb | 1:1:10 140 ) 100 a7 . 100
Sn 1:100 20 100 100 100 100
140 S &5 81 56
Bi 1:1000 1490 100 100 80 80
Te 1:100 140 0 0 0 0
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Figura V.25.- Estudio de interferencias de Sb y Se en la determinacién de As (60 ug I' ) en medio
acuoso y en medio icido lactico/KI (*). Medio de generacion HC1 6M.
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Figura V.26.- Estudio de interferencias de Sb y Se en la determinacién de As (60 pg I' ) en medio
acuoso y en medio cido lactico/KI (*). Medio de generacion HCl IM.
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Los resultados muestran que el antimonio deprime la absorbancia del arsénico a partir
de una relacion As:Sb de 1:1 a todas las concentraciones de HCl ensayadas. La interfe-
rencia aumenta al aumentar la concentracién de HCl y depende no sélo de la relacion
As:Sb, sino también de la cantidad total de interferente presente. La interferencia es ge-

neralmente mas grande para elevadas concentraciones de arsénico.

La interferencia del antimonio decrece significativamente en presencia de ‘écido lacti-
co y se elimina cuantitativamente en presencia de KI para ia proporcion As:Sb de 1:10
cuando se genera la arsina en HC! 1M, mientras que si se genera en HCI 6M, la interfe-
rencia se elimina totalmente en la proporcion 1:1 y se reduce signiﬁcativameﬁte para una

proporcion 1:10.

En la Tabla V.8 puede verse también la minimizacién de las interferenciasi producidas
por el Se, Sn, Bi y Te. Como puede observarse, el Se interfiere en HC]1 6M en la relacion
As:Se de 1:100 y su interferencia decrecio6 significativamente en presencia de agente en-
mascarante. Un relacion As:Se de 1:1000, produce seria interferencia y aderrllé.s, en este
caso, se forma un precipitado rojo del Se metalico en los tubos de reacciéni, probable-
mente debido al medio fuertemente reductor. Esto parece significar que la interferencia
es probablemente debida a la descomposicién catalitica del hidruro por el depésito de
selenio rojo, siendo por tanto una interferencia en fase liquida. Este mismo fenémeno se
observa para el Sn, Bi y Te en las relaciones de arsénico:interferente de 1:100, 1:1000 y

1:100 respectivamente, produciéndose asi mismo, depositos del metal en el sistema.

Podemos concluir de este estudio que el medio KI-acido lactico proporciona un buen
camino para eliminar las interferencias mas importantes que existen en la fase gaseosa
para la determinacion de arsénico, que son debidas al Sb y al Se. Las interférencias del
Sn. Bi y Te ocurren probablemente en la fase liquida debido a los depositos metalicos

que aparecen en el sistema. |
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V.4.3.4.- Caracteristicas analiticas.

Enla Tabla V.9 se recogen las caracteristicas analiticas del método en continuo para
la determinacion de arsénico mediante HG-AAS. ;

Tabla V.9.- Caracteristicas analiticas para la determinacién de arsénico mediante HG-AAS en continuo.

Citricolcitrato
HCI 6M pH=3
Rango de Linealidad 15140 ug ' 20-140 pgr'
| __Limite de detecclén 45ugr’ 65 pg!"
Limite de cuantificacién 15ugr’ _ 2 pgl’
Preclsién 25% (20pg™ 10% (20 pg )

2,0% (B0 ug ') 25% (10019 (')
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|

V.4.4.- Desarrollo del método analitico para la determinacién de arsénico
total mediante FIA-HG-AAS.

V.4.4.1.- Optimizacién de variables para la determinacidn de arsénico por
HG-AAS mediante inyeccién en flujo.

La determinacion de arsénico por generacion de hidruros, empleando 15:1 técnica de
inyeccion en flujo (FIA) posee las ventajas del método en continuo, tales como la reduc-
cién considerable del volumen de los reactivos, menor manipulacion de la muestra etc. e
incorpora la ventaja adicional de disminuir el volumen de muestra, lo que permite la de-
terminacién de elemento cuando el volumen de misma es reducido. En este a!lpartado, se

realiza la optimizacion de variables para esta nueva modalidad.

Flujo del argon: La funcion del argén al igual que en el método en continuo, es la de
gas de arrastre del hidruro desde el separador de fases hasta la célula de atomizacion,
ademas de proporcionar una atmosfera adecuada para la atomizacion y determinacion del
elemento. '

Para llevar a cabo este estudio, se han ensayado flujos de arrastre desde 5-25 I/h para
una concentracion de As(IlI) de 60 pug 1" y un volumen de inyeccién de 2:5 ul en HCI
6M, como medio de generacion y NaBH, al 3% (p/v) obteniéndose los res;ultados que
muestran la Figura V.27. Se produce una disminucion en la sefial obtenida al aumentar el
flujo de argdn, lo que indica que predomina el efecto de la dilucién del hidruro sobre la
eficiencia de arrastre, si bien es menos critica que cuando se utiliza el método en conti-

nuo. |

|
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Figura V.27.- Influencia del gas de arrastre en la generacion del hidruro de arsénico. (As(ﬁl): 60 pg ™).

Influencia de la velocidad de la bomba: Para estudiar la influencia de la velocidad de la
bomba peristaltica que impulsa al portador (HCI) y al reductor NaBH,) se prepard una
disolucion de As(II) de 100 ug I’ y se generd la arsina en un intervalo de velocidades
comprendido entre 400 y 900 rph, que como ya se ha dicho, se corresponden con flujos
comprendidos entre 0.8 y 1.8 ml min’. En la Figura V.28 se observa un aumento de la
respuesta analitica al aumentar la velocidad ademas de un estrechamiento ae los picos

obtenidos. Figura V.29. ;
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Figura V.28.- Variacién de la absorbancia correspondiente a una disolucién de As(IIl) de 100 pg 1" en
funcién de Ia velocidad de la bomba peristaltica. ;
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Figura V.29.- Perfil de los picos FIA del hidrure de As en funcidén de la velocidad de 1a bomba.
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Se eligio como velocidad de trabajo 700 rph, que equivale a 1.3 ml min™, ya que con
este flujo se obtienen buenas sefiales analiticas, el consumo de reactivos no: es muy ele-

vado y los picos son suficientemente estrechos. :

i
Influencia del volumen de inyeccion: Es un parametro bastante importante en ¢l anali-

sis por inyeccion en flujo por lo que se abordé su estudio empleando dos procedimientos
distintos. ‘
a) Variando el volumen de inyeccion, para una cantidad fija de As de 100 ugzl“, mediante
la utilizacién de bucles de distinta longitud, desde 25 a 300 pl. En este casol se observd
que al aumentar el tamafio del bucle aumentaba la sefial hasta que se mantenia constante
la respuesta. Dado que esta constancia en la respuesta obtenida podia deberse a una satu-
racién de la sefial por la mayor cantidad neta de elemento introducida se procedio a ve-
rificar dicha tendencia mediante un segundo procedimiento.
b) Realizando calibrados con los distintos bucles. Para llevar a cabo esta segunda expe-
riencia se utilizaron bucles de 25, 100, 150, 250 y 300 pl y se realizaron cialibrados de
As(Ill) en medio HCl 6M para concentraciones comprendidas entre 20 y 100 ug ml".
Una vez realizados los calibrados se procedio a la comparacion de sus pendiéntes.

Al representar graficamente la pendiente de los distintos calibrados obteﬁjdos con los
bucles de distintos voliimenes, Figura V.30, se observa que se obtienen una mayor sen-
sibilidad, en altura de pico, cuanto menor es el volumen de inyeccion, siendo maxima

cuando el volumen de inyeccion es de 25 pl.
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Figura V.30.- Influencia del volumen de inyeccién en la pendiente del calibrado de As mediante el

método FIA

|

|
Influencia de la concentracion del NaBH,: Para llevar a cabo este estudio se prepara-
ron dos disoluciones de As de diferente concentracién, 40 y 80 ug 1", y se varié la con-
centracion del reactivo desde una concentracion de 0,5 hasta 3% (p/v). En este caso, al
igual que en los métodos anteriormente descritos, se elige como concentracion optima de

trabajo una disolucion de NaBH, del 3%.

[
i

Influencia de la concentracion de dcido clorhidrico: Al realizar este estudio se llego a
conclusiones parecidas a los dos métodos anteriores: determinacién en discontinuo y
determinacion en flujo continuo, es decir, iguales eficiencias en la generacic')h de los dos
estados de oxidacion de arsénico, cuando la concentracion de HCl es 6 M. Esta igualdad

de respuesta para los dos estados de oxidacion se amplia para el intervalo 2-6 M cuando
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se trabaja con el método en continuo y con el método FIA. Ademas se confirma el habito

de comportamiento cuando la acidez es menor de 2M Figura V.6.

Influencia del medio citrico-citrato: Al igual que en el método en continuo, la arsina se
t

gener6 en el medio citrico/citrato a pH comprendidos entre 2 y 4, Figura V.3 1

0.060
i
©  0.040 | 7
e :
5 o Asllil} |
5 A As(y)
w
-
< 0020 |
|
0.000 ' S——
1 2 3 4 5

Figura V. 31.- Variacién de la absorbancia obtenida para el hidruro de arsénico a partir de As(lil) y
As(V), en medio citrico/citrato de distintos pH, mediante un sistema de inyeccién en flujo. 60 ug 1),

Como era de prever, a partir de pH=3 se inhibe la formacién de la arsina desde el
grado de oxidacién (V), siendo sin embargo muy aceptable la sensibilidad obtenida a

partir del grado de oxidacion (IIT). Se abre aqui también la posibilidad de especiar entre

ambos grados de oxidacion al igual que en el método en continuo. !

i
;
I
|
t
’
|
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V.4.4.2.- Estudio de interferencias

Para llevar a cabo este estudio se fijo una cantidad de As(IIT) de 60 pg I, adicio-
nando cantidades distintas de interferente. A continuacion se generg la arsina en las con-

diciones optimas ya determinadas.

La eleccion de los posibles interferentes en el método FIA, se llevo a cabo basando-
nos en los resultados obtenidos en el estudio de interferencias del método en continuo.

Los resuitados obtenidos se recogen en la Tabla V.10.

Tabla V.10.- Estudio de interferencias para la determinacion de As mediante F1. % de sefial respecto a
una disolucion de As(Ill) de 60 pg 1" (volumen de inyeccién 25 pl).

Relacién arsénico:interferente

Interferente 1:2 1:10 1:100 !
Sb{tin 100 100 100 :
Seilv} 100 100 100 f
Pb{fV} 100 100 100 :
Hg(ll) 100 100 100
NIl 100 8 70
Pd(ll) 100 60 20

Considerando las interferencias de elementos alcalinos, alcal'motenebs, Fe(II),
Cu(I), Zn(IE), Mn(II), Pb(II), Ni(II), P(IT), Sb(III) y (V), Se(IV), Hg(ll), y Sn(Il), en la
generacion de la arsina procedente de As(III) por FIA (3 ng) y en flujo continuo (60 ng
m!™) y en medio HCI 6M, se observa que su magnitud es superior en flujo continuo que
en FIA. La mayor interferencia producida en el sistema FIA estd causada por Ni(Il} y
Pd(IT) ya que la absorbancia disminuye mas del 10% en la proporcion As:interferencte
por encima de 1:10. De los otros iones ensayados, incluso de los otros elementos forma-

dores de hidruros, no interfieren en la relacion de concentraciones 1:1000. El Pd(1l) fue
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también un serio interferente ya que inhibe la sefial del As(III) en la relacion'de concen-
traciones 1:10 y Ni(IT), Hg(II) y Sn(II), disminuyen la sefial en un 25% cuando la rela-

cion es 1:100.

No se observan interferencias procedentes de alcalinos, alcalinotérreos, Fe, Cu, Zn,

Mn, Pb, SO,*, NOs"y PO,”, en la relacién 1:1000. |

La tnica interferencia sobre el As(IIT) a pH=3 en medio citrico/citrato es debida al Pd

que produce una disminucién del 75% la seifial del As(III) cuando la relacion es 1:10.

Es de resaltar la gran disminucién de la interferencia producida por el cobre, tanto en
continuo como en FIA, con respecto a la interferencia que se presenta en discontinuo.
Probablemente la elevada concentracion del acido y el corto bucle de reaccidn minimiza

el efecto de este interferente.

V.4.4.3.- Caracteristicas analiticas

Tabla V.11.- Caracteristicas analiticas del método FI-HG-AAS.

Citrico/Cltrato |,
HCI 6M pH=3 l
Rango de Linealidad 1525ng 10-200 ng
Limite de detecclén 0.75ng 15ng
Limite de cuantificacién 25ng 75ng
Precisién 5% (2 ng) 8% (10 ng)
4% (4ng) 6% (25 ng)
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V.5.- COMPARACION DE LOS METODOS PROPUESTOS

Los Esquemas V.1 y V.2 muestran los parametros fisicos y quimicos de los distintos
métodos propuestos para la determinacion de Asi.i, asi como las caracteristicas analiti-
cas de los mismos tales como la precision, rango de linealidad, limite de deteccion vy li-

mite de cuantificacion.

Por otra parte, en el Esquema V.3, se muestran las diferencias en las caracteristicas
analiticas cuando se genera el hidruro de arsénico a partir de una disolucion acuosa y una

disolucion preparada en KI-acido lactico.
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PARAMETROS

Fisicos

/

Purga 130 mlimin
Agitaclon 10 mimin
vol.muesira 10 mi

!
| Flujo de argon 83 mU/min

\‘

]

veloc.bomba 1,3 mi/imin (700 rph)

Flujo de argon 83 mt/min
veloc.bomba 1,3 mbi/min (700 rph)

vol.muestra 26 pl
Quimicos
_ Continuo : ‘ :
-m NaBHe % NaBH4 3% NaBH4 3%
Flujo reductor 30 mlimin
- HEI 6M Horem HCI 6M
Esquema V. 1.- Pardmetros fisicos y quimicos de los'métodos propuestos para la determinacion de arsénico total,
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Continse ICARACTERiSTICAS ANALITICAS l
| Precisioén I | Rango de Linealidadl
*

20 ng 6% 20 ppb 2,6% 2 ng 6% . .
80 ng 3% €0 ppb 2,0% 4ng 4% 0-100ng 140 ppb

| Limite de Detecciénl l Limite de Cuantificacion I
/1 \ / 1\

Esquema V.2.- Caracteristicas Analiticas de los métodos propuestos para 1a determinacion de arsénico total.
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|CARACTERiSTICAS ANALITICAS |
Precisién I Rango de Linealidad l

_/ /o N\

| %l | 20 ppb 4,0% l
I disoluciones acuosas l
| disoluciones en acido lactico/ Kll

Limite de Cuantificacion

[ Limite de Deteccién I \

/o N\

Esquema V.3.- Caracteristicas Analiticas para la generacion de la arsina en continuo con HCI 6M y NaBH, 3% (p/v), a partir de disoluciones de As prepara-

das en medio acuoso y en medio acido lactico/KI.
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V.6.- APLICACIONES
|
Los métodos desarrollados para la determinacion de As total mediante géneracién de
hidruros-absorcion atomica y espectrometria de absorcién molecular en discbntinuo, ge-
neracion de hidruros absorcion atémica en continuo y en inyeccion en flujo, se han apli-

cado a la determinacién de arsénico en distintos tipos de muestra.

Es sabido que la minimizacion de los posibles errores que pueden apare'cer en todo
método analitico se lleva a cabo desarrollando los procedimientos en una matriz cuya
composicion sea lo mas similar a la de la muestra objeto de andlisis y que ademas posea
un valor certificado en el contenido del elemento. El problema radica en qué aunque ya
existen patrones con valores certificados en el contenido total de arsénico, tédavia éstos
son escasos y no hay para todas las matrices que actualmente poseen un relevante inte-
rés. |
Otra forma de controlar los posibles errores sistematicos que pueden éparecer, es
adicionar el analito a la muestra bajo la forma quimica que se supone. E! problema que
aparece en esta forma de trabajo radica fundamentalmente en el hecho de qué los proto-
colos de la adicion no estan firmemente establecidos y la falta de certeza de que las recu-
peraciones obtenidas para el elemento adicionado sea la que corresponde al elemento an-

clado en la muestra.

Con estos precedentes, la validacion de los métodos desarrollados se ha realizado con
muestras de contenidos certificados, mediante estudios de recuperaciones y fundamen-
talmente participando en campaiflas de intercomparacion de métodos y certificacion de
materiales. La participacion en estos ejercicios interlaboratorios es una herramienta fun-
damental para controlar la exactitud de nuestras determinaciones. En esta linea, se ha
participado activamente en las campafias promovidas por €l Organismo Internacional de
Energia Atomica de Viena y en los programas de la Comunidad Europea. |
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|
Los resultados analiticos obtenidos en el analisis por los métodos propuestos, de
muestras de diferente naturaleza y los obtenidos en la participacion de estos ejercicios se

muestran a continuacion. !

V.6.1.- Generacion de hidruros acopiada a la espectrofotometria ultravio-
leta-visible y a la absorcién atémica en discontinuo: Diferenciacion
entre As(lll) y As(V) inorgénico. |

Los métodos desarrollados se han aplicado a la determinacion de As total y a la dife-
renciacion entre los grados de oxidacion (III) y (V) en muestras de aguas, sedimentos,
mejillon y dietas. |

AGUAS: Se han analizado agua de grifo y agua de desecho procedente del efluente de

una fabrica de papel.

El contenido de arsénico total de las aguas del grifo fue demasiado bajo"como para
poder ser detectado por ambas técnicas. Para conocer la bondad de los métodos en este
tipo de matriz, las muestras se enriquecieron con As(IIl) y As(V) y se analizaron sin nin-
gan tratamiento previo. Debido a la ausencia de efecto matriz, las muestras se midieron
directamente sobre el calibrado. Las recuperaciones obtenidas, tanto en el prdcedimiento

por absorcion atomica como por espectrometria UV-VIS, oscil6 entre el 98-105%.

El agua de desecho se pasod a través de un filtro de tamaiio de poro de 0,45 um y se
acidificé con HCl antes de proceder a su andlisis. Tampoco mostré contenidbs medibles
de arsénico total, tanto por absorcién atémica como por espectrofotometria."Cuando se
afiadieron cantidades conocidas de As(III) y As(V), todo ¢l arsénico afiadido Iapareci() en

la determinacion con grado de oxidacion (V). Este hecho se atribuye a la presencia de
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materiales oxidantes en la matriz. Las recuperaciones obtenidas por ambas técnicas osci-
laron alrededor del 100% empleando las adiciones estandar ya que se apreciaba una acu-

sado efecto matriz.

SEDIMENTO: Aplicando la espectrofotometria molecular, se analizé el contenido total
de arsénico en un sedimento con contenido certificado de 8,9 £ 0,4 pg g‘:’ (SOIL 7-
OIEA, RM). Sobre la muestra no se utilizaron los procedimientos de mineraiizacic’)n de-
sarrollados (sélo eran aptos para muestras biologicas) y se aplico el procedimiento de
extraccion empleando HCl 6M y realizando sobre el sedimento un calentamiento suave
en horno microondas. El residuo sélido fue desechado y se analiz6 s6lo el sobrenadante.
Debido a la ausencia de efecto de matriz, los analisis se realizaron sobre calibrado con-
vencional. La cantidad de As(III) encontrada en el sedimento fue del 85% dei ASya CEI-
tificado. La cantidad de As(V) medida fue despreciable. !‘

MEJILLON: Los dos métodos desarrollados se aplicaron a la determinacién de arséni-
co total en una muestra representativa de una partida de mejillones comprada: en el mer-
cado. Después de liofilizada, la muestra fue sometida a una digestién HNi03-HClO4-
H,SO, segin el procedimiento de mineralizacidén desarrollado. La generacion ';del hidruro
se llevd a cabo en HCl 6M y en ausencia de Ki. Se aplicé en ambos casos elimétodo de
las adiciones estandar sobre la muestra y el blanco a fin de contemplar los polsibles efec-

tos de la matriz.

|
!

Los contenidos medios encontrados fueron para la muestra de 4,9 £ 0,4 ug y para el

. 1
banco de 0,8 + 0,2 ug . El contenido neto de la muestra se encuentra por tanto en torno

al valor 6,8 + 0.4 pg g en el mejillon liofilizado. |

|
Este trabajo forma parte de un proyecto internacional coordinado por el O.LE A
(Organizacion Internacional de Energia Atémica de Viena) cuyo objeto prinéipal era la
determinacién de elementos traza, en dietas y alimentos basicos consumidos; por la po-
l
!
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blacion en su dieta diaria. Para ello, se confeccionaron distintas dietas represéntativas del
consumo alimentario de la clase media urbana espafiola en temporada de invierno. Estas
dietas se elaboraron a partir de datos facilitados por el Instituto Nacional de Estadistica,
como resultado de una encuesta de presupuestos familiares, publicados por :dicho orga-
nismo en 1984.

i

DETERMINACION DE As EN UNA DIETA, DIETA 6: Inicialmente se centraron
los estudios en una dieta, denominada dieta 6 constituida por:
|
Desayuno: 200 ml de café con leche con dos cucharadas de azicar, dos tostadas de
pan normal con mantequilla y mermelada.
|
Comida: Lentejas con zanahoria, pechuga de pollo a la plancha con patatais fritas, dos
rebanadas de pan, una pera y un vaso de vino con gaseosa.
|
Cena: Repollo reogado con patatas, una pescadilla de racion, queso maﬁchego, dos

rebanadas de pan, una naranja y un vaso de refresco de naranja.
Entre horas: un café cortado con dos terrones de azicar.

Nota: segun la encuesta anteriormente citada, el consumo del aceite de oliva y del aceite

de girasol es del 50% por lo que la comida se elabord con aceite de oliva y Ela cena con
aceite de girasol. |
|

El analisis del contenido de arsénico se realiza a partir de la dieta liofilizada emplean-

do la mineralizacion recomendada por Tam y Lacroix (TAM G.K.H,,1977 y 1982) que

utilizan una mezcla de Mg(NO;),/MgO como estabilizante en la reduccion a cenizas y el

método recomendado por el protocolo del OIEA en el cual tanto a las muestras como en
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|
los blancos y antes de proceder a su medida, se les adiciona KI al 30% (p/v). Las absor-

bancias se registraron en altura de pico, en las condiciones 6ptimas de andlisis, utilizando
el método de las adiciones estandar. |

En estas condiciones se determina el arsénico total de la muestra, independientemente
del estado de oxidacion en el que se encuentre este elemento. 4

|
1

La validacion de los procedimientos desarrollados por nosotros sin €l empleo de KI
como prerreductor, se realizd una vez obtenidos los resultados con el métc;t)do por la
OIEA. Asi, la determinacion de As,, se ha realizado en medio HCl y en medio citri-
co/citrato de pH=3. Se ha elegido este valor de pH en funcion de los resulta&os obteni-
dos en el estudio de la influencia del medio de generacion de la arsina descrito en el
apartado V.4 del presente trabajo. Los resultados obtenidos para las adicionesla los blan-
cos y a la muestra se recogen Figura V.32. Por ambos métodos se obtienen los mismos
resultados, lo que nos demuestra que ambos medios son perfectamente validos para la

determinacion del arsénico en dietas utilizando la mineralizacion de reduccidh a cenizas

con Mg(NO,)./MgO.

1
1

El contenido medio de arsénico en esta dieta analizada es de 250 £ 11 pg l!cg'1 con un
coeficiente de variacion del 4,4%, un L de 3 ug kg’ yun L, de 9 ug kg™
t
También se observa, Figura V.32, que existe paralelismo entre las lineas correspon-
dientes a las adiciones de los blancos y de las muestras, lo cual indica quei no existe
efecto matriz cuando utilizamos esta mineralizacion en la determinacién de arsénico en

esta dieta. ;
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0.100 |

0.050

40 |

ng

Figura V.32.- Determinacion de arsénico en la Digta 6. —— Adiciones a las muestras (a) y a los blan-
cos (b} utilizando HC! 6M como medio de generacién. --—-- Adiciones a los blancos (c) generando el hi-
druro en medio citrico/citrato de pH=3. 1

- Influencia de la cantidad de estabilizante: Para ver si la cantidad de éstabilizante
afiadido a la muestra en la mineralizacion influye en la determinacion de arsén'ico en este
tipo de muestras, se preparan una serie de mineralizaciones en las que se pesa 1 g. de
muestra (dieta 6), a las que se adiciona cantidades variables de la dis‘olucic'm de

El procedimiento utilizado es el mismo que en casos anteriores, registrando la absor-

bancias en las condiciones 6ptimas de trabajo. Los resultados experimentales demuestran
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r

t

que, al menos en las cantidades probadas, la cantidad de estabilizante no afecta a la de-

terminacion ya que se obtienen resuitados analogos a los ya obtenidos.

Otro aspecto interesante de este estudio es que no se modifican la representacién de
los datos correspondientes a las adiciones estandar de los blancos, lo que indica que el

estabilizante no aporta contaminacion apreciable de arsénico.

1

- Influencia del KI: Al aplicar los métodos en ausencia y presencia de KI, se observa un
pequefio aumento de las pendientes de los calibrados de las muestras y de los blancos en
presencia de K1, pero dado que estos son del mismo orden en ambos casos, no se justifi-
ca la adicién de KI cuando se trabaja en medio HCl 6M. Ademas, las cantidades de ar-
sénico total obtenidas son totalmente concordantes, independientemente de l? adicion o

]
no de KI a la dieta. ‘

|

- Estudios de recuperacion: Finalmente y con objeto de comprobar la recuperacion del
método, se preparan una serie de muestras que contienen 1 g de dieta 6, al las que se
afiaden 200 ng de As(IIl), cantidad del mismo orden al encontrado en esta d'geta. La re-
cuperacion media obtenida es del orden del 95%. |

,
DETERMINACION DE As EN UNA DIETA DE VALOR SEMICERTIFICADO,
H-9: Para comprobar la fiabilidad de los datos obtenidos en la determinacion de arsénico
en la dieta 6, se procedid a aplicar el mismo procedimiento en una dieta semibertiﬁcada:
dieta H-9. Esta dieta fue facilitada por ¢l O.LE.A, cuyos contenidos en eleméntos traza,
certificados provisionalmente, se incluyen en la Tabla V-12.
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En este caso también se analizd con y sin KI antes de generar el hidruro en las condi-
ciones optimas y aplicando el método de adiciones estandar, tanto al blanco. como a la
muestra. Las absorbancias se registraron en altura de pico. Al igual que en la!determina-
cion de arsénico en la dieta 6, no se observa efecto de matriz. El valor medio Iéncontrado

para la dieta H-9 se recoge en la Tabla V.13,

Tabla V.12.- Contenidos provisionales de elementos traza en la dieta semicertificada H-9

Elemento Unidades Concentracion'” Intervalo de conflanza ™ % Error ¥
As g kg’ a8 55120 3:7
Br mg kg'' 75 6882 9
Ca mg kg’ 2310 2150-2470 6:8
cd pg kg’ 315 27-38 15
ci gkg' 125 1114 12
co ug kg’ 42 38-48 11
cr mg kg 0,15 0,11-0.19 2§
Cs rg kg’ -l - i
Cu tg kg 29 2,631 85
Fe mg kg 335 3136 66
Hg ug kg 48 3,462 |

\ mg kg’ 04 - :
K gkg' 83 7,600 8
Mg mg kg™ 785 730-840 6,7
Mn mg kg’ 118 11,0126 7
Mo mg kg™ 0,24 021-027 14
Na gkg' 81 7,488 85

N mg kg 0,27 0.22-0,32

P gkg’ 34 3137 o

Pb mg kg 0,16 0,12:0,20 i
Rb mg kg 80 7486 75
Se mg kg’ 0,11 0,10:0,12 10

Sr mg kg’ 30 2,634 13
Zn mg kg"' 275 25,7-29,3 64

(1) Referido a pesa seco i

(2) Intervalo de confianza del 95%;
{3) % de error, aplicado a la concentracion certificada, en sentido positivo y negativo, en un intervalo de conflanza del 95%
* Valores no certificados I

- 169 -



Parte experimental. Aplicaciones

Tabla V.13.- Valores encontrados para la dieta H-9 en pgkg’

Ast s Precision % Lo Lo f
70 t6 86 22 75 i
Ly, Limite de deteccién f
Lo Limite de cuantificacién ‘

}
I

Como puede observarse, el valor encontrado se encuentra dentro del intervalo de
|

confianza del certificado provisional.

V.6.2.- Aplicaciones analiticas de la técnica HG-AAS en continuoI y FIA.
¥
Los métodos analiticos desarrollados en continuo y en inyeccion en flujo, se han apli-
cado al andlisis del contenido total y su posible diferenciacion entre las especiies inorgéni-

l

cas de As(IIT) yAs(V) en aguas y otras matrices,

AGUAS: Dentro de las aguas naturales se han analizado aguas de grifo, agua subterrs-

nea procedente de un sondeo, y un agua mineral. La Tabla V.14. muestra lds resultados

obtenidos.
|
Puesto que no se observo efecto matriz en las aguas de grifo y mineral a las que se les
adicioné el elemento, la determinacidén de As(III} y As(V) se realizé por calibrado con-
vencional. La especiacion de arsénico en las muestras de agua subterranea procedente de
una zona industrial, dio un contenido en arseniato de 112 + 5 pg I’ (n=5), r}:ientras que

la presencia de arsenito no se pudo detectar.
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t
1

Tabla V.14.- Contenidos de arsénico total y arsénico (III) en distintas muestras de agua.

As total (ng mi") As(lll) (ng mI"™)

Muestra HCI 6M citricolcitrato (pH=3)
Agua de grifo con adicién de 50 '
(ng mr'") de As{tit) y As(V) 00+ 1 812 |
Agua subterrdnea 1125 ! nd I
Agua mineral £0+3 nd ‘

nd: no detectado.

EJERCICIO DE INTERCOMPARACION DE UN AGUA (HM-91): Los métodos

desarrollados en FIA y en continuo, se han validado. El método en continuo se ha apli-
cado en la determinacion de arsénico en muestras de agua, formando parte 4e un ejerci-
cio de intercomparacion de 23 laboratorios, bajo los auspicios del Bureau of Comunity
Reference Material of the European Communities, coordinado por el grupo giﬁgido por
la Dra. Gema Rauret de la Universidad de Barcelona. Dicho laboratorio preparé una
muestra sintética de agua (HM/91) con distintos contenidos de metales peséldos que se
indican a continuacion en pg ml™; Cu (10), Ni (30), Zn (150), Cd (0,5), Cr (2,0), As, Se
(4,0), Pb (1,0) y Hg (1,5).

|

Los resultados obtenidos en la determinacion de arsénico se detallan a continuacién:

‘
I

Laboratorios participantes: 23

Laboratorios seleccionados: 21 ;
Ref. de nuestro laboratorio: 326 I
Resultados (mg kg'l): 2,075;2,140; 2,108, 1,848; 1,881, 1,881

Media (mg kg™"): 1,98940,132

Media interlaboratorios (mg kg™): 2,059+0,360

Valor real (mg kg™): 2,000
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1
1
¥
]

Los resultados globales de la determinacion de arsénico, enviados por eljlaboratorio

coordinador, se muestran en la figura V.33,

Le | Le 1.90 A ]

220

4%

2,60 80

Figura V.33.- Resultados de As globales del ejercicio de intercomparacién de una mucstra de agua:

HM/91 (mg kg ).

.
|
|

#
{

La concordancia entre el valor medio obtenido por nosotros y ¢l valor real, y la media
|

interlaboratorios, valida nuestro procedimiento en este tipo de matriz.
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RYE GRASS: MATERIAL DE REF. CRM(281): La determinacion de ?rsénico en

este materia forma parte de la certificacion de este material, en la que han parﬁcipado 25
laboratorios de paises integrados en el Mercado Comun. Del informe facilitado por la
CEC (Commission of the European Communities) se puede destacar que se han aplicado
diversas técnicas analiticas con distintos tratamientos previos de la muestra lés cuales se
detallan a continuacion:
- ETAAS (Camara de grafito). combustion en frasco de oxigeno; HNbg HNO;-
H,0,; HNO;-HCIO,-HF; H;S0,-H;0:. |
- HGAAS (Generaciéon Hidruros-Absorcion Atoémica): HNO;-Mg(NO;),; HNO;-
HCIO,-HNO;-HCl. l
- HGECP(HG-Plasma acoplado inductivamente): HNQ;-HCI-HCIOQ,.
- ICPMS (ICP-Espectroscopia de Masas): H,S0,-HNO;, HNOs-HCI-H;0,
- INNA(Activacion Neutronica): mineralizacion a reflujo con HNO;-HCIO,, separa-
cién, reduccion, etc... seguida de irradiacién con neutrones térmicos.
- SETAS (Suspensiones-ETA): HNQ;. |
Otra dato interesante del informe, es que no han observado problemas eépeciales de
mineralizaciéon de la muestra ya que basicamente estd constituida por carbohidratos y
proteinas, por lo que el empleo de medios dcidos oxidantes es generalmente suficiente

para una mineralizacion completa,
Los resultados obtenidos en la determinacion de arsénico en este material han sido:
Laboratorios participantes: 25
Resultados (mg kg™): 0,045; 0,049; 0,055; 0,061; 0,069 ;

Media (mg kg): 0,056 £ 0,010 .
Valor Certificado (mg kg™): .0,057 + 0,004
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La concordancia entre el valor certificado y el valor obtenido por nosotros, para 5
determinaciones, valida nuestro procedimiento para ser aplicado en este tipo de materia-

les.

CABELLO HUMANO. CRM (398): Es bien sabido que el arsénico se acﬁmula en el
pelo y en las uiias, por lo que se participé en la certificacion de este elemento én este tipo
de matriz. Para ello se parti0 de una muestra CRM n°® 398 facilitada por el BCR
(Community Bureau of Reference). ;

Para llevar a cabo dicho analisis, se tomaron 0,5 g de muestra a la que sé sometio a
mineralizacion de reduccion a cenizas, es decir, tratamiento con Mg(NO5),/MgO tal y
como se describe en el apartado de procedimientos. A continuacion se deja enfriar y se
disuelve el residuo con HC! 6M, enrasando posteriormente a 25 ml. Una vez preparada
la muestra se generd el hidruro en las condiciones analiticas optimas, aplicando el méto-

do de las adiciones estandar tanto en continuo como en FIA.

Los resultados obtenidos (mg kg'): 0,17; 0,14; 0,17; 0,17; 0,20; 0,20
Media (mg kg*): 0,18 +0,02.
Valor certificado (mg kg™): 0,31 £ 0,02

1
.

La diferencia observada entre los valores obtenidos y el valor indicativo, puede ser
debida a que el cabello humano es un material dificil de mineralizar cuantitativlamente por
su elevado contenido en S y Si. Asf pues, considerando los resultados de los laboratorios
participantes, se recomienda el empleo de 4cidos oxidantes seguido de la adicion de
HF/HNO: y evaporacion a sequedad.

De hecho, no se certifico el contenido de As en este materia por observarse errores

sistematicos en su determinacion que no pudieron ser cuantificados. !
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VALIDACION DE_LOS METODOS DE MINERALIZACION: MUESTRA DE
MAIZ: La validacion de todos nuestros métodos de mineralizacién se han llevado a cabo
mediante la participacion en un nuevo ejercicio de intercomparacion entre laboratorios.
La muestra elegida para llevar a cabo este estudio ha sido una muestra de maiz liofiliza-
do, facilitado por el grupo dirigido por la Dra. Gema Rauret de la Universitiad de Bar-

. . . . .y s i
celona, como ejercicio de intercomparacion de laboratorios.

En este caso, se han aplicado a la muestra pulverizada todas las mineralizaciones de-

talladas en el apartado de procedimientos V.3.1, es decir:

1

- HNO;-H;S0,-HCIO4: en recipiente abierto calentado en placa y en, recipientes
abiertos calentados en bloque de aluminio.
- HNOs-V,0s: en reactores a presion.

- Mg(NO;),-MgO: via seca. '

Una vez concluida la mineralizacién, se diluye convenientemente la muestra y se ge-
i
nera su hidruro en las condiciones éptimas. Las sefiales se miden en altura de pico, apli-

¥

cando el método de adiciones estandar.
Los resultados obtenidos en esta muestra han sido:

Laboratorios participantes: 17 i
Laboratorios seleccionados: 14

Ref. de nuestro laboratorio: 326

Resultados (mg kg™): 1,300; 1,220; 1,360; 1,220; 1,360; 1,200.
Media (mg kg'): 1,27740,073 !
Media interlaboratorios (mg kg™'): 1,286:+2.054
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Los resultados globales del ejercicio de intercomparacion facilitado por el laboratorio

coordinador se muestra en la Figura V.34. j

gl LTI

200 3300 400 400 400 700 6800 300 10,00

8 . - .

Figura V.34.- Ejercicio de intercomparacién: Metales pesados. As liofilizado FD8 (mg kg™ ).

Es interesante destacar que la dispersion de resultados obtenidos por los distintos la-

boratorios participantes se ha justificado como pérdida de analito durante la mineraliza-

cion o bien a una reduccion incompleta de As(V)—> As(III). \
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CAPITULO VI !

DESARROLLO DE LA METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE LAS
ESPECIES DE ARSENICO As(lll), As{V), MMA Y DMA EN MUESTRAS
MEDIOAMBIENTALES i

VL1.- Aparatos, materiales y reactivos. !

VL2.- Generalidades sobre la especiacién de As(TI), As(V), MMA y DMA.
VI.2.1. Procedimiento experimental para la determinacién de As(Iil), As(V), MMA y DMA mediante
Generacion de Hidruros, en continuo, y espectrofotometria de Absorcién Atdmica.

VL.3.- La calibracién multivariante como técnica de especiacifn.

VIL.3.1.- Métodos de calibracién multivariante. f

VI1.3.2.- Métodos de trabajo (algoritmos): CLS, ILS y Filtro de Kalman, |

V1.3.3.- Estudio comparativo de los diferentes métodos de calibracion utilizados.

VIL.3.4.- Criterio de validacién de resultados.

V1.3-5.- Procedimiento para Ia aplicacidn de los métodos de calibracién multivariante. ;

V1.3.6.- Comparacion de resuitados obtenidos en los distintos métodos multivariantes. Error estandar de
prediccién (SEP), |

V1.3.7.- Error relativo de prediccién (REP). '

V1.3.8.- Estudio para simplificar el procedimiento de calibracion multivariante.

VI.3.9.- Aplicacién a muestras reales,
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V1.1.- APARATOS, MATERIALES REACTIVOS Y DISOLUCIONES. '
|
Aparatos y materiales: |

- Espectrofotometro de Absorcion Atdémica de doble haz, Perkin-Elmer mod. 2380.

- Lampara de Arsénico de descarga sin electrodos (EDL) con una potencia de trabajo de
8W Perkin-Elmer. I

t
i

- Fuente de energia externa Perkin-Elmer, para la utilizacion de lamparas EDL, acoplada

al espectrofotometro.

- Registrador Perkin-Elmer Recorder mod. 56.
- Bomba peristaltica de cuatro canales Gilson mod. HP4. Tubos de Tygon de‘ 0,6 ccm™.
- Tubo de teflon de 0.5 mm d.i.
- Separador gas-liquido Philips.
- Célula de atomizacion de cuarzo, calentada por una llama aire/acetileno (20/140 ml/min).
- Balanza analitica Sartorius con sensibilidad de 0,1 mg .

- pHmetro de precision Crison 2001 H.

- Material volumétrico de calidad contrastada. ;
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- Sistema de purificacion de agua Milli-Q de Millipore.

- Acetileno extrapuro C-26 y Argén C-50 (Carburos metélicos). !

Reactivos:
!

Todos los reactivos utilizados han sido de grado de anélisis o de alta pureza y el
agua desionizada obtenida por un sistema Milli-Q. :
- Acidos y bases: acido nitrico (HNO3, Carlo Erba), acido clorhidrico (HCI, Carlo Er-

ba), acido citrico (CgHgO7H20, Merck), acido acético (CH;COOH, Carlo Erba), hi-
droxido sédico (NaOH, Merck). ‘

Disoluciones:
i
- Disolucién patron de As(IIT) de 1000 pg/ml: se disuelven 0,3300 g de trioxido de ar-
sénico (AspO3, Merck) en 10 ml de hidroxide sodico (NaOH) IM. Se enrasa a 250 ml
con HCI 2M. !
!
- Disolucion patrén de As(V) de 1000 pg/ml: Se disuelven 0,4436 g de pentoxido de ar-
sénico dihidratado (Asp05.2H70, Carlo Erba) en 10 mi de NaOH IM y se;'lleva a 250
ml con HCI 2M. |

- Disolucién patréon de MMA de 1000 pug/ml: Se pesan 0,5291 g de CH3;AsO(ONa);
6H,0 y se disuelven en 250 ml de agua. Esta disolucién corresponde a 543 pg/ml de
As, concentracion utilizada como patron para la preparacion de las disoluciones de

trabajo. i

¢
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i

- Disolucion de DMA de 1000 pg/ml: Se disuelven 0,1562 g de (CH3)2A502Na 3H,0 en
100 ml de agua milli-Q. Esta disolucién se corresponde con una concentracién menor
de As e igual a 547 pg/ml, que al igual que en la disolucién anterior, es la concentra-

cion considerada para preparar las disoluciones de trabajo.

- Disoluciones de trabajo de As(III), As (V), MMA y DMA, en el intervalo 10-140 pg I
se preparan diariamente por dilucion conveniente en agua desionizada de una disolucién

de 10 pug ml™ obtenida a partir de las disoluciones patrén. |

- Disolucion de borohidruro sédico (NaBHy, Aldrich) al 3% (p/v): se prepara afiadiendo
15,0 g de NaBH4 en una disolucién formada por 5,0 g de NaOH en 250 ml de agua ul-
trapura. !

- Disolucion reguladora de é4cido citrico/citrato de distintos pH: se preparan afiadiendo a
una disolucion de acido citrico al 40% (p/v) la cantidad adecuada de NaOH:al 10% pa-
ra obtener las disoluciones con los pH de trabajo. i

!

- Disoluciones de acidos (HCl y CH;COQOOH) preparadas por dilucion conveniente de los

acidos concentrados.
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VI.2.- GENERALIDADES SOBRE LA ESPECIACION DE As(ili), As(V), MMAY
DMA.

Se ha demostrado que la concentracion total de arsénico no es una medida apropiada
para determinar la toxicidad, el impacto ambiental o el efecto de la exposicién ocupacio-
nal, por lo que el desarrollo de métodos de especiacion es un tema preferente en investi-

gacion.

El arsénico se encuentra en el medio ambiente tanto en sus formas inorganicas como
en sus formas organicas. De hecho, en el agua de la superficie del planeta, existe la posi-
bilidad de que se produzcan biometilaciones, por lo que es posible encontrar en este tipo
de muestras As(IlI), As(V), MMA y DMA. Sin embargo, en aguas subterrépeas las es-
pecies preferentes son las correspondientes a las formas inorganicas de As(IH) y de
As(V). Por lo tanto, As(ITI), As(V), MMA y DMA son las principales especies investi-
gadas en estos ecosistemas. i

La especiacion del arsénico es por tanto, un desafio analitico, particularménte cuando
concierne a sistemas medioambientales y biologicos ya que en este tipo de mﬁestras, los
compuestos de arsénico se encuentran en cantidades traza en matrices mds o menos
complejas (CHATTERIJEE A., 1995). !

Como ya se ha sefialado en el estudio bibliografico inicial, la forma usual de especia-
cion es combinar un “tandem en linea” de las técnicas cromatograficas con detectores
especificos de los elementos. Un estudio comparativo de las diferentes técniéas acopla-
das para As ha sido publicade por EBDON y colaboradores, 1988. El acido: monometi-
larsonico (MMA), dimetilarsinico (DMA), arsenito (As(III)), y arseniato (As(V)) han si-
do extensivamente determinados por métodos que incluyen fundamentalmente intercam-
bio aniénico-horno de grafito-absorcion atémica (PACEY G.E., 1981) o cromatografia
iénica acoplada a la generacion de hidruros ICP-AES o MIP-AES (SCHRAMEL P,
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1992; CREED J.T., 1988). La electroforesis capilar acoplada a un detector UV también
se ha empleado como técnica de especiacion (MORIN P., 1992). Estos métodos requie-
ren usualmente preconcentracion antes de la determinacion a fin de disminuir los limites
de deteccién y reducir las interferencias. La combinacion de la generacion de hidruros y
el atrapamiento criogénico para preconcentrar la arsina, seguido de la desorcion térmica

selectiva, se emplea frecuentemente para exaltar la sensibilidad. ,
i

A pesar de la habilidad de las técnicas combinadas para separar y determinar de for-
ma individualizada las especies del arsénico, aparecen algunos problemas en la metodo-
logia del acoplamiento. Esto es debido a la dificultad de encontrar interfases adecuada
entre los sistemas, se gasta mucho tiempo debido a que los procesos son relativamente
lentos, los analisis son generalmente caros y se necesita personal altamente entrenado.

La bibliografia acerca de la reduccion selectiva de las especies de arsénico a la forma
de los hidruros sefiala el potencial considerable de estos métodos para proporcionar pro-
cedimientos de especiacion rapidos, capaces y practicos para el analisis de gran nimero

de muestras.

t

PAHLAVANPOUR y THOMPSON, 1981, HINNER,1980 y ARBAB-ZAVAR,
1980, describen como ya previamente hemos sefialado, procedimientos de esﬁeciacién en
este sentido. ANDERSON vy colaboradores, 1986, distinguen las formas inorganicas y
metiladas del arsénico por reduccion selectiva a los hidruros en medios dcidos no usuales

seguidos por su determinacién por AAS o ICP-AES. |

Un problema que presenta la especiacién por reduccion selectiva, es que en la mayo-
ria de los casos, no puede emplearse debido a la baja selectividad en la determinacion de
las especies; sin embargo, esta linea de investigacion junto con los métodos de calibra-

cion multivariante, presentan la gran ventaja de una mayor simplicidad instrumental y
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como consecuencia €s un camino alternativo para llevar a cabo la diferenciacion de espe-

cies en laboratorios menos dotados.

Un estudio previo realizado por nosotros sobre las interferencias que produce el
MMA y DMA en la generacion de la arsina desde As(IlI) en concentracion de 60 ng r',
mostrd que la presencia de MMA en medio citrico/citrato, superior a 180 ng 1‘ no inter-
feria, mientras que en medio HCl 6M empezaba a interferir a concentraciones superiores
a30ng "'y se producia un aumento en la sefial del As(ITI) del 20% para una concentra-

}
cién de MMA de 60 ng 1.

Para la especie DMA, el nivel de interferencias en el medio citrico/citrato es mayor
que para el caso del MMA, sdlo se tolera una proporcion As(IH):DMA de 1:1. En HCI
6M el efecto interferente, producido por el DMA, es significativamente mas bajo que el
producido por el MMA. Las interferencias causadas por ambas especies se deben, fun-
damentalmente, a la formacion de sus respectivos hidruros que llegan a la célula de ato-
mizacion junto con el hidruro de la especie As(IIT). |

g

Con estos precedentes, la reduccion selectiva de las distintas especies As(IIT), As(V),
MMA y DMA a sus correspondientes hidruros, combinada con la calibracién multiva-
riante, en principio podria permitir la determinacién simultanea de las distinﬁas especies
presentes en una matriz compleja. Ademas, la calibracion multivariante permite obtener
informacién cuantitativa y selectiva a partir de medidas no selectivas. El potericial analiti-
co de esta técnica surge de combinar: 1°) desde el punto de vista quimico, el comporta-
miento de las distintas especies en diferentes medios acidos para la reduccion selectiva de
los correspondientes hidruros y 2°) la aplicacion de 3 métodos distintos de la calibracién

multivariante ha sido el objetivo de esta parte de la memoria. |
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VI 2.1.- Procedimiento experimental

Se ha empleado el mismo sistema disefiado para el método de la generacidn de hidru-
ros en continuo (Figura V.2.) Las disoluciones que contienen las especies de‘arsénico, el
NaBH, al 3% y el acido correspondiente, se introducen en el sistema de ﬂuj6 continuo a
través de una bomba peristaltica. Después de pasar la mezcla al separador gas liquido,
las arsinas generadas son conducidas a la célula de atomizacion por el flujo de argon. Los
parametros experimentales optimos vienen dados en la Tabla VI.1 asi comd los medios
acidos elegidos para llevar a cabo este estudio. '

!

Tabla VL1.- Pardmetros experimentales para la generacion de los hidruros a partir de As(IIl), As(V),
MMA y DMA mediante un sistema de flujo continuo. .

Parametro Datos

Flujo de Argén 83 ml min™

Velocidad de ia bomba 1,3 ml min™ :
Concentracisn de NaBH, 3% (pA) i
Acidos para la generacién HCI: 6M, 1M, 0.5M l‘

AcH: 1M i

Cltricofcitrate: pH=2 y pH=4 ‘,
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VI.3.- LA CALIBRACION MULTIVARIANTE COMO TECNICA DE
ESPECIACION.

Para la determinacién de las cuatro especies, se seleccionaron cuatro medios de gene-
racion : HC1 6M, HCI 1M, disolucion amortiguadora de citrico/citrato de pH=2 y pH=4.
Los resultados obtenidos de las absorbancias de los hidruros correspondientes se re-

cogen en las Tablas VI.2-5 y en las Figuras VI.1-4

Tabla VL2.- Calibrados de As(III), As(V), MMA y DMA en HCI 6M

_ngmt! As(y As(V) | MMA DMA |
10 003410002 | 0.03a:0.001 0.036:0.001 0.010:0.001
20 0.048:0.001 0.05040.002 0.046:0.002 0.015:0,002
o0 | oominoo 0.069+0.002 007110003 0.0310.002 _
&0 0.085:0.001 0088:0002 | 008740002 00430001
80 | 010260001 0.10240.003 0,100+0.001 0.0530.002
100 012410002 | 0.12640.001 0.12540.002 0.060+0.002

Tabla VL3.- Calibrados de As(III), As(V), MMA y DMA en HC! 1M

_ng mr? As(lll) As(V) MMA DMA
10 0.02240,001 0.01840.001 0.019+0.002 0018:0,001 |
20 0.030:0.002 0.02840,002 0.03040.002 0022:0.002 _
20 0.050:0.002 0.045:+0.001 D.04740,002 0.03710.001
60 0.067:0.003 0.050+0.001 0.0630.002 0.050:0001 |
& 0.08840.002 00720002 | 00830001 005810001 . |
10 | _ 010110002 0.08410.002 0.09540.001 0067:0.001 _
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Tabla VL4.- Calibrados de As(Ill, As(V), MMA y DMA en citrico/citrato de pH=2

|_ngmt’! As(Il) As(V) MMA DMA
10 0.023:0001 | - 0.010£0.002 0018:0.002
2 0.085:0.002 - 0.0150.002 002340002 _
« 0.058+0.002 0.00540.003 0.020+0.002 0.0430.001
e 0.07740.002 0.00840.002 0.030+0.002 0.056+0.001 |
|80 0.085+0.002 0.011£0.002 0.04540.002 00730002
100 0.110:0.003 0.02040.002 0.057+0.002 0.086:0.001 _

Tabla VLS.- Calibrados de As(III), As(V), MMA y DMA en citrico/citrato de pH=4

_ng mt* As(ll) As(V) MMA DMA

|10 002510002 | - — 001040002

20 0.039:0.002 - — 0016:0002 _|
4 0050:0002 | 0.004:0002 0.004:0.002 0.03240.002
60 0.08040.001 0.006£0.002 |  0.00540.002 004310002 -
80 0.098:+0.002 0.00940.002 0.00740.003 0.055+0.001
100 0.117:0002 | 0.010:0.002 0.009+0.002 0.066:0.002

Como se puede ver en las Tablas V1.2-5, las respuestas obtenidas a partir de las dis-
tintas especies, en los diferentes medios acidos, mantienen una eficiencia ré.lativamente
constante con respecto a la sefial obtenida para el As(III), por lo que se penso6 que la de-

terminacion conjunta era posible. _
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Figura VL1 .- Calibrados de As(II]), As(V), MMA y DMA en medio HCI 6M.
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Figura V12.- Calibrados de As(IIl), As(V), MMA y DMA en medio HCI 1M.
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Figura VL3.- Calibrados de As(II), As(V), MMA y DMA en medio citrico/citrato de pH=i.
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Figura VL4.- Calibrados de As(IIl), As(V), MMA y DMA en medio citrico/citrato de pH=4..

- 188 -



+

f
Especiacion de As. Calibracién Multivariante

i
I
1
i

|

V1.3.1.- Métodos de calibracién multivariante.

En un primer momento, se pensé que era suficiente el planteamiento de un sistema de
cuatro ecuaciones con cuatro incognitas, de forma andloga a como se habia hecho en un
trabajo para la determinacion de especies de plomo (D'ULIVO A., 1986). Ag‘hora bien,
como la informacion que puede obtenerse de las sefiales medidas en funcion cie una sola
variable es limitada, se ha recurrido al analisis multivariante para res%ﬂver este
"problema". }

3

De hecho la calibracion tradicional univariante, admite que el método de medida es
selectivo para el constituyente que se va a determinar, por lo que este proceé;o de cali-
bracion no puede aplicarse cuando las medidas estan sujetas a interferencias fisicas, qui-
micas, debidas a fenomenos de la propia muestra o bien, a interferencias expgrimentales
del propio proceso de medida. |

La calibracion multivariante ofrece una solucion alternativa a estos problernas ya que
permite la determinacion simultdnea de la concentracion de distintos componentes en
muestras complejas, es decir, aplicando métodos de calibracion multivan'ant? se puede

obtener informacion cuantitativa y selectiva a partir de datos poco selectivos. (TAULER

fl
i

R, 1991). !

Los métodos de calibraciéon multivariante suponen que existe una relacion ljneal entre
la absorbancia y la concentracion de los componentes aunque, en algunos casos, también
se han desarrollado algoritmos para sistemas no lineales. Béasicamente constan de dos
etapas bien diferenciadas. La primera de ellas es la etapa de calibracion, don;ie se rela-
cionan la absorbancia y la concentracion de unas mezclas de referencia. En ia segunda
etapa o efapa de prediccion, los resultados obtenidos en la calibracion se utiilimn para

estimar o predecir la concentracion de una muestra desconocida.
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Existen distintos métodos de calibracion multivariante entre los que se pueden desta-

car: i
Métodos de Regresion Lineal i
- Regresion lineal clasica por minimos cuadrados, también llamado analisis multicom-

f

|

ponente clasico, (Classical Least Squares) CLS.

- Regresion inversa por minimos cuadrados, (Inverse Least Squares) ILS.

t
1

- Regresién por componentes principales, (Principal Component Regresion ) PCR.
]
- Regresién por minimos cuadrados parciales, (Partial Least Squares) PLS.

Métodos Iterativos
- Filtro de Kalman.
- Simplex.

No existe, a priori, ningun criterio de seleccién que nos indigue cual de l‘estos méto-
dos es el mejor. De hecho, Haaland y Thomas recomiendan que se comparen siempre va-
rios métodos para cada problema (HAALAND D.M., 1988). Otros autores; intentando
responder a la pregunta de ;qué método es el mejor?, han estudiado y comp:«%nrado mate-
maticamente los distintos métodos, concluyendo que cada problema es diferente y por lo
tanto, no hay ninguna razén para pensar gue un método es mejor que otro @ANG PM,

1993).
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En el presente trabajo se han utilizado y comparado un método directo de regresion

lineal (CLS), un método inverso (ILS) y un método iterativo (Filtro de Kalmatj).

|
i
'

Todos los métodos de calibracién multivariante parten de dos conjuntos dé datos:

A: conjunto de respuestas instrumentales, en nuestro caso absorbancias, que se agrupan
de forma ordenada en una tabla o matriz de datos de dimensiones (r x m), siendo r los
medios de generacion y m las mezclas utilizadas. i

|
C: conjunto de datos constituidos por las concentraciones conocidas de n analitos, com-

ponentes, sobre las m disoluciones mezcla patron, luego de dimensiones (n x m).

i

i
En todos los métodos de calibracion multivariante se busca la relacién que existe en-
tre estas dos matrices de tal manera que, una vez conocida esta relacion, se pueda utilizar

en la prediccion de las concentraciones de analito en las disoluciones problema.

V1.3.2.- Método de trabajo (algoritmos): CLS, ILS y Filtro de Kalmfan.
i

Para poder aplicar los métodos de calibracién multivariante es necesaﬁ;o hacer un
buen disefio de las mezclas que vamos a medir en la calibracion y asi garantizar que se
han considerado las posibles variaciones que pueden afectar a los resultados'en la etapa
de prediccion. Existen distintos disefios para la selecciéon de las mezclas (BRERETON
R.G, 1990), (GLICK M., 1991) pero siempre hay que tener en cuenta que, ef niumero de
ecuaciones ha de ser mayor que el nimero de incognitas, es decir, debemosiobtener un

sistema superdeterminado. i

-191 - }



i
Especiacion de As. Calibracién Multivariante
]

1
I

t
El disefio factorial es uno de los mas utilizados pues engloba las posibles cl'ombinacio-
nes de los componentes en los niveles de concentracion estudiados. Ahora bien, con este
disefio el nimero de combinaciones puede ser muy elevado, por lo que se suele utilizar
disefio factorial fraccionado, en el que se seleccionan una serie de combinaciones repre-
sentativa del total, para la obtencién de la matriz de calibracion, de tal manera que se
llegue a un compromiso entre los resultados obtenidos y el volumen de trabajci).
N . o
El disefio aleatorio es también muy utilizado pero tiene el inconveniente de que si el
numero de disoluciones seleccionado es pequefio, puede no abarcar todo: el espacio
muestral y como consecuencia cometer mas error que si utilizamos el método factorial

simplificado. Ahora bien, si el nimero de disoluciones seleccionadas es suficientemente
3

grande, ambos métodos son comparables (THOMAS E. V., 1990).

Otro método que también se utiliza para estos disefios es el método simplex centrado,
que no hay que confundir con la optimizacién simplex ni con la calibracion sifnplex. Este
método reduce ain mas el nimero de disoluciones seleccionadas que el méto;do factorial
simplificado por lo que su aplicacion es limitada.(BRERETON R.G., 1990).

|

. .- . C | .
En el presente trabajo se ha utilizado un disefio factorial simplex de los denominados
cerrado, "closure”, que se caracterizan por seleccionar de un disefio factorial; las combi-
naciones que suman un determinada valor. De esta manera se prepararon 35 disoluciones

y se midieron las absorbancias correspondientes a cada una de las mezclas medidas en los
|

+

distintos medios acidos de generacién seleccionados (seis medios).

Una vez obtenidas las respuestas instrumentales se procedi6 a la aplicaciéon de un
método directo de calibracién multivariante (CLS), un método inverso (ILS)‘y un méto-
do iterativo (Filtro de KALMAN). '

Todos estos métodos parten del cumplimiento de la ley de Beer:
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(Au Co o A (Ko Kln\ (Cn S Clm\

Q-

\A Arm/ \Krl M M - KrnJ \Cnl nm')

1i

rxm rxn nxm

Siendo: :
r . medios de generacion

m : mezclas ';
n; componentes

A,;: Absorbancia de la mezcla j en el medio generador i

K,;: Absortividad del componente h en el medio generador i

Cy;: Concentracion del componente h en la mezcla j

Es decir, el conjunto de respuestas instrumentales (Absorbancias) obtenicias, para las
m mezclas patrén de los cuatro componentes (As(III), As(V), MMA y DMA), en los seis
medios de generacion seleccionados (HCI 6M, 1M, 0.5M, Citrico/citrato de pi{=2, pH=4

y AcH 1M), se agrupan de forma ordenada en una matriz de datos (A) de dimensiones
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(rxm) donde cada fila se corresponde con las absorbancias obtenidas en cada medio para
i

cada una de las mezclas.
Por otro lado, el conjunto de datos constituido por las concentraciones de los # ana-
litos , en las m disoluciones también se agrupan de forma ordenada en una maiitriz (C) de
dimensiones (nxm) en donde las filas son las concentraciones de los componéntes en ca-
da una de las disoluciones patron utilizadas en el proceso de calibracion. |
!
Como ya hemos dicho, en los métodos de calibracién multivariante se busca la rela-
cion (matriz K o P) que existe entre ambos conjuntos de datos, de tal manera que una
vez calculada, se pueda utilizar para predecir las concentraciones de los cuaéro analitos

en disoluciones problema en las que se ha obtenido la respuesta analitica. :

1

El calculo de la matriz de correlacion entre (A) y (C), es decir,(K o P) se l;Ieva a cabo
aplicando los algoritmos correspondientes a cada uno de los métodos y que sé detallan a
continuacion; :

i

|

Calibracion clasica (CLS) Algoritmo

Calibracion: A = KC

K =AC'(cCc™y!

Prediccion: a = Ke

¢ =(K'K)'K"a
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Calibracion inversa (ILS) Algoritmo

Calibracion: C =PA

Sir=n,P=K"

P = CA"(AAT)!

Prediccion: ¢ =Pa

Filtro de Kalman. Algoritmo

Calibracion : A = KC

Modelo AT=CTKT

Para cada medio (r) seleccionado:

1°.- k(O) =0, P(0)=10°L R=1 x 10~

Especiacién de As, Calibracion Multivaniante

-8+ 1) =P@e."( + 1)/ [R + el + DP@e"G + 1)]
PG+ 1) =[I- g +Deli + DIPAI - g(i + Deoli+ 1] +2(i + l)RgT(1+ )]

k(i+1)= l'l(l)”fg(IJf1)[ac(1+1) c(i + Dk(i)]

parai=1, 2, .., m mezclas patron.
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Prediccion: X
Modelo a=Kc ;

1° ¢(0)=0, P(0) = 10°L, R =1 x 107 :
2" gGi+ 1) = POK'G + 1)/ [R +k + DPOKG + 1)] |
PG+ 1) = [I- g + Dk + DIPG)I - g + DkG + DI + g+ DRg™G+ ]
¢+ 1)= o) + gli+ Dial +1) - k(i + Ded)]

parai= 1, 2, ..r medios seleccionados
siendo:

(i) valor que indica la iteracion, una por cada fila de la matriz CT
g(i) matriz (n x 1) llamada factor de ganancia Kalman

k(i) matriz (n x 1) que contienen la constante de proporcionalidad estimada gi:n cada ite-
racion l

P(i) matriz varianza-covarianza, de dimensiones (n x n) ‘

c(i) matriz (1 x n) de concentracién de n componentes en la mezcla i, es decir, la fila i de
la matriz CT 1

R es un escalar que representa la varianza del ruido del blanco

i
I matriz identidad de dimensiones (n x n) |
l

Dado que el filtro de Kalman es un método iterativo, se necesitan valores iniciales de
P(i), k(i) en calibracion, C(i) en prediccién y R para comenzar el procedimieneto. Cuando
no tenemos informacion disponible a priori, se inicia generalmente con los:valéres de
k(0) = 0 en calibracion, C(0) = 0 en prediccion y P(0) = 0?1 Poulisse sugiere que o sea
lo mas grande posible y propone una ecuacion empirica para su estimacion. (Ei’OULISSE

H.N.J,, 1979) y para R se toma un valor por debajo del nivel del ruido. AlgUI;IOS autores
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[
b
t

recomiendan que cuando existen diferentes posibilidades, se tome el valor mas bajo posi-
ble ya que generalmente este valor no afecta a los resultados del calculo en un amplio

intervalo (LIU Y.M., 1988). |

VI.3.3.- Estudio teérico comparativo de los diferentes métodos de calibra-
cién utilizados. '

El método clasico de calibracion CLS, precisa incluir en el modelo todas las causas
que afecten a la matriz de respuesta, es decir, la concentracion de los analitos, la de los
posibles interferentes asi como cualquier otra causa que pueda variar la respuesta instru-
mental. Segun esto podemos indicar que la mayor desventaja del método de calibracion
CLS es que han de ser conocidos todos los componentes quimicos que intefﬁeren en el
sistema € incluirlos en la calibracion. |

En cambio, el método ILS permite la evaluacién de las concentraciones de los anali-
tos de interés ain en presencia de otras fuentes de variacion no contemplad;is en la for-
mulacién del modelo. (TAULER R., 1991) por lo que con este método se minimizan los
errores de concentracion. Ademas, presenta la gran ventaja de que el analisis basado en
este modelo es invariable respecto al nimero de componentes (n) incluidos en el analisis
(HAALAND DM, 1988). |

:

La utilizacion de un método iterativo como el filtro de Kalman para el anle’llisis multi-
componente, también requiere un conocimiento previo de la matriz de absorbancias mo-
lares o especificas (K), como en CLS y en ILS. Esta matriz puede obteners‘ie mediante
distintos procedimientos: i) a partir de las absorbancias de los componenteg puros, ii)
mediante calibracion multivariante a partir de mezclas patrones utilizando el algoritmo

CLS; iii) por regresion secuencial de las absorbancias obtenidas durante la calibracion pa-
|
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ra las concentraciones patrones utilizando el algoritmo basado en el filtro de Kalman,
(BROWN S.D,, 1991). |

Una vez que se ha calculado 1a matriz de calibracién K, se puede determinar una
concentracion desconocida midiendo absorbancias y usando un método iterat‘ivo, como

el filtro de Kalman, en lugar de utilizar un método de regresion lineal como el CLS.
?

Ahora bien, el filtro de Kalman presenta una gran ventaja sobre el CLS, y ésta es que
no necesita realizar inversion de matrices. (PEREZ-ARRIBAS L.V., 1993). '

|

VI1.3.4.- Criterios de validacién de resuitados. ;
Es importante que un método analitico esté libre de errores sistematicos, es decir,
que el valor obtenido en la determinacién de un analito sea el valor verdadero. Ahora
bien, la existencia de errores aleatorios impiden que la cantidad medida sea exactamente
igual al valor verdadero, incluso en ausencia de errores sistematicos. Cuando se hace una
determinacién, sin tener una idea previa de las medidas experimentales, los 1resultados
pueden tener desviaciones positivas o negativas respecto al valor verdadero. Esta es la
razon por la que se necesita disponer de una prueba que cubra ambas posibilidades. Esta
prueba se denomina bilateral o prueba de dos colas. ‘
Por todo esto, cuando se pone a punto un método, es necesario aplicar unéls pruebas
estadisticas llamadas pruebas de significacion, mediante las cuales podemos apreciar si

las diferencias entre dos resuitados experimentales son o no significativas.
i
t

Hasta aqui se ha hablado de la necesidad de detectar errores sistematicos, pero en
muchos casos es importante determinar errores aleatorios a través de las desviaciones
estandar. .
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+
]

!
l
1
La prueba F considera la razén entre dos varianzas, es decir, la razon de los cuadra-
dos de las desviaciones estandar. Si el valor de F excede de un valor conocido y tabulado

(Feritico) entonces se puede decir que existen diferencias entre ambas desviaciones es-

tandares al nivel de significaciéon y del tamafio de las muestras determinado. |

Ademis de los errores experimentales es importante detectar y determinar las ano-
malias u "outliers" debidas a fendmenos inesperados tales como ruidos hlespegiﬁcos, de-
rivas instrumentales... :

:

No todas las anomalias representan errores inftiles ("outliers malos") pues algunos
nos pueden conducir a una informacion muy valiosa, por lo que se puede decir que exis-
ten ciertos datos, que si bien estan fiuera de un limite, no son totalmente erroneos o
anormales, por lo que para que el aprovechamiento de los datos sea 6ptimo, €s muy im-
portante detectarlos. La calibracion multivariante constituye una herramienta ;nuy pode-

rosa para detectar éstos de forma automatica. !

- . . i
V1.3.5.- Procedimiento para la aplicacion de los métodos de calibracion
multivariante. !

Para llevar a cabo la etapa de calibracion como se ha dicho anteriormente, en esta
experiencia se ha utilizado un disefio factorial simplex cerrado para cuatro componentes
en cinco niveles de concentracion. :

r

Considerando que en las muestras ambientales puede haber ausencia de algunas de
estas especies, se han incluido "ceros” en el disefio. Ahora bien, para no complicar en ex-

ceso, ni introducir demasiadas indeterminaciones, sélo se han contemplado las ausencias

.
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de las especies inorganicas por ser las mas toxicas y como consecuencia son las especies

que exigen un mayor control.

De esta manera, los intervalos de concentracién empleados han sido los siguientes:

4

Arsénico inorgéanico (I y V): intervalo de concentracién de 0 - 40 ng ml-1

nivel 1=0 ng mi-1

2=10
3=20 |
4=30 5
5 =40 |

|
Arsénico organico (MMA y DMA): intervalo de concentracion de 10 - 50- ng ml-

nivel 1 =10 ng mi-1

2=20 |
3=30
4=40 ;
5=150

Como se ha dicho anteriormente, para aplicar métodos de calibracién multivariante es
necesario disponer de sistemas superdeterminados. Como consecuencia de esto, se selec-

cionan seis medios para la generacion de la arsina a partir de las distintas mezclas.

Los medios seleccionados son: HCl 6M, HCI 1M, HCI 0.5M, citrico/citrato de pH=2

y citrico/citrato de pH=4 . La eleccion de estos medios se ha basado en la utilizacién de
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|

éstos en distintas partes de este trabajo. Al ser necesario otro medio mas de generacion
mas, se ha escogido el AcH 1M recomendado para la reduccion selectiva de especies de

As (ANDERSON R K., 1986). |

'

En conjunto, resultaron 35 mezclas, con 60 ng ml-! de concentracién total, obtenién-
dose las absorbancias mediante la generacion de su hidruro en los distintos medios selec-
cionados: HC1 6M, HCl 1M, HCl 0.5M, AcH 1M, citrico/citrato de pH=2 y citri-
co/citrato de pH=4 que se incluyen en la Tabla V1.6.

|
Ademas, al poder influir la referencia utilizada para la normalizacion de los datos, se

utilizaron dos referencias:
SERIE A: la disolucion de referencia es una disolucion de 60 ng mi-1 de A.s(III).

SERIE B: la disolucion de referencia es una mezcla de As(IIl), As(V), MMA y DMA
20, 20, 30, 30 ng ml-! respectivamente -
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Tabla VL6- Absorbancias, corregidas respecto a una disolucién de referencia, correspondientes 2 las 35 mezclas, en los medios HCI 6M, HCI IM, HCI

0.5M, AcH 1M, citrico/citrato de pH=2 y citrico/citrato de pH=4, utilizadas para la calibracién.

' concentracién (ng mr!

| HCI AcH , citrico/citrato I

I N° | Nivel I As(lip) | As(V) i MMA | DMA I oM L 1M l Q.5M | 1M l pH=2 l pH=4 |
I 1 I 1:1:1:5 ' 0 | 0 | 10 ] S0 I 0.11040.002 i 0.08340.002 l 0.06110.001 | 0.04110.001 | 0.04310.002 | 0.01540.002 I
l 2 l 1:1:2:4 I 0 I 0 ] 20 I 40 | 0.112+0.001 | 0.09240.001 | 0.06810.002 ! 0.05340.002 | 0.05340.002 | 0.01940.002 I
I 3 I 1:1:33 I o I 0 | 0 | 20 I 0.002+0.002 l 0.0a110 004 l 0.062:0.002 l 0.05840.002 I 0.056+0.002 ‘ 0.026:0.001 l
I 4 ’ 1:1:4:2 | 8] | 0 | 40 I 20 | 0.03040.001 I 0.08240.001 I 0.08040.002 I 0.07240.003 | 0.060:+0.001 I 0.0350.001 l
I 5 | 1:1:5:1 I 0 I 0 I S0 | 10 I 0.073+0.001 I 0.08610.001 | 0.07510.002 , 0.070.001 I 0.05040.002 I 0.03340.002 I
I 6 I 1:2:11:4 | 0 | 10 | 10 I 0 I 0.12040.002 l 009040007 l 0.055:0.000 l 0.04410.002 l 0.04240.002 ‘ 0.01640.002 I
I 7 | 1:2:2:3 ] I 10 20 I 0 | 0.11040.002 | 0.088+0.002 l 0.06810.003 | 0.053:0.001 I 0.04240.002 | 0.01630.001 I
I 8 I 1:2.3:2 | 0 | 10 | 0 I 20 l 0.107+0.002 | 0.09610.001 | 0.067+0.003 I 0.063+0.002 I 0.04740.002 | 0.02640.001 I
| 9 I 1:2:41 I 0 I 10 I 40 l 10 0.10040.001 l Q0010002 l 0.070+0.002 ! 0.08640.002 l 0.04340.002 l D.OG20.002 |
10 l 1:3:1:3 | 0 | 20 I 10 | 20 0.126+0.002 I 0.0910.002 I 0.054+0.001 | 0.04130.001 | 0.032+0.008 | 0.01110.001 I

I 11 | 1:3:2:2 ' o I 20 I 20 I 20 0.12140.003 | 0.09540.001 l 0.062+0.002 | 0.051:0.002 | 0.03640.001 ' 0.020+0.001 I
l 12 ’ 1:3:31 | 0 | 20 I 0 I 10 I 0.12110.003 l 0.0e40.002 l 0.08740.003 ! 0.06110.002 l 0.047:0.001 i 0.024+0.001 l
I 13 | 1.4:1:2 I 0 I 0 | 10 I 20 I 0.115+0.001 ' 0.078+0.002 | 0.05540.001 0.04240.001 | 0.037+0.001 | 0.0140.001 I
l 14 , 1:4:2:1 l 0 l 30 ! 20 l 10 | 0.11110.004 | 0.079+0.001 [ 0.063:+0.001 | 0.054:0.001 I 0.042+0.001 | 0.02740.001 I
I 15 | 1:5:1:1 ’ 0 | 40 | 10 I 10 ' 0.12840.001 I 0.07040.002 | 0.050+0.001 ! 0.04040.001 I 003240.001 I 0.0160.001 l
I 71673 ] l 2:1-:;:4 l -1; , - _0 l i 10 ' ;07 | B.ﬁam. - I 0.072:0_@ ) I (5064:&)0)1 ] I 0(]354‘19('.(_)1 “ I 00@031 l 002310(027 i
I i7 | 2:1:23 I 10 | 0 | 20 | 30 l 0.110+0.001 | 0.073+0.001 I 0.071+0.001 | 0.06640.001 ' 0.048+0.002 I 0.0330.002 I
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Tabla VL6.- (Continuacion)
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I 2 | 2:2:31 I 10 l 10 I 20 | 10 I 0.10840.002 I 0.07240.001 | 0.070+0.002 | 0.05140.001 | 0.05240.002 ! 0.03330.001 I

I, 0.05840.001 | 0.06340.001 | 0.04240.004 l 0.023:0.001 l

10 | 20 I 20 I 10 I 0.11110.002 I 0.0750.001 | 0.06110.001 I 0.058:0.002 I 0.04340.001 | 0.033+0.001 I
10 I 20 I 10 I 10 I 011540.002 | 0.07210.002 l 0.07640.002 I 0.0440.001 | 0.04110.001 I 0.02540.002 |

Especiacién de As. Calibracién multivariante

I 0.041+0.002 l
I 0.048:0.001 l""'

1 | oomiooe |

0.109+0.0C3 | 0.07340.003 I 0.054+0.001 | 0.050+0.001 |

| 0.0458+0.001
0.053+0.001

| 0.04810.001

00750001

T

! 0.099+0.002 | 0.0740.001 I 0.06140.002 I 0.04540.002 I
0.101:!13.002

|

| 0.065H2.002 |

0.10640.002

10 | 0.113:0.002 | 0.06540.002 l 0.0960.002 , 0.06640.001 | 0.051+0.002 | 0.0331+0.001 I

20 | 0 ' 20 I 2 | 0.09510.002 I 0.07630.003 | 0.03140.002 I 0.065+0.002 I 0.05540.001 I 0.04810.001 I
20 | 0 | 20 ’ 10 | 0.09440 002 I 0.08040.002 I 0.09640.002 I 00740 002 l 0.00640.001 l 0.05540.002 I
20 | 10 ' 20 | 10 | 0.10640.002 | 0.076+0.002 I 0.090+0.002 | 0.06640.001 | 0.05340.001 I 0.046+0.001 I
20 | 20 | 10 I 10 | 0.11740.001 ] 0.07240.002 I 0.082+0.001 I 0.05340.002 | 0.044+0.001 I 0.034+0.002 I

20 I 10 I 10 I 20 I 0.11640.002 | 0.07110.002 I 0.087+0.002 I 0.05740.001

2 I 0 I i0 | 20 I 0.11630.001 | 0.086:0.002

I 23 |2:3:1:2| 10 I 20 I 10 I 20 I 0.115:0.002 l 0.078:0.003

I 24 I 2:3:21 I
I 25 I 2411 I
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I 2 |4:1:1:2| 30 | 0 | 10 I 20' 0.11_5:1:0.&)2 I, 0075:!:0033_ | 70.097:&_').(1')1 I 0.06310.(}01
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%

Una vez obtenidas todas las absorbancias correspondientes a las 35 mezcias prepara-
das, se ha procedido a la aplicacién de los algoritmos correspondientes a la" calibracion
CLS, ILS y filtro de Kalman anteriormente descritos si bien y con el fin de c:ietectar los
posibles errores inutiles, se aplico el criterio F para la determinacion de datos' que estan
fuera de rango "outliers" (MARTENS H., 1989). Como este criteric detecta "outliers
buenos y malos" aplicamos el método del efecto leva, mas conocido por "Levgrage“ para
confirmar dichos datos. Mediante la aplicacion de estos dos criterios, consideramos da-

tos erroneos aquellos que coinciden en ambos. En nuestro caso no ha coincidido ninguna

mezcla por lo que no eliminamos ninguna de ellas. {

i

Antes de exponer los resultados obtenidos, se detallan estos dos criterios utilizados.

Criterio F

En el criterio F se considera la razén de dos varianzas, es decir, la razon'de los cua-
drados de las desviaciones estandar. Si el valor calculado de F excede un cierto valor ta-
bulado, F critico, entonces se rechaza el dato. El valor tabulado de F depende del tamafio

de las muestras, del nivel de significacién y del tipo de prueba realizada. |

f
Para la eliminacion de datos segun este criterio se aplican las siguientes ecuaciones:

* Varianza residual de una mezcla de calibracién:

- 2
(€ —c;)
=1

Sz(ri)_ .

- n{(m-1)/m
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* Varianza residual total:

ii(éﬁ‘cu)z

Sz(r)zi-lj-l

n{m-1)

Especiacién de As. Calibracién multivariante

El valor de F,, se compara con el valor de F; ( v,, v,, ) correspondiente siendo:

¢, = puesto
¢; = encontrado
_n(m-1)

m
v, =n{m-1)

1

QL alibracién = 005
n = de componentes
m = mezclas

r = medios

- 205 -
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Leverage

Para la aplicacién de este criterio, hay que considerar que cuando se aplicfa a métodos
multivariantes basados en una regresion lineal, CLS e ILS, o bien en métodos iterativos,
filtro de KALMAN, A es la matriz de absorbancias en calibracién y cuyas dimensiones
son r x m, siendo r los medios de generacion utilizados y m las mezclas empleadas.

Una vez hechas estas consideraciones se realizan los siguientes pasos: {
(WEISBERG §., 1985)

1) (AAT) = (r x 1) ?
2°) (AAT)!'=(r x1)
3°) Para cada mezcla

a"(AAT y'a = h; donde h (leverage) esta comprendido entre Oy 1,y a es el vector de

absorbancia medido para cada mezcla en cada medio.

(au\ |

medios

4°) Cuando hg, > h; se trata de un "outlier"; h_, = 2 (HOCKING R.R., 1983)

mezclas

Cuando ambos criterios, F y Leverage, coinciden para una misma mezcla se elimina el
1

dato.
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Una vez aplicados los dos criterios de eliminacion de datos y comprobados que no
debemos eliminar ninguna mezcla, ya que todos son "outliers buenos", para los tres mé-
todos de calibracion estudiados, se ha calculado el % de error de calibracion'y la desvia-
cion estandar de cada uno de los componentes en la determinacion conjunta, mediante

las siguientes ecuaciones: |

% Error en calibracitén:

> -c)

% Errorcal= |~-1— %100 i

m
28
1

|
de esta forma calculamos el error en % del componente i en el conjunto de mezclas de

Ll
'

calibracion.

Desviacion estandar:
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Los resultados obtenidos, para cada serie de datos, se muestran en las TablasVL.7 y,
il

VI1S8:

Tahla VL7.- Valores de % de error de calibracion, desviacion estindar, para los métodos de calibracién
multivariante utilizados, para un nivel de significacién de a=0.05 y Limite de Deteccién. (SERIE A).
[l

cLsS | ILS Filtro de KALMAN
% Emorcal | Desv.Estand | % Erorcal | Desv. Estand | % Errorcal | Desv. Estand
As(lil) 273 4.1 27 36 27.2 ' 4.1
As(V) 810 12.2 3.7 6.6 674 _101
MMA 40.2 83 270 6.3 383 _ 89
DMA 618 143 2R3 ] 5 583 ‘135
Lim.Detecc. S2ngmf 49 ng ml’ S4ngml’

Tabla VLS.- % de error de calibracion, desviacién estindar, para un nivel de signiﬁcaciéh de a=0.05y
Limite de Deteccién. (SERIE B). ‘

| CLS ILS Filtro de KALMAN
% Emorcal | Desv.Estand | 9% Emorcal j Desv Estand | % Errorcal | Desv. Estand
Al | 306 46 237 36 31.1 a7
Asv) | 725 109 423 64 95 89
MMA 41.1 95 28.7 66 23 08
DMA 57.0 132 23 | 715 56.3 134
Lim Detece. 46 ngml! 39 ngml’ 5.1 ng ml’

A la vista de estos resultados en ambas series, se puede destacar que en la calibracion

con el método inverso ILS se obtienen mejores resultados ya que presenta valores de
desviacion estandar algo mas bajos que los de los otros métodos, es decir es algo mas
preciso, y sobre todo es mucho mas exacto tal y como lo demuestra los valores de % de

1

error de calibracion.

|
Una vez que hemos terminado la etapa de calibracién, se procede a la realizacion de

la segunda etapa del analisis multivariante, es decir, la etapa de prediccién. .
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t
t
|
!

Para ello, se preparan 10 mezclas de los cuatro componentes, obtenidas mediante un
disefio aleatorio y cuyas concentraciones estin comprendidas entre 0 y 35 ng ml-1, mi-

) . . : L
diendo sus absorbancias en los medios acidos de generacion seleccionados. El disefio de

|
|
i

Las absorbancias obtenidas para esta mezclas, también se normalizaron con dos refe-

las diez mezclas viene resefiado en la Tabla V1.9.

|
rencias distintas con el fin de comprobar si afectaba a los resultados, el normalizar con
:

una disolucion de un solo componente respecto a normalizar con una mezcla de los cua-

tro componentes.

Tabla VL9.- Disefio de las diez mezclas de los cuatro componentes utitizadas en la etapa
(ng ml?).

prediccion

g

Mezcla n° As{lll) As{V) MMA DMA
1 0 20 ] s
2 20 25 15 >
3 <o) 5 20 15
4 2% 0 20 %
5 20 20 20 20
6 s 15 B 25
7 2 20 25 20
8 15 = 20
9 o 15 15 20
10 -3 20 25 15

|
!
|
|
|

Serie A: la disolucion de referencia es una disolucion de 60 ng/ml de As(IIf)
Serie B: la disolucién de referencia era una mezcla de As(III), As(V), MMA, DMA:

!
20, 20, 30, 30 ng mlI™. ;
{
f
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T

Con los datos experimentales obtenidos, se aplica el algoritmo conesponfiiente a esta

etapa para cada método de calibracién multivariante objeto de este estudio.
|

V1.3.6.- Estudio comparativo de los resultados obtenidos en los distintos
métodos de calibracién. Error estandar de prediccion (SEP).
En el presente trabajo, para la comparacion de los tres métodos de calibracion multi-
variante estudiados, se ha utilizado la prueba F que nos da la razon de los cuadrados de

los errores estandar de prediccion (SEP), calculados a partir de las siguientes ecuaciones:

siendo m, el nimero de muestras utilizadas en prediccion. ,

Los resultados obtenidos se recogen en las TablasVI. 10y VL. 11.

|
Tabla VL10.- Valores de los errores estindar de prediccion en ILS, para las cuatro especies de arsénico,
empleando dos referencias distintas, utilizando 10 mezclas de prediccion,

SEP ]

ILS (serie A) | LS (serie B) '

As(ll) 63 54 |
As(V) 79 6.2

MMA 80 64 j
DMA 13.1 109
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Como puede verse en esta Tabla VI 10, se obtienen errores estandar de prediccion
algo mas altos cuando se normalizan los valores de las absorbancias con un sélo compo-
nente.

Ahora bien, para ver si estas series son comparables aplicamos el criterio F obtenien-

do los valores de F que se muestran en la TablaVI.11.

Tabla VL11.- Valores de F para comparar las series Ay B. ‘

F (Serie A/Serie B) |
As(lil) 1.4 :
As(V) 16
MMA 1.8
DMA 1.4

* Fopig(0,=0.05)=3.7

A la vista de estos resultados se puede decir que no existen diferencias significativas
entre las dos series por lo que a partir de este punto, se utilizara como mezcla de referen-
cia para la normalizacion de los datos de absorbancia, una disolucién de 60 ng mi-1 de

As(III) ya que es menos probable cometer errores en su preparacion.

Una vez seleccionada la serie A de los datos, se procede a la comparacion de resulta-
dos en los tres métodos de calibracion utilizados: CLS, ILS y fitro de Kalman.

|
Los resultados de esta comparacion se muestran en las Tablas VI.12 y VI.13.
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Tabla VL12.- Valores de errores estindar de prediccién para las cuatro especies de arsénico, utilizando
|
10 mezclas de prediccién. (SERIE A).

SEP
CcLs ILS Kalman |
As(lH} 7.7 6.3 7.1 l
As(V) 124 79 11.8
MMA 9.6 8.0 12.1
DMA 17.7 13.1 23 .

I
Como se puede ver, los errores mas bajos en conjunto, para las cuatro especies se

obtienen cuando se aplica el método ILS.

A continuacion para comprobar si existen o no diferencias significativas entre los tres

métodos, se aplica el criterio F.

(SEP); ol :
(SEP); !

Si Fogl >Fcrit los métodos no son comparables.

Ferit(0p=0.05)=3.7
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Tabla VL13.- Valores correspondientes a las F calculadas para comparar los tres métodos de calibracién
multivariante utilizados: CLS, ILS y filtro de Kalman,

Fea
CLS/ILS CLS / KALMAN KALMAN/ILS
As(lll} 15 1.2 1.3
As{\V) 25 11 22
MMA 1.4 1.6 23
DMA 1.6 1.6 28

:
A la vista de esta tabla puede destacarse que todos los valores de F son mas peque-

fios que el correspondiente a Ferjt, para «p=0.05, por lo que los tres métodos son com-

parables.

VI.3.7.- Error relativo de prediccion (REP)

Para cuantificar el error global cometido en la determinacion de cada componente,
cuando se realiza esta determinacion conjunta mediante los métodos de calibracion mul-
tivariante, se utiliza el error relativo de prediccion que se calcula mediante la siguiente

ecuacion: |
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|
|

Aplicando esta ecuacion a los valores obtenidos para las diez mezclas de prediccion
utilizadas se obtienen los siguientes errores, Tabla VI.14; ;
|

Tabla VL14.- Valores del error relativo de prediccién en % para cada componente cuando se calibra

con mezclas binarias, termarias y cuaternarias de los cuatro componentes (a=0.05). SERIE A
]

REP ;

cLS ILS Kalman

As(lIl) 108 89 09 |
As(V) 19.7 125 18.7 ?
MMA 12.1 102 153 ;
DMA 215 159 27.1 !

Con los datos recogidos en esta tabla podemos observar que los errores de predic-
¢ién cometidos cuando se aplican métodos directos como el CLS y el ﬁltrozde Kalman,
superan en alguno de los componentes el 20% mientras que cuando se aplica el método
ILS el error de prediccion estd cercano al 10% en todos los componentes exclepto para el

DMA (~ 16%). |

i
Conviene recordar en este punto que se trata de una determinacion conjunta de las
cuatro especies y que para la calibracion se han utilizado mezclas de los cuatro compo-
nentes binarias, ternarias y cuaternarias ya que se incluyeron "ceros" para las especies

inorganicas de arsénico.
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VI.3.8.- Estudio de simplificacién del procedimiento de calibracién multi-
variante. 1

Como se ha visto en anteriores apartados de esta memoria, las lineas de calibrado de
estas cuatro especies de arsénico, en los distintos medios de generacion esitudiados, no
pasaban por el origen, por lo que se pensé eliminar las mezclas con ausencia de alguna
de las especies y se hizo un nuevo disefio en el que todas las mezclas utilizadas contenian

los cuatro componentes con el fin de ver si era posible disminuir los errores. .

Por esta razon se realizé el nuevo calibrado constituido por 25 mezclas de los cuatro
componentes en cinco niveles de concentracién, obtenidas mediante disefio factorial
fraccionado, pero en el que no se contemplan ceros de ninguna de las especies.

i
!

En este caso también se han aplicado los dos criterios de eliminacion de datos que

estan fuera de rango. Los resultados del % de error, desviacion estandar, y limite de de-

teccion , se recogen en la Tabla V1. 15.

Tabla VL15.- % de error en calibracién, Desviacién estindar, Limite de Deteccién cuando se aplica el
método ILS a 25 mezclas cuaternarias de As(III), As(V), MMA y DMA (SERIE A).

ILS !
% Error cal Desv. Estand 1
As(lll) 24 53 i
As(V) 291 69 1
MMA 278 6.6
DMA %54 60
Lim.Detecc. 49ng mf’

Siguiendo el mismo procedimiento del calibrado anterior, se obtienen los siguientes

valores de errores de prediccion, Tabla V1.16:
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|

1
t

Tabla VL16.- Valores de errores estdndar de prediccién y errores relativos de prediccion, para los cuatro
cornponentes cuando se calibra con mezclas cuaternarias de As(IT), As(V), MMA y DMAI utilizando 10
mezclas de prediceion y («=0.05). ‘

ILS
SEP % REP !
il 10.1 146 ;
As(V) 83 131 '
MMA 100 138 {
DMA 72 87 f

Si comparamos los valores del REP cuando se aplica el método de calibracion multi-
variante ILS para calibrados obtenidos con o sin "ceros" de las especies inorgénicas (ver

Tabla V1.14.), podemos resaltar que en ambos casos los errores para las cuatro especies

son del mismo orden (~12%).
!

En vista de que los resultados en cuanto a errores de prediccion son similares, se pro-
cede a comprobar si son comparables los dos calibrados (el obtenido con 35 mezclas bi-
narias, ternarias y cuaternarias, y el obtenido con 25 mezclas todas ellas cuaternarias),

mediante la aplicacion del criterio F, Tabla VI.17. : :

f
Tabla YL17.- Valores de F calculados para comparar los SEP obtenidos por aplicacién del método ILS
a 10 mezclas de prediccion sobre un calibrado de 35 mezclas binarias, ternarias y cuaternarias o sobre

)

un calibrado obtenido con 25 mezclas cuaternarias. i

Fea
As(lll) 26
As(\) 1.1 '
MMA 1.6 |
OMA 33 :
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!
|

como Fopt = 3.7 y todos los valores de Fga1<Frit los resultados obtenidc;)s son total-
mente comparables. !

A la vista de estos resultados podemos concluir que es mejor trabajar siempre con
mezclas que contengan los cuatro componentes, ya que obtenemos errores analogos
cuando utilizamos 25 mezcias cuaternarias para la calibracion que cuando utilizamos 35
mezclas binarias, terciarias y cuaternarias de As(II), As(V), MMA y DMAI Sin embar-
g0, al reducir el mimero de mezclas utilizadas en la calibracién, el tiempo de analisis se
reduce considerablemente lo que supone una gran ventaja.

'
1

Una vez visto esto, se prepararon 12 mezclas de prediccion de los cuatro compo-

nentes, se midieron sus absorbancias en los seis medios de generacién, y se calculo su
;

concentracion sobre el calibrado obtenido con las 25 mezclas cuaternarias. Los resulta-

‘

dos obtenidos se recogen en la Tabla VI.18: ;

Tabla VL18.- Datos obtenidos para 12 mezclas cuaternarias de prediccién, sobre calibrado de 25 mez-

clas cuaternarias.

Especie Valor Euesto ‘ng ml'11 Valor encontrado ‘ng mrY) Eﬁor %

MEZCLAN°1 | _As(il) 140 16.1 +150
As(V) 180 166 .78

MMA 280 240 143

__DMA 25.0 29 - 4.4

MEZCLA N2 | _Asqip 180 205 4139
As(V) 18.0 19.8 +100

MMA 250 25 4100

DMA 250 21.3 448

MEZCLA N°3 | _ As(lll) 250 266 +6.4
As(V) 18.0 219 +21.7

MMA | 180 164 .89

DMA 25.0 20.4 -18.4

MEZCLAN°4 | As(lll) 280 2.6 57
As(V) 180 209 +16.1

MMA 140 138 1.4

DMA 250 25 -100
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Tabla VL18. (Continuacidn)

MEZCLAN°5 | As(ll) 180 204 33
As(V) 210 2.1 +52
MMA 250 202 Y
DMA 210 19.1 .90
MEZCLAN®S | _ Asqin) 25,0 249 04 |
As(V) 21.0 234 +11.4
MMA 18.0 16.6 -78
DMA 210 179 144
MEZCLA N°7 |_As(il) 140 155 +10.7
As(\V) 250 _ 213 -148
MMA 280 %53 .96
DMA | 180 206 144
MEZCLAN®B | Asgm 180 156 33
As(V) 250 275 +100
MMA 250 262 448
_ DMA 18.0 153 150
MEZCLAN®S | Asqiny 250 26.1 +44
As(V) 250 258 +32
MMA 18.0 16.6 78
DMA 180 169 -84
MEZCLA N° 10 | _As(lll) 28.0 24.4 128
As(V) 50 278 +11.2
MMA 140 158 +128
DMA 180 16.7 .72
MezcLa e 11 | asqin 180 25 +19.4
As(V) 280 235 -16.1
$AMA, 0 228 -8.4
DMA 140 168 +200
MEZCLAN®12 | As(ll 250 %59 +36
As(V) 280 266 -50
MMA 18.0 178 1.1
DMA 140 16.6 +18.6

t
Como puede apreciarse en esta tabla, existen errores puntuales algo elevados, si bien,
t

en general, estos se corresponden con las concentraciones mas bajas.
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Los valores obtenidos, en % de recuperacion, se recogen en la Tabla VI.19.

Tabla V1.19.- % de recuperacion global para cada componente en las 12 mezclas de prediccion.

% Recuperacién + s
As(IlD) 105+ 10
As(V) 10412
MMA 9418
DMA g6+ 14

a - r
Si se representan graficamente los valores medios de las recuperaciones de cada
componente, considerando todas las mezclas de prediccidén, con sus correspondientes
j

desviaciones se observa que dichos valores estan proximos al 100%, Figura VLS.
q Y gura v

1256 (

100

—t—
R
—

50 1

Recuperacibn %

25 —

As(il) As(V) MMA DMA

Figura VL5.- Recuperacion, en %, de cada componente considerando las 12 mezclas de ﬁmdiccién s0-
bre el calibrado con 25 mezclas cuaternarias.(xts).
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'
i

V1.3.9.- Aplicaciones a muestras reales.

El método propuesto, ILS, se ha aplicado a muestras sintéticas con matri;ces reales.
i
Dada la complejidad de conseguir muestras reales con contenidos de arsénico dentro
de los limites de deteccién del método y, teniendo en cuenta la limitacién de no poder
utilizar métodos de mineralizacion porque alteran los estados de oxidacién;de las espe-
cies, se realizaron estudios de recuperacion en muestras de agua. j

¥
r

Por tanto, para dichos estudios se eligieron dos muestras : un agua mineral embote-
llada y un agua de mar (Mediterraneo). En esta eleccion se tuvo en cuenta que los conte-
nidos en sales fueran lo mas dispares posible, de tal manera que por una part:e se pudiera
comprobar la efectividad del método y por otra la posibilidad de detectar efectos de ma-
triz,

El procedimiento seguido para llevar a cabo estos analisis se detalla a con;cinuacic’m.

L
\

Se tomaron las muestras de agua y se prepararon distintas disoluciones con mezclas
cuaternarias elegidas al azar, entre las utilizadas en la etapa de calibracién realizada con

25 mezclas de los cuatro componentes, Tabla VI.20. !

Tabla V1.20.- Diseito mezclas adicionadas a fas aguas reales (ng m]'l).

Adicién | asq) | aspy | mma DMA §
1 7 7 * *
2 14 21 28 21 |
3 28 28 14 14 '
4 21 * 21 7
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Se prepararon cuatro adiciones a cada una de las muestras con el fin de extremar las
condiciones experimentales, es decir, para ver la efectividad del método sin necesidad de
realizar un nimero elevado de adiciones, como ya se hizo en los estudios previos en los

que se utilizaron doce mezclas distintas.

La eleccion de cuatro muestras de adiciones y una muestra sin adiciones, tiene por
objeto el asemejar, lo mas posible, estos procedimientos con los procedimiéntos de cali-
bracion univariantes, es decir, calibrados minimos de cinco puntos, de tal manera que se

pudiera evitar, en controles de rutina, un trabajo excesivo. :

Durante todo el andlisis se realizd un seguimiento constante de las muestras, anali-
zando ambas muestras de agua en un mismo dia y comparando las absorba:ncias obteni-
das con las mismas adiciones sobre agua ultrapura que actuaba como posible blanco.

!

Con todo esto, se comprobd que en ninguna de las dos muestras de agua analizadas,

agua mineral y agua de mar, existia efecto matriz. Los resultados de las recuperaciones

|
obtenidos se recogen en la Tabla VI.21: |

|

!
Tabla VL21.- Valores de % de recuperacién, expresade como xis ,en muesiras de ag!ua aplicando el
método ILS de calibracién multivariante. '

% Recuperacién
___Agua mineral __Agua de mar REP({ILS)
Asylll) 106429 109+27 14.6 ;
As{v) 111436 107437 131 .‘
MMA 106422 10324 138 :
DMA 11833 116:38 8.7
i

’

La representacion grafica de estos valores se muestran en las figuras VI6 y VL7.
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!
?

A la vista de estos resultados, conviene comentar que aunque los valores obtenidos
para las desviaciones estandar globales son algo elevados, hay que tener t:nuy presente
que se han obtenido las mayores desviaciones en las contenidos mas bajos de los distin-
tos componentes y que el numero de adiciones ha sido muy pequefio. El; intervalo de
error podria rebajarse considerablemente sin mas que aumentando el nﬁme}o de adicio-

nes en cada analisis. ,
i
i

175

150 | - T .

125 | I T 1
100 | J J. | -

75 |- 1 .

Recuperacion %

As{Ii) As{V) MMA DMA ;

Figura VL6.- % de recuperaciéon en agua mineral (xts).
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i

175

150 | .

o h

Recuperacin %

As(li) As(V) MMA DMA

Figura VL7.- % de recuperacién en agua de mar (x1s). *

b

Ahora bien, si consideramos los valores de los errores relativos de predilccién (REP)
obtenidos mediante la aplicacion del método inverso ILS, vemos que los vz{lores obteni-
dos para cada una de las especies de arsénico determinadas, se encuentran dentro del
error de prediccion del método. !
|

Aun asi, se ha querido confirmar si ambos procedimientos de analisis ﬁtilizados, 12
adiciones ¢ 4 adiciones, son comparables se han aplicados los siguientes criterios de
comparacién de métodos: :

1.- Test MANN-WHITNEY para dos colas y distribucion no normal (hfj]],LER JC,

1988).
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2.- Test COCHRAM para dos colas y distribucién normal (COCHRAM W.G., 1941,
1974).

En ambos casos se ha obtenido que no hay diferencias significativas, para ninguna de
las especies de arsénico determinadas, al nivel de probabilidad del 95 % en las dos

t

muestras de agua analizadas.

Por todo esto se puede afirmar que, incluso utilizando un niimero de adiciones muy
reducido, el método es totalmente valido para la determinacion de As(IIT), As(V), MMA
y DMA en muestras de agua sin necesidad de separaciones previas, sobre jtodo en con-

troles rutinarios.

[
[l

Este método tiene gran aplicabilidad en analisis de rutina ya que una vejz realizada la
etapa mas tediosa correspondiente a la etapa de disefio y calibracion para 1:m tipo deter-
minado de matriz, basta con la medida y normalizacion de la absorbancia de la muestra,
para aplicar el algoritmo y obtener el contenido de As(III), As(V), MMA y DMA en di-

cha muestra.
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" Conclusiones

i
'

Los resultados experimentales obtenidos y reflejados en la presente memoria, nos

permiten resumir el trabajo realizado en las siguientes conclusiones:

** Se han desarrollado métodos para la determinacion de Asiu ( As(III:) + As(V) )
mediante generacién de hidruros sin el empleo de KI como agente prerfeductor del
As(V), tradicionalmente empleado con este fin. Una adecuada combinacién de los agen-
tes formadores del hidruro (HC/NaBH,), permite realizar esta detenninacic}n a muy ba-
jas concentraciones, independientemente de la matriz de la muestra, del sistefna de detec-
cidn (espectrofotometria molecular UV-VIS, y espectrofotometria de absorcién atomica)

. . .y . . - . .y . ' .
y de la técnica de generacion de hidruros (discontinuo, inyeccién en flujo, continuo).

Esta forma de trabajo presenta las ventajas de minimizar los efectos paralelos ¢ in-

terferencias no deseables derivados del empleo del yoduro potasico.

** De las distintas mineralizaciones empleadas en las muestras objeto de estudio, y
apoyandonos en los resultados obtenidos en los ejercicios de intercomparacfén y certifi-
cacion, podemos destacar que ninguna de ellas resulta preferente sobre las demas en
cuanto a resultados obtenidos, si bien la naturaleza de la muestra puede condicionar su
eleccion. Asi pues, en muestras voluminosas y poco densas es aconsejable lé. mineraliza-

cidn por via seca con Mg(NO;),/MgO. !

i
4

** Del estudio de interferencias realizado en los métodos propuestos cabtfe destacar lo
siguiente: !
!

1.- Las interferencias producidas en fase liquida por los elementos de transicién han
resultado ser menores que las reseitadas en la bibliografia, ﬁ.mdame:ntalmente la
debida al Cu, que produce un gran efecto interferente en la generaciél;i del hidruro
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de arsénico, tanto en FIA como en continuo, ya que se disminuye su efecto en va-
rios ordenes de magnitud. Este hecho probablemente se deba al empleo de una

.y . . ~ [
elevada concentracion de acido y al reducido tamafio del bucle de reaccion.

|
i

2.- Las interferencias producidas por Sb, Se y otros elementos formadores de hidru-
ros, pueden minimizarse con €! empleo de mezclas yoduro ' potasico/a-
hidroxiacidos, fundamentalmente KI/acido lactico. Con la acidez adecuada (HCI
1M) las interferencias debidas al Sb y al Se se reducen en 1 y 2 6rdenes de mag-

nitud respectivamente.

** La robustez de los procedimientos desarrollados para la determinacién de Asioal
viene ratificada por los buenos resultados obtenidos en la participacion de los gjercicios

de intercomparacién y certificacion en el ambito de la C.EE.

** El estudio realizado sobre la influencia de los distintos medios acidos en la eficien-
ciencia de generacion de los correspondientes hidruros de las especies toxicas de arséni-
co (As(HIl), As(V), MMA y DMA), permite abordar el problema de su especiacion. Se
han aplicado por primera vez los métodos de calibracion multivariante; CLs; ILS y filtro

de Kalman, para la evaluacion de los contenidos de estas especies en aguas enriquecidas.

Aunque estadisticamente pueden considerarse adecuados los tres métodos aplicados,

>y - v . e i
¢l método de regresion lineal inversa (ILS) presenta una mayor precision,

** El método de especiacion quimica desarrollado a través de la calibraéién multiva-
riante presenta la ventaja, frente a los acoplamientos de técnicas instrumentales para la
separacion y determinacion de especies, de: i) rapidez; ii) simplicidad; iii) bajo costo; iv)
escasa manipulacion; y v) gran versatilidad para el analisis de rutina de aguaé naturales.
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