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Objetivos del frabajo

ProbablementeLucreciaBorgia,hija delPapaAlejandroVI, enel siglosXVI fue,

al regir los destinosde la IglesiaRomanay la promocióneclesiásticade su familia con

unasdosis de arsénicovertidasen el vino del próximo cesado(a perpetuidad),la que

decidió el trágico destinodeesteelemento,y aunquemuchascosashancambiadodesde

LucreciaBorgia, no ha cambiadola visiónquesetiene del mismo.No haydudade que

en una encuestapopular, el arsénico, el cianuro y la estricnina (estos últimos

popularizadospor AgathaCristie), seránlos tresvenenosque alcanzaríanlos primeros

puestosde la lista de los posibles.

Sin embargo, el conocimiento que se tiene del arsénico en los ambientes

científicos,hacambiadoextraordinariamenteen lasúltimasdécadas.Uno de losprimeros

cambiosimportanteses que actualmentese cuestionasu posibleesencialidadpara los

organismosvivos y el hombre.De ser elementoesencial,al igual queel resto de ellos,

participaríaenalgunode los complicadosprocesosbioquímicosqueocurrenenel interior

de las células vivas; sin embargose dudaquepuedaratificarsesu esencialidadya que

es en dosistan pequeñasque prácticamenteen todos los alimentosse encuentranlas

cantidadesnecesariasde la toma diaria.

Otrocambioimportanteen el conocimientodelarsénico,sonlas transformaciones

adiferentesespeciesquímicasqueexperimentaenel medioambiente.Lasmásconocidas

son las transformacionesbiológicas a través de los organismosvivos y del 5AM (5-

adenosilmetionina),sustanciasegregadapor lasbacteriasqueproducela transformación

del arsénicoinorgánicoa formasorgánicasdelmismo.Así, a travésdel5AM, queposee

ensuestructuraun grupometilo, semedianlasespeciesinorgánicasdelAs, obedeciendo

probablementea un mecanismode destoxificación.Las metilacionessucesivasa través

1



Objetivos del trabajo

del SAM conducenaformasmono-(monometilAs) di- (dimetilarsénico)y trimetiladas

(trimetilarsina,óxido de trimetilarsonio), y a compuestoscomo la arsenobetainay la

arsenocolina,presentesfundamentalmenteen los organismosmarinos.Sin embargo,no

son estoslos únicosderivadosorgánicosqueseoriginanporreacciónconel 8AM, ya que

su resto orgánicotambiénpuede reaccionarcon el arsénicoinorgánico para formar

diferentescompuestosde cadenalargay complicadaqueson conocidosgenéricamente

como“arsenoazúcares”,presentesen la plantasmarinas,fundamentalmenteen lasalgas,

que sirvendealimento a los pecesy al hombre.

Peroestastransformacionesquímicasqueexperímentael arsénico,no seríanmuy

importantessi no fuera por la diferente toxicidad que presentanlas distintasespecies;

así,mientrasqueel arsenitoy el arseniatosonextraordinariamentetóxicos,la toxicidad

de los compuestosorgánicosformadosa partir de ellosva disminuyendoa medidaque

aumentael grado de metilación, siendola arsenobetaina,la arsenocolinay secreeque

ios arsenoazúcares,las especiesmenostóxicas.El NORI, compuestode algastípico de

la alimentaciónjaponesa,poseeuna concentraciónde arsénico,en forma de arseno

azúcares,de 50 ppm, lo queproduciría consecuenciasfatales si esaconcentraciónse

debieraa cualquierade las especiesinorgánicasdel elemento.Por otro lado puede

decirseque la dosis normalde AsB en pecesseríaletal si se encontraraen forma de

As(ll1).

Estos ejemplos ponen de manifiesto la necesidadde conocer no sólo la

concentracióntotal deAs presente,sino tambiénla especiequímicaenqueseencuentra.

El desarrollode métodosanalíticosparaconocerlasconcentracionesrealesde las

distintasespeciesqueaparecenenlas muestrasambientales,presentagrandesdificultades

debidoa quedichasespeciesno poseenen su mayoríaprocedimientosespecíficospara

determinarlas.¡laceya muchosañosGutzeity colaboradorespropusieronla generación

dearsinacomoprocedimientoparacontrolarlasconcentracionesde arsénicoinorgánico

en los tejidos biológicos. Hoy en día, la generaciónde arsina unida a unatécnica

2
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de detecciónelemental,sigue siendo el mejor método para determinarel arsénico

cuando se encuentraen bajas concentraciones,como es el caso de las muestras

medioambientales.

Con estasbases,el objetivo del trabajo de investigación contenido en esta

Memoriahasidoestablecermétodosanalíticosquepermitan,medianteel acoplamiento

de la técnicade generaciónde hidruros con la absorciónatómica, determinarlas seis

especiesde arsénicosobrelas queseestárealizandounainvestigaciónmásexhaustiva

en la actualidad.Dichas especiesson As(III), As(V), monometilarsónico(MMA),

dimetilarsénico(DMA), arsenobetaina(AsB) y arsenocolina(AsC). Lasmuestrasobjeto

de estudiohansido,porun lado, de tipo medioambiental,habiéndoseutilizado diversas

matrices: aguasdulces, agua de mar, sedimentos,etc, y, por otro, algunas muestras

biológicas,fundamentalmentede orina.

El trabajo desarrolladopuede resumirse esquemáticamentede la manera

siguiente:

1) Cuandoseabordael problemade la especiacióncon una técnicaelemental

como es la generaciónde hidruros - absorciónatómica, el primer inconvenienteque

aparecesedebe,fundamentalmente,ala necesidaddesepararlasdistintasespeciesantes

de realizarla determinaciónindividualizada.Por otraparte, la AsB y AsC no generan

el correspondientehidruro y el restode las especieslo generanpero con muy diferente

eficiencia.Con estaspremisassehaabordadoel desarrolloen líneadel procedimiento

analítico por acoplamiento de técnicasinstrumentalesincorporandouna técnicade

separaciónde especies,comola cromatografíalíquida de alta eficacia (l-IPLC) y una

etapaintermediade termoxidacióndelasespeciesorgánicas(no formadorasdehidruros>

asusformasorgánicas,previasa la técnicadegeneracióndehidruros.Así mismo,sehan

evaluadolas prestacionesde diferentescolumnascromatográficas,en función de los

parámetrosfisicoquímicosqueinfluyen en la separación.Todosestosestudioshandado

lugar a trespublicaciones(LópezA.(1993),LópezA,(1994),LópezA.(1995)).

3
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2) El procedimientodesarrolladospor HPLC - OXIDACION MICROONDAS -

GENERACIONHIDRUROS- ABSORCIONATOMICA (HPLC-MW-HG-AAS),seha

utilizado para la especiaciónde As en diversasmuestrasmedioambientales.Por otro

lado,su aplicaciónen muestrasde orina de individuosexpuestosa las distintasespecies

de As, a travésde la alimentaciónha permitidoconocerla evoluciónde dichasespecies

en el organismoy distinguir entre las formas tóxicasy no tóxicas del As, así como

abordarel problemade la estabilidadde las especiesorgánicasdel As en aguasy orina.

Dandolugar aunapublicación(LópezA. (1995)>.

3) Finalmente,sehantratadodedesarrollarmétodosde preconcentraciónde las

distintasespeciesmedianteel empleode cartuchosde intercambioaniónicoy técnicas

de “clean up” con el fin de mejorar los límites de deteccióny poder realizar la

determinacióndelasconcentracionesa losnivelesenqueseencuentranendeterminadas

muestrasreales.Dandolugar a unapublicación(López A.(1995)).
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Compuestos inorgánicos y organometálicos

—

Co Ni Ge As
—

Se Br

Rh Sn Sb Te1

TI Ph

Figura 1.- Elementosque pueden ser metilados y/o alquilados (Thayer, 1993).

1.1.- LOS COMPUESTOS ORGANOMETÁLICOS EN EL MEDIO AMBIENTE

Las especiesorganometálicaspuedenencontrarseen el medio ambientebien a

partir de los metalespresenteso bien porque se introduzcan medianteprocesos

industrialeso agrícolas(Craig, 1986a).A lo largode los últimos años,sehadesarrollado

considerablementela produccióny utilización de estos derivados,lo que conlíeva un

aumentoen los depósitosantropogénicos.Las especiesasí introducidas en el medio

ambiente no conservan necesariamentesu forma química inicial, produciéndose

alquilacioneso, en ciertos casos,etapasde degradaciónsucesivasque conducena

diferentesespeciesinorgánicas.Los productosdedescomposiciónpuedenreacionarcon

los metales, presentesya en sus formas inorgánicas, formando nuevas especies

organometálicas.Las nuevasespeciesson el resultadode reaccionesde metilación o

alquilaciónquímicaso biológicas.La Figura 1 muestralos elementosquepuedenser

metiladosyio alquilados(Thayer,1993).

1 18

13 14 15 16 172

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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Compuestosinorgánicosy organornetálicos

Laformacióny degradaciónde las especiesorganometálicasenel medioambiente

son procesosquetienenun papel importanteen la movilización y el transportede los

metalesa través de los diferentescompartimentosdel ecosistematerrestre (Thayer,

1989)..Además,la formaciónnaturaldeestasespeciesa partir deprecursoresinorgánicos

conduce,generalmente,a especiesmás tóxicas. En efecto, la mayor parte de los

compuestosorganometálicosestablesen medio natural son extremadamentetóxicos.

Aunque en general las formas organometálicasson más tóxicas que las formas

inorgánicas,estono es así parael arsénico,antimonioy selenio.

La fuerte toxicidad de los compuestosorgatiometálicosse debe, esencialmente,

a que su solubilidaden los tejidoslipídicos es mayor que la de los ionesmetálicosy a

su capacidadparaatravesarlasmembranasbiológicas, lo que conducea un tiempo de

residencia mayor en los organismos y a mecanismos de bioconcentración. Estos

fenómenosde bioacurnulaciónsesucedena lo largo de toda la cadenaalimenticiay

puedenconducira unosnivelesde contaminaciónmuy importantes.Así, la proporción

de las formasalquiladasen relaciónconlos contenidostotalesde los metalesno es muy

importanteen las agitasnaturales,pero,por el contrario,aumentarápidamentea través

de los diferenteseslabonesde la cadenaalimenticia.La Tabla ¡ muestrala abundancia

relativade las formasorganometálicasen el medioambienteacuáticoparalos elementos

mercurio, estaño,plomo y arsénico,

La identificacióny cuantificacióncorrectasde las especiesorganometálicasen el

medioambientetienenunagran importancia,ya que permitendemostrarlas diferentes

transformaciones(degradación,alquilación)de estoscompuestos,comprendermejo; el

transportede estasespeciesa travésde los compartimentosdel ecosistematerrestrey

mejorarel conocimiento(le los ciclos bioquímicosde los elementos.En los últimos años

ha sido posible estudiar el comportamientode las especiesorganometálicasen el

ecosistematerrestre,graciasa la evolución de las técnicasanalíticas.

8



Compuestosinorgánicos y organonaetálicos

Tabla 1.- Abundancia relativa de formas organamotélicasen el modio ambiente acuática (Pinol y
col. 1990). Mc = metilo, FM = etilo, Bu = butilo y IStMo = etil-metil.

Muestra Concentración
Total

% formas
alquiladas

Formas
quimicas

Mercurio
Agua (ng/mí)

do
mar

Sedimentos (ng/g)
naturales
polucionados

Organismos (ng/g)
pescados(río)
pescados(mar)

0.013
0.01-0.03

200-400
1000-20000

360-1000
10-15000

1
10

0
1-3

70-95
60-90

Me
Me

Me

Me
Me

Estaño
Agua (ng/L)

lago
estuario
mar

Sedimentos (ng/g)
naturales
polucionados

Organismos (ng/g)
algas
pescados(mar)
ostras (contant)

0.009
0.130-0.385

0.004

830-1235
7700-25000

250-550
86-260
3700

53
16-100

60

65-75
3-50

20-30
3-6
97

Mc
Me,Bu
Me

Me
Me,Bu

Me,Bu
Me
Bu

Plomo
Aire (ng/mL)
Agua (ng/mL>

lluvia
lixiviación

Organismos (ng/g)
pescados

130-280
8

0.3-22

cl
<1

10-90

Et,EtMe,Me

Et,EtMe,Me
Et,EtMe,Et

Et

Arsénico
Agua (ixg/mL)

lago
mar

Organismos (ng/g)
algas
fitoplacton

60
1.7-1.9

33000-57600
2000-3400

16
7-16

1-18
22-37

Me
Mc

Mc
Mc
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Compuestas inorgánicos y organoinetálicos

Actualmenteno existereglamentaciónparalos valoreslímite deconcentraciónde

los compuestosorganometálicosen el medio ambiente.Sin embargo,estáclaramente

indicadoen ciertasdirectriceseuropeasqueestasespeciesdebenser convenientemente

controladasparala proteccióndel medio ambientemarinoo la verificacióndela calidad

de las aguaspotables.Los compuestosorganoestánnicosy organomercúricos,así como

unalista deotros metalesy metaloidesy susderivadosorgánicos(Zn, Cu, Ni, Cr, Pb,Se,

As, Sb, Mo, Ea, B, Y. Co...), estánexplícitamentemencionadosen las directrices

76/464/EEC ‘Pollution causedby certain dangeroussubstancesdischargedinto the

aquaticenviroment”y 8a/68/EEC“Protectionof groundwateragainstpollution caused

by certaindangeroussubstances”.

1.1.1.-Formaciónde compuestosorganometálicos.

La detecciónde formasorganometálicasque no son compuestosantropogénicos

ni productosdesudegradaciónen mediosnaturales,hademostradoquela formaciónde

compuestosorganometálicoses posible en el medio ambientepor vía química o

biológica, esencialmentea partir de precursoresinorgánicos(Ridley y col., 1977).

La reacción más simple y rápida que conduce a la formación de compuestos

organometálicoses la metilación. Sin embargo,para ciertosmetalesla formación de

compuestosorganometálicosen el medioambienteno provienededicha reacción,sino

de reaccionesque ponenen juegogruposorgánicosmáscomplejos.Así, ciertosmetales

comoel selenioy el arsénicopuedensermetiladosy/o formarespeciesorganometálicas

de pesosmolecularesmáselevadosen función de las condicionesquímicasy biológicas

del medio,

La formaciónde compuestosorganometálicosen el medioambientese produce,

generalmente,por la adiciónsobreun metalde un grupoorgánico(CFI3), quereacciona

bajo forma radical,aniónicao catiónicaenfunción del agentemetilantequesuministra

el grupometilo. Los mecanismosde formacióndedichasespeciesdependende la forma

lo
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químicadel grupo orgánicoconsiderado,del grado de oxidación inicial en el que se

encuentrael metaly de la forma final queresultade la reacción.

1.1.11-La metilación

Los mecanismosde metilaciónhan sido estudiadospor numerososautorespara

distintos elementos(Craig, 1986a; Rapsomanikisy Weber, 1986). Este fenómenoes

particularmenteimportanteen el medio marino y en los estuarios,dondelas formas

metiladasdel estañopuedenalcanzardel 60 al 90%de la masatotal de estañopresente

en la fasedisuelta.

Las reacciones de metilación no conducen únicamente a compuestos

monometilados,sinotambiénaespeciesdi, tri o tetrametiladas,algunasde las cualesson

especiesvolátiles que puedenpasara la atmósfera.El mercurioy el estañopueden

formar así, por metilaciones sucesivas, dimetilmercurio y tetrametilestaño

respectivamente.Lasreaccionesdemetilacióntienenlugarendiferentescompartimentos

del medioambiente(agua,sedimentoso tejidosbiológicos).La cinéticade formaciónde

compuestosmetilados y la naturalezade los compuestosformados dependende

numerososfactores,comosonla concentraciónde los metalesen el medioconsiderado

(Xun y col., 1987), la cantidadde materiaorgánica(Jackson,1988), la temperatura

(Callister y Winfrey, 1986), la naturalezade los microorganismospresentesy la cantidad

de sulfuro (Compeauy Bartha, 1985). Los fenómenosnaturalesde metilación no

conciernenúnicamentea los metalesenformas inorgánicas,sino queigualmentepueden

producirsecon especiesya alquiladas.

Principalesagentesmetilantes

Existen numerososagentesmetilantesnaturales,si bien no todosestántodavía

bien identificados.Los agentesmetilantesmásconocidosactualmenteson:

11
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a) Metilcobalainina

La metilcobalaminaes una metilcoenzimade la vitamina B12 encontradaen los

animales y las bacterias.El enlace metilo-Co en la metilcobalaminaes establepero

permite la transferenciadel grupo metilo a ciertasespeciesmetálicas.

De todoslos agentesbiometilantes,la metilcobalaminaesúnica,en el sentidode

quees capazde transferirun grupometilo en tresgradosde oxidación:como carbanión

(CHfl, como carbocatión (CI-I3~> y como radical metilo (CH3). Entre estas

posibilidades,los mecanismosde transferenciapor carbanión o radical metilo son

predominantes.La metilcobalaminaes un agentemetilante muy conocido para la

metilacióndel mercuriopor sustitucióndirecta.EnLa Figura 2 serepresentala molécula

metilcobalamina.

08,011

Figura 2.-Molécula de metilcobalamina

CONH,
1cfi2

CH ‘
Cl-’?

,CH~
CON1-1,
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CompuestOS inorgánicos y organometáilcos

b) S-adenosihnetionina

La 5-adenosilmetionina(5AM) es tiria forma activaicla die la inetionina (ltlC

transfiereun grupo metilo en forma de carbocatión(CH3t). La ewecie que la recibe

debeser nucleófila,esdecir, poseerun parde electronesdisponibles.La estructurade

esteagentemetilanteestá representadaen la Figura 3.

N112

o
II

1IOCCI-ICH2CH2—

N132

II ci’

o.

e HNCC A
¡ 1

011 01-1

Figura 3.- Estructura de la molécula S-adeuosilmetionina.

La biometilacióndel arsénicoen trimetilarsinaprovienedic un intermediariode

la 5-adenosilmetionina.Estemecanismopropuestopor primera vez por Challengeren

1945 estáahorabien establecidopara el arsénicoy el selenio, donde la biometilación

conlíeva una desintoxicación,formando compuestos menos tóxicos que las formas

inorgánicas.
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e) Otrosagentesmetí/antes.

Lametilaciónen el medioambientepuedeproducirseigualmenteapartir deotros

agentesmetilantes tales como el yoduro de metilo (Craig, 1986a), los productos

de la degradaciónde los ácidos húmicos y fúlvicos (Nagase y col., 1982) y el

3-(dimetilsulfonio)propionato(Reed,1983). Otrosagentesmetilantesposiblesson los

metalesmetiladosquepuedentransferirsus gruposmetilos a otros metalesen forma

inorgánica.Esteúltimo mecanismoes conocidocomo transmetilación.

Mecanismos de mediación

Los mecanismos de metilación dependen esencialmente del estado de oxidación

en el que se encuentrael metal considerado,pero también del agentemetilante que

suministrael grupo metilo.

SegúnRidleyy col. (1977), los diferentesmecanismosde metilacióndependende

los potencialesestándarde oxidoreducción (E0) de los pares redox considerados

(Tabla11).

Los elementos para los que los valores de E0 son superiores a + 0.8V, reaccionan

en su estadodeoxidaciónmáselevadocon un carbaniónparadar el metalmetiladosin

modificaciónde su estadode oxidacióninicial (sustitucióndirecta).Estoselementosson

aquellosen los que el estado de oxidación más bajo no se oxida fácilmente. Los

elementosqueseoxidanmásfácilmentesonmetiladosporvía radicalo por transferencia

de un carbanión,conunaoxidaciónconcomitantedel metal.

:14
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Tabla II: Potencialesestándarde oxidoreducciány mecanismosdemetilacián (Ridlcy y col.,1977).

Sistema redox E0 (V> Mecanismo

Pb(IV) ¡ Pb(II) + 1,46

Sustitución directa

de un grupo metilo
(CH;)

+ 1,26

+ 1,15

I-fg(II) ¡ Flg(0) +0,854

+0,678

Metilación por (CH
3

t)

ó (CH
3.) con oxidación

<leí metal

As(V) 1 As(Ill)

en medio ácido

+0,662

Sn(IV) / Sn(II) ÷0,154

Pb(II) / Pb(O) -0,13

Ge (IV) / Ge(II) -0,13

Sn(II) / Sn(O) -0,14

Cr(III) / Cr(II) -0,41

As(V) / As(III)
enmedio básico

-0,67

a) Sustitucióndirecta

Paralos metalesqueen suestadode oxidaciónmáse]evadono dispongande un

par de electronesdisponibles,el grupo metilo es transferidoal metal en forma de

carbanión (CFI;>. El carbanión metilo proviene generalmente del agente metílante

biológico, la metilcobalamina, pero puede también provenir die otras especies

organometálicaspresentes en el medio, por ejemplo (CiH3)1Sn~ o (CH3)3Pb
t

(transmetilación).En estecasono hay cambiodel estadode oxidacióndel metal.

15
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Parael ión mercúrico,en disolución acuosaen presenciade metilcobalamina,la

reacciónpuedeescribirsede la siguienteforma:

CH3CoB12 + + H20 >. CH3Hg~ + H2OCoB,2~ (E 1)

ib) Adición radical

Loselementosquetienenun electrónlibre y quepuedenseroxidadosa un grado

de oxidación establepuedensufrir una metilación por una transferenciadel radical

metilo. Se conocenvarias posibilidadesde ataquepor vía radical.La metilcobalamina

puedeperderen ciertascondicionesun grupo metilo en formade radical CH3 después

de la rupturahomolíticadel enlaceCo-C.Esteradical metilo se transfiererápidamente

al metal.

En el casodel estaño,por ejemplo , el mecanismopuedeser esquematizadode

la siguienteforma (Fanchiangy Wood, 1981):

CH3CoB12 + Sn(II) —~ CH3Sn(III) + Coll,2~ (E 2)

CH3Sn(III). 02 > CH3Sn(IV) (aeróbica) (fl3)

CH3Sn(III). + H2OCoB12~ >. CH3Sn(IV) + H20 + CoB12. (E 4)

c) Adición oxidante

Los metalesde potencialde oxidación bajo puedensufrir este tercer tipo de

metilaciónsi el agentemetilante es capazde oxidar el metal. Este mecanismoestá

relacionadocon losprocesosanteriores.Así, un elementoinorgánicofácilmenteoxidable

es transformado,por un procesode adición oxidante,en unaespeciemetiladacon un

grado de oxidación dos unidadesmayor. En el caso del estaño esquematizadoa

continuación,el estaño(II) esoxidadoa estaño(IV) y metiladosimultáneamente.

16
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CH3I + Sn(lI)(acact ~ CI-l3Sn(IV)(acachl (E 5)

(acac enlacebidentadoacetilacetona,CH3COCH-COCH3)

d) Adición del carbocatiónCH3
t

Este mecanismose llama a menudoel mecanismode Challenger,ya queeste

autor fue el primero en formularlo (Challenger, 1945). La adición directa de un

carbocatiónmetilo (CH
3~) sobre un metal de grado de oxidaciónbajo proporcionael

metal metilado con un grado de oxidación dos unidadesmayor. Los cationesmetilo

puedenprovenirdediferentesfuentes,comola 5-adenosilmetionina.La transferenciade

carbocatiónparalos procesosenzimáticosde la metilacióndel arsénicoesbienconocida

(Challenger,1978):

CI-13
t + As(IIJ)(OI-I)

3 >. CI-I3As(OH%
t

CH
3As(OI-I)3~ >. CI-I3As(V)O(OHL + 1-1~ (E 7>

e) Transmetilación

Para ciertos elementosen determinadascondiciones, la metilación puede

producirsepor mecanismosabióticos de transmetilación(Chau y col., 1987). Este

mecanismoes posible para diferentes metales,pero se conocesobre todo para el

mercurio.El grupo metilo quese transfiereal metalinorgánicoprovienede unaespecie

organometálicametiladapresenteen el medio:

(CH3tSn~ + Hg?~ ~ (CH3)2Sn
2t + CH

3Hg~ Ok 8)

(CH3)3Pb~ + Hg
2~ >. (CHO

2Pb
2t + CH

3I-Ig
t (E 9)

17
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1.1.2.- La transformación de los compuestos organometálicos

Los compuestosorganometálicospresentesen el medio ambiente,ya seande

origen antropogénicoo resultadode reaccionesde alquilación naturales, están en

permanenteevolución.

Las modificacionesque sx.ifren los compuestosorganometálicosen el medio

ambientedependendenumerososfactores,entrelos quecabedestacarla concentración

de azufrey oxígeno,el pH, la salinidad,la temperaturay la intensidadde las radiaciones

13V.Las transformacionesquímicasde los compuestosorganometálicosmásinteresantes

en el medio ambienteconciernenesencialmentea los grupos orgánicosenlazadosal

metal. Estas transformacionesse acompañande un aumento (metilación) o una

disminución(degradación)del númerode enlacesmetal-carbono.

Existe tina competenciapermanenteentre las diferentesreaccionesquímicas

posiblesde los organometálicospresentesen basea su cinética.Estas cinéticasno se

conocentodavíabien y resultadifícil cuantificarlas diferentestransformacionesde las

formasquímicasde los metalesy la distribución de las formas organometálicasen los

diferentescompartimientosdel ecosistematerrestre.Las transformacionesquímicasde

los metalescontrolanmuy estrechamentesu toxicidady su cinéticade transferenciaen

los medliosnaturales.

1.1.3.-Principalescompuestosorganometálicos.Toxicidad y aplicaciones

Debido a que la toxicidad de los compuestosorganometálicoses altamente

dependientede la especiequímicade quese trate, esimportanteconocersusdiferentes

fuentes antropogénícasy estudiar la influencia que tienen en el medio ambiente.

Además,aunqueen muchoscasosla forma inorgánicadelelementoes inocua,en otros

casosocurre lo contrario, siendo las especiesinorgánicaslas mástóxicas, como por

ejemplo el arsénico,Por todo esto, es importanteconocer los compuestosde los
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elementoscapacesde formar organometálicosestablesen el medio ambientey cómo

puedenéstosmodificar el ciclo biogeoquimicode dichosmetalesen la biosfera.

LL3X- Los compuestosdel estaño

La presencia de compuestos organoestánnicos en el medio ambiente debe

controlarsecuidadosamente,dadosu gran uso industrial y multitudde aplicaciones.Los

grados de oxidación que se encuentran generalmente en el medio ambiente son II y IV.

Los compuestos orgánicos del estaño poseen las siguientes estructuras: R4Sn, R3SnX,

R2SnX2, RSnX3, en las cuales R puede ser alif ático (metilo, etilo, butilo, octilo,...) o

aromático (fenilo), y X, grupo aniónico, es generalmente un fluoruro, óxido, hidróxido,

carboxilato o tioxalato, Los compuestos más interesantes son principalmente los di o

trisustituidos.

La toxicidad de los compuestos organoestánnicos aumenta proporcionalmente con

el número de grupos alquilados ligados al átomo de estaño (Blunden y col, 1985) y

depende del tamaño del grupo alquilado:

R3SnX R,Sn> R2SnX2 > RSnX3 > SnX4

El estaño en forma inorgánica (mineral o sales) presenta numerosas propiedades

y su empleo se sitúa, esencialmente, en los sectores industriales. Las aplicaciones de las

formas del estaño orgánico son variadas: catalizadores, agentes estabulizantes

(particularmente para los polímeros y el PVC), agentes biocidas y fungicidas para la

agricultura,pinturaso protecciónde la madera(Blundeny Chapman, 1986).

Acausadesusmúltiplesusos,los organoestánnicostienennumerosasposibilidades

de entrar en el medio ambiente. En el aire, su introducción procede fundamentalmente

de tratamientos biocidas, de la incineración de restos de materiales tratados o

estabijizados por organoestánnicos, o de la pulverización de organoestánnicos sobre
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vidrio a alta temperatura para producir películas de SnC2. En el suelo, la presencia de

organoestánnicosprovienede las utilizaciones agrícolas, de la conservación de la madera

y delenterramientode residuos.En el agua,seviertencompuestosorganoestánnicospor

las pinturas antisuciedad de los barcos, el lavado de los suelos y de los materiales en

PVC. Son bien conocidos los problemas causados por la presencia del tributilestafio

empleado como aditivo en la pintura de los barcos, en la extinción de moluscos bivalvos

tales como ostras, almejas y otros organismos marinos.

Se ha estudiado la metilación del estaño en el medio ambiente ya que se han

detectado compuestos metilados de estaño en aguas no contaminadas (Maguire y col.,

1986; Donard y col., 1986; Rapsomanikis y col., 1987). El estaño inorgánico en sus

diferentes grados de oxidación puede metilarse en el medio ambiente. Las especies

formadas no son necesariamente las mismas en función del grado de oxidación de la

especie de partida y de las condiciones. Igualmente, parece posible que especies ya

alquiladas sean metiladas en el medio ambiente, habiendose detectado especies mixtas

metiladas y butiladas (Maguire, 1984>.

Varios autoreshan demostrado que el Sn(If) y el Sn(IV) pueden transformarse

en los sedimentos en derivados metilados, tales como el tetrametilestaño (Guard y col.,

1981; Chau y col., 1981; 1-lalIas y col,, 1982; Rapsomanikis y col., 1987).

Los mecanismos de metilación del estaño pueden producirse por adición oxidante

de un grupo CH3~, ataque nucleófilo por CH3- o por un ataque radical por CH3 .El

Sn(II) o el Sn(IV> pueden reaccionar con el yoduro de metilo (CH3I) en medio acuoso

para dar diferentes compuestos (Chau y col,, 1981>. La biometilación de Sn(II) puede

llevarse a cabo por una capa de bacterias puras obtenidas en condiciones naturales

(Ashby y Craig (1987)). También pueden metilarse tanto el Sn(ll) como el Sn(IV> por

procesos de transmetilación en presencia de <CH3)3Pb
t, para dar compuestos

monometilados (Chau y col., 1987>.
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Los mecanismos de metilación del estaño son bastante conocidos, pero es muy

difícil evaluar la cinética de estas reacciones. Además, las especies metiladas formadas

se pueden recombinar entre ellas o con otros metales o bien desmetilarsede nuevo.

1.1.3.2.- Los compuestos de mercurio

Los compuestos organomercuriales son los organometálicos más estudiados ya que

han sido el origen de varias catástrofes ecológicas importantes.

La toxicidad de los compuestos monoalquilados de mercurio de cadenas cortas,

y particularmentedel metilmercurio,es muy importantepor su fuerte tendenciaa la

bioacumulación y su débil capacidad de ser degradados. El enlace mercurio-metilo es

muy estable en la mayor parte de los organismos y sus propiedades de liposubilidad le

permitenatravesarlas membranascelularesy la barrerasanguíneadel cerebro.Además,

pueden unirse a enlacesbiológicos que conducena tiemposde vida media de estas

especies en el hombre mucho más largos (60-70 días) que para las especies inorgánicas

(3-4 días) (Craig,1986b). El metilmercurioatacaparticularmentelas funcionesmotrices

del sistema nervioso.

Los usos más importantes del mercurio inorgánico se sitúan en los sectores

industriales de fabricación de baterías eléctricas, pinturas y síntesisorgánicas.Lasformas

organometálicas del mercurio (qH5HgX, CH3I-IgX, C6H5HgX) se utilizan en el

tratamiento de granos de cereales, fungicidas, bactericidas o catalizadores en la

producción de productos químicos. Otras formas más complejas de compuestos

organomercurialesestáncontenidasen productosfarmacéuticosy medicamentos,ya que

poseencaracterísticasinteresantesfundamentalmentecomobiocidas(Craig, 1986b).

La biometilación del mercurio da lugar a la formación de monometil-Hg cuya

toxicidad se demostró dramáticamente en Minamata (Japón) causando la muerte de más

de un centenarde personas(Kudo y Miyahara, 1991).
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En la bibliografía pueden encontrarse numerosos estudios acerca de este proceso

de biometilación,La conversiónde mercurioinorgánicoen metilmercuriofue descrita

por primera vez por Jensen y Jernelov (1969). La metilación del mercurio se produce

tanto en medio aeróbico (Masson y Fitzgerald, 1990) como anaeróbico, pero los mejores

rendimientos parecen producirse en zonas oxidantes anaeróbicas, donde se encuentran

una gran variedad de microorganismos. En condiciones mas bien ácidas y neutras se

forma el metilmercurio, mientras que el dimetilmercurio se genera en condiciones más

básicas (Craig, 1986b). Numerosas moléculas formadas en procesos biológicos, que

pueden ceder grupos metilo al mercurio, están disponibles en medio acuoso. La

metilcobalamina es la más conocida de estas moléculas. Su reacción con Hg(II) en medio

acuososepresentóen la Ecuación 1, El metilmercuirioformadopuedeser metiladode

nuevo por la metilcobalamina para dar dimetilmercurio, pero esta última etapa es mucho

más lenta que la formación de metilmercurio (Tanzer y col. 1974). Por otro lado, el

dimetilmercurio puede aparecer después de la reacción del metilmercurio por

dismutación en presencia de un ión sulfuro (Parris y col. 1977). El dimetilmercurio así

formado es volátil y puede por tanto, pasar a la atmósfera,

La transferencia de un carbanión al mercurio inorgánico puede igualmente

producirse en zonas contaminadas por procesos de transmetilación de otros metales

metilados. Igualmente, se ha propuesto una metilación de mercurio por bacterias sulfato

reducidasque son los organismosprincipales de la biometilación en sedimentos

(Compeau y Bartha, 1985).

1.13.3.- Los compuestos de plomo

De todos los organoplúmbicos, las formas trialquiladas son las más neurotóxicas

para los mamíferos (Grand ¿lean y Nielsen, 1979) y se sabe que las formas tetraalquiladas

se degradan rápidamente en especies trialquiladasdespuésde la ingestión.En la

Tabla III sepresentanlas dosisletalesde los distintos compuestosorgánicosdeplomo

paralas ratas(Qrandjeany Nielsen,1979).
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Tabla III.- Dosis letales (DL50) de los compuestosplúmbicos para las ratas (Grandieafl y Nielsen,

1979).

Compuestos DL50 (mg Pb /Kg)

Tetraetilplomo 15

Trietilplomo 20

Tetranietilplomo 80

Trimetilplomo <36

Los primeros compuestos organoplúmbicos se prepararon en el siglo XIX por

reacción del hidruro de etilo con plomo metálico (Lówig, 1853 y Cahours, 1853). Los

diversosestudiossobrela químicadeestoscompuestoshanllevadoal descubrimientode

las eficacespropiedadesantidetonantesdel tetraetilplomo(Midgley y Boyd, 1992), Los

aditivos antidetonantes de plomo son derivados tetraalquilados, incluyendo el

tetraetilpiomo, el tetrametilplomo y sus tres derivados mixtos (Radojevie, 1989).

Aproximadamenteel 98% de este plomo se convierte en plomo inorgánico durante la

combustiónde la gasolinay el restoseemitesin modificaciónal medioambiente(I-Iewitt

y Rashed, 1988). Una vez en la atmósfera, el tetraalquilplomo se descompone

fotolíticamentey produceespeciestri- di- y monoalquiladas de plomo.

El empleo de compuestosíetraalquiladosde plomo para otras aplicaciones,

industrialeso comerciales,que no seacomo aditivo de la gasolina,ha sido severamente

restringidopor consideracionesdesaludpúblicay parala proteccióndel medioambiente.

Sin embargo, estos compuestosse han utilizado como agentesalquilantes en la

fabricaciónde fungicidasmercúricos.Sepropusieronigualmenteparala conservaciónde

maderay algodón,pesticidas,aditivosdelubricantes,agentesantisuciedady catalizadores

(ShapiroFI. y Frey, 1968).El trifenilplomo seutilizó enbaja proporciónen las pinturas

antisuciedaden medio marino. La producción de tetraalquilplomo se consideró

responsablede la aparición de elevadasconcentracionesde alquilplomo en ciertos

23



Compuestos inorgánicos y organomelálicos

medios acuáticos (Wong y col., 1989>. Además, estos compuestos y sus productos de

descomposición pueden contaminar el agua después de acumularse en los sedimentos.

Si su tiempo de vida media es lo suficientemente largo puede haber incluso

bioacuinulación en la fauna y flora acuáticas.

Lapresenciade algunasespeciesorganoplúmbicasen el medioambienteacuático

hacepensarqueseproducentransformacionesquímicasy biológicasde los alquilplomo

deorigenantropogénico(hidrólisis,fotólisis, dialquilaciónbiológica, metilación)después

de la entradade estoscompuestosen el medio natural. Se ha demostradoun claro

predominio en el medio ambiente de las formas trialquiladas que proviene de su gran

solubilidad en aguay su baja volatilidad (Hewitt y Rashed,1988). Sin embargo,no

existen actualmentepruebas suficientesque permitan afirmar que se produce la

metilaciónde plomo en el medioambiente.

Chauy col. (1987) demostraronquelas especiesmetiladasdle plomopuedendar

lugara la formaciónde derivadosmedIadosdeSn(II) y Sn(IV> por transmetilación,pero

queel Pb(IV) no puedeaceptarun grupo metilo a partir de As, Sn o l-Ig. Walton y col.

(1988) demostraronigualmenteque las salesde plomo(II) puedenser metiladaspor

sedimentosbiológicosactivos.

1.1.3.4.-Los compuestosde selenio

El interés por los compuestosdel selenioes másreciente que para las otras

especiesorganometálicascitadasanteriormente.

Al igual queocurreparael arsénico,las formasinorgánicasdeselenioson las más

tóxicas,y en especialen su gradode oxidación(IV). Paralas especiesorgánicas,el ión

triinetilselenonio((CH3)3Se~)esel quepresentala toxicidad máselevada,Sin embargo,

el selenioesun elementoesencialparanumerosasespeciesanimales,incluido el hombre.

Esteelementoesun componentede la glutananiidaperoxidasa,que esnecesariapara

el metabolismoy la reacciónde H202 y de lípidos peroxidadosen la células.
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Los organoselénicos sintetizados son utilizados por sus propiedades terapéuticas,

antiinflamatoriasy antibióticasy enquimioterapia.Susaplicacionesindustrialessesitúan

en el campode los polímeroscomomaterialessemiconductoreso fotoeléctricos(Chau,

1986).

Los compuestosorgánicosdel selenio queseforman principalmenteen medios

vivientes, talescomo los derivadosproteínicos,no tienen aún aplicación comercialo

médicasignificativa.

La biometilacióndelseleniohaadquiridoun interéscrecienteenlos últimos años.

Las especiesque resultan de la metilación del selenio son principalmente el

dimetilselenio ((CH3)25e), el dimetildiselenio ((CHO2Se2) y el trimetilselenonio

((CH3)3Se~). Se han propuestonumerososmecanismosde formación de derivados

metiladosdeselenio(Chau,1986),ya queesposiblequela metilaciónde esteelemento

seaun procesodedesintoxicación,dadoquelasespeciesinorgánicassonmástóxicasque

la mayor parte de los compuestosorganoselénicos.Además,se han descrito varios

mecanismosde metilación de selenio inorgánico (Se(liV)) por microorganismos

(Challenger(1951); Reamery Zoler (1980)).

La formacióndeselenometionina,selenocisteinau otrasespeciesorganoselétilcas

tiene lugar en las plantas, pero puedenproducirsetransformacionesdespuésde la

ingestión de estasespeciespor los animales.La forma dominantedel selenioen los

tejidos de los mamíferoses la selenocisteina,que resultade una conversiónde la

selenometionina.Numerososestudiosmuestranquelos diferentescompuestosdelselenio

se metabolizan por dos caminos principales: reducción seguida de metilación o

incorporacióndirecta en las proteínasformando directamenteácido amino selénico

(Ganther,1986).
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14.3.5.- Los compuestosde teluro

El teluro presentaun comportamientoquímicoparecidoal delselenioy sepodría

esperar que sus efectos biológicos fueran similares a los de éste. Sin embargo, no se

conocequeseaesencialparalos organismosvivos (Karlsony Frankenbergen,1993).

Se disponede pocainformación sobrela presenciade compuestosalquiladosde

teluro enel medioambiente,peropareceposiblequesu devenirseael mismo queel del

selenio(Wood, 1974).En cuantoa losumbralesde toxicidaddelos compuestosorgánicos

de teluro, son poco conocidosy contrariamenteal selenio, la alquilacióndel teluro no

disminuyesu toxicidad.

La metilaciónde teluro se ha estudiadomenosque la de selenio.Sin embargo,

parecequeel teluro puedeser metiladopor procesosdetransmetilaciónenpresenciade

dimetilselenitiro ((CI-13)2Se) antes que por procesosdirectos de metilación biológica

(Flemingy Alexander, 1972). Por otro lado, bacteriasy microorganismoscapacesde

mellar al selenio,puedenproducir,en ausenciadel mismo, (CH3XTe, (CI-13)Te2y otro

compuestoaúnno identificado(Chasteeny col., 1990).

1.1.3.6.-Los compuestosde germanio

Se han identificadotrescompuestosde germanioen aguasnaturales(germanio

inorgánico,monometilgermanio(MMGe) y dimetilgermanio(DMGe)). Las especies

medIadasrepresentanel 70%dela cantidadtotal conocidade germanioenaguademar,

y estánrel)artidasuniformementea travésde todoslos océanos.Lasespeciestrimetiladas

(TMGe), que se producenen los sedlimentos,no se han detectadoen aguasdulceso

marinas. Estos compuestos son menos estables y pueden ser desmetiladosen

dimetilgermanioo puedenentraren la atmósfera(Lewis y Mayer, 1993).
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Parece que el metilgermanio se produce en los continentes y pasa a convertirse

en germanio inorgánico en medios ambientales anóxicos (Lewis y col. 1989). La

posibilidadde metilar el germaniono parecedependerúnicamentedel tipo debacterias

presentesen el medio,sino que mas bien se rige por unainteraccióncomplejaentrela

poblaciónbacterianay variosparámetrosfísico-químicostalescomoel pH, la salinidad,

la fuerza iónica, etc. Todos estosfactorescomplican la localizaciónde la producción

activade compuestosmetiladosdegermanioen el medioambiente,pero las condiciones

necesariassereúnenen zonascontaminadas(Lewis y Mayer, 1993).

1.1.3.7.-Los compuestosde antimonio

El comportamiento químico del antimonio es parecido al del arsénico; sin

embargo,esteelementohasidomenosestudiadoy el comportamientode los compuestos

alquiladosde antimonioen el medio ambientees mucho menosconocidoque el del

arsénico.Lasespeciesquegeneralmenteseencuentranenel medioambientesonlasdos

formas inorgánicas (Sb(III) y Sb(V)), y los ácidos mono- y dimetilantimónico

(CH3SbO(OHt y (CH3tSbO(OH)). En ciertos casos, las cuatro especies citadas

anteriormentepuedenestarpresentesen la mismamuestra(Andreae,1983).En las aguas

naturalesla proporcióndeantimonioinorgánicoesmásimportantequela delas formas

orgánicasy estáprincipalmentecomo Sb(V) (Andreaey col., 1981).

Al igual que el arsénico,los compuestosorgánicosdel antimonio son menos

tóxicos que sus homólogosinorgánicosy la metilaciónpuedeservir como procesode

desintoxicaciónpara los organismosmarinos.

Aunque la alquilaciónbiológicadel antimonioen las algasha sido descritapor

varios autores, la fuente de especies metiladas del antimonio no se conoce

verdaderamente.Sehanrealizadopocasexperienciasen laboratoriodirigidas aestudiar

los procesosde metilacióndel antimonio encomparacióncon las quesehan realizado

para el arsénico.Sin embargo un trabajo dirigido por Barnard (1947) demostróla
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producción de formas volátiles del antimonio a partir de cultivos de “penicillium

notatum’.

Se han determinadocompuestosmetiladosde antimonioen aguade mar y es

posible,basándoseen el comportamientodel arsénico,queesténtambiénpresentesen

las algas, invertebradosmarinosy peces.Sin embargo,no hay indicación de que se

produzcala alquilación del antimonio orgánico en los mamíferos.Por otro lado,

contrariamenteal arsénicotrivalente, el antimonio no es metilado en vivo. Estudios

sobreel comportamientodel Sb(III) y Sb(V) enanimalesde laboratoriohandemostrado

quedespuésde la absorción,todo el antimonioseelimina enforma inorgánica(Vahter

y Marafante,1993).
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1.2.-LOS COMPUESTOSORGÁNICOS E INORGÁNICOS DELARSÉNICO EN

EL MEDIO AMBIENTE

El arsénico es un importante agente tóxico del medio ambiente en el que entra

a partir de varias fuentes antropogénicas. Desde un punto de vista biológico y

toxicológico, esnecesarioconocerla distribuciónde las especiesquímicasdel arsénico,

ya quesuspropiedadestóxicasvaríanampliamenteenfunción de dichaforma química.

Muchosorganismos,incluido el hombre,transformanquímicamenteel arsénico

inorgánico.Los ácidosmetilarsónico(MM.A), dimetilarsénico(DMA) y fenilarsónico,

varios ésteresorgánicosde los oxiácidos de arsénicoy las alquilarsinasvolátiles son

algunosde los productosconocidosde estastransformacionesbiológicas.Es obvio que

no es posibleuna valoración exacta del desarrollotoxicológico del arsénicosin el

conocimientode las concentraciones,formasquímicase interaccionesde las distintas

especiesmolecularesimplicadasen la cargatotal de arsénicoen el medio ambiente.

1.2.1.-Compuestosde arsénico

Los estadosdevalencianormaldel arsénicosonIII y y, comoen el ItAs, MF3

y AsF5, mientrasqueel númerode coordinación para el arsénicocubreel rango de

3 (AsF3), 4 (As(CI-I3)4~),5 (AsF5)y 6 (AsF¿).El estadode oxidacióndel arsénicoen sus

compuestos,como paracualquierelemento,dependede un modelo de distribuciónde

cargaen los enlaces.El modousual de estimaciónde estadistribución de carga es a

travésde la electronegatividadrelativade los átomosinteresados.Segúnlos valoresde

electronegatividaddecadaelementoel enlaceAs-X estápolarizadoAs~~ - - - X~ cuando

X=C,OyS.

Dentro de los compuestosde arsénico,en función delestadode oxidacióncon

queparticipe esteelemento,sepuedendistinguir tresgrupos:
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1.21.1.- Combinacionesdel arsénico en estadode oxidación (-III)

El compuesto más importante de arsénico en estado de oxidación(-III), desdeel

punto de vista analítico, es la arsina, ItAs. Sus puntos de fusión y ebullición son de -117

y -550C, respectivamente. La arsina es un agente reductor fuerte, incluso frente a

numerosos agentes oxidantes débiles. Otros compuestosconocidos que contienen

arsénico en estado de oxidación (-III) son Na
3As, Ca3As2, Zn3As2, AlAs. En la naturaleza

pueden encontrarse diversos arseniuros o sulifoarseniuros como la niquelina (AsNi), el

mispíquel(SAsFe),etc.

1.2.1.2.-Combinacionesdel arsénicoen estadode oxidación (III)

Conesteestadode oxidaciónseforma el trióxido As2O3, los arsenitosy el catión

AsO~(frecuentementeformulado comoAs
3~), todos ellos de gran interés analíticoy

toxicológico.En disoluciónacuosapuedeexistir comocatión,hidróxido,oxi-ión negativo

e ión negativosulfarsenito,

El As(III) tieneunaespecialtendenciaa formarcompuestosconciertosradicales

orgánicos.Tienen interés analítico los derivadosdel ácido arsenioso,entre los que

podemosencontrarcompuestosde trialquilarsénico y ésteresde ácidos arseniosos.

Tambiénson importantesel cacodilo (CH
3)2=As-As==(CH3)2y el óxido de cacodilo

(CH3)2==As-OAs=(CH3)2.

1.2.1.3.-Combinacionesdelarsénicoen estadode oxidación (V)

El másconocidoesel pentóxidode arsénico,As2O5,cuya toxicidadesmenorque

la del As2O3. Además, el efecto tóxico del ácido arsénicodisminuye notablemente

cuandose sustituyenlos gruposOH por radicalesorgánicosquepuedenconferir a la

molécularesultanteinteresantespropiedadesfarmacológicas.Entre estoscompuestos

tenemosla arsenobetaina(AsB), la arsenocolina(AsC), el ácido metilarsónico(MMA),

ácido dimetilarsénico(DMA) y el ácido tetrametilarsénico(TMA).
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1.2.2.-Especiesmás importantes en el medio ambiente

Las especies más importantes de arsénico identificadas, fundamentalmente en

muestras medioambientales de origen marino, son: arsenito, arseniato,MMA, DMA,

AsB y AsC. Los parámetros físicos y químicos de estas especies se muestran en la Tabla

Iv.

Tabla IV.- Fórmulas y parámetros físicos y químicosde las especiesde arsénicomásimportantes
en muestras medioambientates.
a Handbook of Chemistry aud Physics
b Kortu y col. (1%1)
e Hanseny col. (1992)

Nombre Formula Otilmica Cies de disociación A Reí.

Arsenilo As — o~ 9.2 197 a

0• 2.3

Arseniato O—As—O’ 6.9
11.4

a

MMA

0-13

HO—As—OH

2,6

82

b

CH3

DMA
HO—As—CH3 1.28

62
194 C

Arsenobelnina

CH3

CH3 — 1? — cn2coo 2,18 <190 C

CH3

Arsenocolina CH3 — — CH2CH2OH, Br’

(y3

Desconocido 199
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Los ácidos arsenioso, arsénico, MMAy DMAson compuestos capaces de formar

el hidrurocorrespondientemediantereacciónconun reductorfuerte(NaBI-14) enmedio

ácido.Tanto el ácido arseniosocomo el ácido arsénicodanlugar al mismo hidruro, la

arsina (H3As). El MMA y DMA formanmonometilarsina,CH3-AsH2,y dimetilarsina

(CH3h-AsI-I, respectivamente.Los puntosde ebullición de los hidruros respectivosse

muestranen la Tabla 1’. La arsenobetainay arsenocolinano forman hidruros.

rabia y.- Caracleristicas de las distintas formas dc hidruros de arsénico.

Compuesto Hidruro Punto de ebullición (
0C)

HAsO
2 H3As -55

H3AsO4 FI3As -55

CH3AsO(Ol-I)2 CH3AsR2 2

(CH3)2AsO(OH) (CH3)2AsH 35.6

1.2.3.-Formación natural de los compuestosorgánicosdel arsénico

Las transformaciones químicas y biológicas que este elemento puede sufrir en el

medio natural son reacciones de oxidación, reducción y metilación, que modifican el

comportamiento de las diferentes especies consideradas. La metilacióndel arsénicono

sólo puede producirse en las aguas dulces sino también en medio marino, pudiendo

generar especies mono, <ji o trimetiladas. Las especies inorgánicas de arsénico (arsenito,

y arseniato) se transforman en especiesmetiladasprincipalmenteBajo la acciónde la

S-adenosilmetionina(SAM) segregadapor mohosy bacterias,El mecanismopropuesto

por Challenger(1945)parala metilacióndel arsénicopor acciónde la 5AM comprende

diferentesetapasde oxidación y reducción que puedenser esquematizadasde la

siguienteforma:
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2C O’~ CH1’ FI
H,As’O¿ =s.....¿ ASÉIIO(OHW SJ¿ CHv-AS’0

o-
arseniato reducción arsenito rnettltición ácido ~ononietilarséxúco

Cl-’,
2e o

2 0” CIII 1-U

S2~ CH,~As”’=O ~ CH,-As’~’O

anión monometilarénico ácidodinictilarsénico

CH

1
2& o~ CI-{1 CH1 1-1 CI-b-—’AS’ .=O

CI~lcASl’LO &-.¿ CH,

anión dimetilarsénico óxido trimetilarsónico

CH’

0’

As’’’—CH,
CH3

trimetilarsénico

Los compuestosorganoarsenicalesformados en el medio ambiente son

esencialmentecompuestosmetilados,pero existenigualmentenumerosasespeciescon

gruposorgánicosmuchomáscomplejos.La produccióndeestasespeciesmáscomplejas

puedeser el resultadode la acciónde la S-adenosilmetioiiina(8AM) que es capazde

transferira los metalesotros gruposdistintos a los radicalesmetilo.

La biometilacióndelarsénicopuedeserproducidapor numerososorganismosy

la naturalezade los compuestosobtenidosy las proporcionesrespectivasson muy

variables.En los organismosterrestres,la biometilacióndel arsénico conducea su

eliminaciónpor volatización(comometilarsina,(CH3)AsFI2,dimetilarsina(CH3)2AsI-I o

trimetilarsina (CH3)3As) o por excreción (como ácido monometilarsénico

(CH3)AsO(OH)2o ácidodimetilarsénico(CH3)2AsO(OH)).Sinembargo,los organismos

marinos eliminan el arsénicobajo formas de especiessolubles (azúcareso lípidos)

(Thayer,1993).

Lasposiblestransformacionesde esteelementoenmediomarinosepresentanen

la Figura 4. La primeraetapaesla metilacióndelarsénicopor el mecanismoChallenger

descritoanteriormente.Estaetapaconduceaunaseriede arsenoazúcares(Kortu y col.,
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1961) tras la adenosilación oxidante por acción de la 5AM, seguida de una

glucoxidación. Estos arsenoazácares están presentes en concentraciones muy importantes

en las algas (Edmonds y Francesconi, 1987). La siguiente etapa es una degradación

anaeróbica (le los arsenoazúcares para formar dimetilarsinoetanol(1-lanseny col., 1992).

Finalmente,la arsenobetainapuedeser sintetizadapor dos víasdiferentes,a travésde

procesosde oxidacióny metilacióndel dimetilarsinoetanol(Cullen y Reimer,1989).

1

ci’,

O = As— CII, CII, Oil

ci’,
‘o

SEDIMIgN’J’OS

Figura 4.- Formación de distintos compuestosorgánicos del As en modios marinos (Edmonds y
Francescoal,1987).
1: Arseniato; 2: arsenito; 3: MMA; 4: dihidróxido do monometilarsénico;
5: DMA; 6: monohidróxido de dimetilarsánico; 7, 8: nucleáxidos;
9: arsenoazúcar; 10: dimetilarsinoetanol; 11: Acido dimetilarsinoacético;
12: arsenocolina; 13: arsenobetaina.

r

1) OS CO¡It

— ainieri,I,Lco

CII,

O As ‘— CII, COOII

Cii,

II

CII,

CII,— As’— CII, CII, Oil X

CII,
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1.2.4.-Fuentesde introducción y aplicacionesdel arsénico en el medio ambiente

La historia química de los compuestos orgánicosde arsénicose remontaa 1760,

cuandoCadety Gassicourtdestilaronuna mezclade anhídridoarseniosoy acetatode

potasio.Obtuvieronun líquido pesado,inflamable al airey de olor muy desagradable.

Este líquido se conoceahora con el nombre de “Licor humeantede Cadet”. Este

producto ha sido estudiadopor un gran número de eminentesquímicos(Berzelius,

Dumas,Bunseny Bayer),y el elementoprincipal de estamezclaha sido identificado

como oxido de bis-dimetilarsénico[(CH3)2As]20.El trabajo de Cadetrepresenta,en

efecto,la primerasíntesisde compuestosorganometálicosen laboratorio.La químicade

los compuestosorganoarsenicalestuvo de nuevointerésen el siglo XIX en Inglaterra

y Alemania.Numerosaspersonasseenvenenarona causade la presenciade arsénico

en el yesoquerecubríalos murosy en los papelespintadosdondelos coloranteseran

a basede pigmentosde arsénico.El compuestotóxico fue identificadopor Challenger

como trimetilarsina((CH3)3As) (Challenger,1945).Estequímico esconsideradocomo

el pionerode la químicadelos organometálicosen el medioambientey de la metilación

de los metalespor los microorganismos.Los estudiosde Ehrlich acerca de las

propiedadesfarmacológicasde los compuestosorganoarsenicaleshan conducido al

descubrimientodeunamoléculaarsenicalquellegóa serun medicamentoeficazcontra

la sífilis y otras enfermedadesinfecciosas.

Los compuestos de arsénico son frecuentementeutilizados, de ahí su

omnipresenciaen el ambiente.Por la acción antropogénicase introducen 124 mil

toneladaspor añode arsénicoal medioambienteprocedentede las minas,las industrias

y la combustiónde carburantesfósiles. Por mediosnaturales(volcanesy deriva de

continentes)se introducen2800 toneladaspor año. Las fuentesmás importantesde

partículasen suspensiónde arsénicoson las fundicionesde metales(principalmentede

níquel-cobre),combustiónde carbón,volcanesy empleode pesticidas.Las principales

fuentesdearsénicoen el medioambienteprocedende su empleoen:
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Usos industriales:

- Producción de aceros industriales.

- Fabricación de pinturas, vidrio, esmaltes, cosmética y cerámica.

- Industria textil y de curtido.

- Manufactura de fuegos artificiales.

- Fabricación de semiconductores, circuitos integrados, diodos,

detectores de infrarrojos y tecnología láser.

Usos agrícolas y áreas relacionadas:

- Herbicidas, fungicidas, alguicidas.

- Insecticidas.

- Fosfatos.

- Conservantes de la madera.

- Desecantes para la recogida mecánica del algodón.

Suplementación mineral de los piensos:

- Utilización de ácido arsenílico en la alimentaciónde cerdosy

aves de corral para promover su crecimiento.

Usos farmacéuticos y terapéuticos:

- Utilizados en el tratamiento de:

- Enfermedades parasitarias.

- Anemia, por la influencia en el metabolismo del zinc y el manganeso.

- Artritis, reumatismo,asma, infecciones del tripanosoma,

tuberculosisy diabetes.

- Tratamientode la sífilis.

- Estimuladoresde la producciónde hemoglobina.
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12.5.-Aspectos tóxicos y biológicos

Los elementos metálicos juegan un papel primordial en el organismo humano. Por

lo tanto, las concentraciones de los elementos metálicos se deben mantener entre límites

muy estrechos, variables de uno a otro elemento, pero siempre a niveles de trazas (Mg/g)
ti

o ultratrazas (ng/g), por lo que reciben la denominación genérica de ‘elementostraza

Existenelementosqueendefectosoncausantesdediversasenfermedades,mientrasque

en excesoproducenefectostóxicos.

Los efectostóxicosdel arsénicoson ampliamenteconocidos.Hoy endíasesabe

quesu toxicidad dependeengran medidadelestadode oxidaciónenque se encuentre

y del radical al queestéunido.

Lasespeciesinorgánicasdearsénicosonlasmástóxicassiendola toxicidadde los

compuestos,por ordendecreciente,la siguiente:

As(III) > As(V) > MMA> DMA > Arsenocolina> Arsenobetaina

Las formas inorgánicas son las que se retienen preferentementeen los

organismos,y son las mástóxicas.Estojustifica la necesidadde controlarla cantidadde

arsénicoaportadoen la dieta alimenticia, así como el gran interés existente en la

determinaciónde las distintasespeciesde arsénico.

El LD50 (dosis letal para el 50% de la población)en ratas para las distintas

especiesde arsénicosemuestranen la Tabla VI (Kaise y Fukui, 1992>.

Las principalesvíasde accesodel arsénico al organismohumanoson la piel, el

sistemarespiratorio y el digestivo, debido a su presenciaen la atmósferapor las

emisionesindustrialeso por la contaminaciónde las aguasy de los alimentos.

37



Arsénico

Tabla VI.- Dosisletalesde especiesde arsénicopara ratas.

Compuesto Fórmula LD50 (g Kg’)

Trióxido de Arsénico As2O3 (32.4 - 37.7) x

Ácido Metilarsénico (CH3>H2O3As 1.7 - 1.9

Ácido Dimetilarsénico (CH3)2HO2As 1.0 - 1.3

Óxido Trimetilarsina (CH3)3AsO 9.4 - 11.5

Arsenobetaina (CH3)3CH2CO2As > 10

Arsenocolina <CH3)3(CH2)2OHAs~ 5.8 - 7.2

Yoduro de Tetrametilarsénico (CH3)4A? 0.8 - 1.0

Las especies de arsénico son fácilmente absorbidas en el tracto intestinal, La

cantidad total absorbida depende de la especie química de que se trate y de la totalidad

de arsénico en la dieta, Una vez absorbido, se distribuye en todos los órganos y tejidos

como un complejo proteínico. Los arseniatos tienden a ser rápidamente excretados por

los riñones y no se acumulan, pero los arsenitosseunen a las proteínastisularesy se

concentran en los leucocitos, acumulándose finalmente en el pelo, uñas y piel.

En cuanto a la contaminación de los alimentos, los arseniatos y los compuestos

organoarsenicales son los que aparecen con mayor frecuencia y en concentraciones más

altas. Sin embargo,el compuestomás tóxico del arsénico,la arsina,tiene muy poca

relevancia.

El arsénicopuedellegar a la cadenaalimenticiadelhombrea travésde su

contenidoen los suelos,ya quepuedeser absorbidopor las plantas.Dicha absorción
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depende no sólo de la concentración del elementoen el suelo, sino también de la

naturalezade dicho sueloy de la especiede arsénicode que setrate.

Se sabe que los productosderivadosde la pescapuedencontenercantidades

elevadasde arsénico.Recientementeseha demostradoquela mayorpartedel arsénico

detectado en pescados y mariscos se encuentra en forma organoarsenical,

fundamentalmentecomoarsenobetainao arsenoazúcares.Estasespeciesno incrementan

los niveles de arsénicoinorgánicoen orina en la especiehumana,y son rápidamente

excretadas.De estosedesprende,en general,queelevadosnivelesde arsénicoen este

tipo de alimentosno son necesariamentepeligrososparala salud.
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11.1.- INTRODUCCIÓN

La determinación de la forma molecular en la cual un elemento está presente en

el medioambientehasidoun requerimientobásicoenmuchasinvestigacionesquímicas.

Esta información es particularmente crucial debido a que el comportamiento

medioambientaldelos metales(toxicidad,biodisponibilidad,bioacumulacióny transporte

geoquimico)amenudodependecríticamentedesu forma fisicoquímica.Por lo tanto, la

determinaciónde la cantidad total de metalesno es suficiente,siendo necesario,

actualmente,identificar y cuantificarlas diferentesformasquímicasde los elementos.

Esto implica que el análisis debeconduciral conocimientode los distintosgradosde

oxidaciónde los metalespresentesbajo las formas inorgánicas,pero tambiénal de las

especiesorganometálicas,permitiendocomprendermejorla evoluciónde los metalesen

el medioambiente.

De forma general, en la determinaciónanalítica se efetúan tres tipos de

operaciones:

- Extraccióndel mediode las especiesen estudio;

- Separaciónde las mismas;

- Deteccióny determinaciónde cadaunade ellas.

MÉTODOS ANALÍTICOS PARA LA ESPECIACIÓN

DE COMPUESTOS ORGANOMETÁLICOS
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11.2.- Extracción y derivatización

El análisis de especiesorgánicase inorgánicasde metales se lleva a cabo

principalmente en tres tipos de matrices que pueden contener estos organornetálicos

- Agua dulce o demar.

- Medios biológicos:pescados,moluscos,vegetales,etc.

- Sedimentoscuyanaturalezapuedeser muy diversa.

Las cantidadesde estoscompuestosque se encuentrangeneralmenteen estos

mediosraramenteestánen concentracionesde los mg Ji’, si no másamenudoen la de

los ng 1<’; pero tambiéna bajasconcentracionessusefectosecotoxicológicospueden

manifestarse.

Si la muestraes acuosa,ciertas técnicaspuedenpermitir un análisis sin más

pretratamientoqueunaacidificación.En el caso dematerialbiológico o sedimentos,la

extracciónesunafasecrucial ya quenuncaseestásegurodehaberextraídolos analitos

completamenteo de no haberdestruidolas especiesquímicasinvestigadas.Los tejidos

biológicos trasla liofilización debenser trituradosy homogeneizadosantesdeproceder

a dicha extracción, Salvo en el caso de un análisis directo en el agua, los

organometálicosseextraenconun disolvente.Seutilizandiferentesdisolventes,perolos

máscorrientessonel cloruro demetileno,el agua,el metanol,el cloroformo,el tolueno

o el ácidoacético,quepareceparticularmenteeficazen la extracciónde tetrabutilestafio

(Desauziersy col., 1989). Las recuperacionesparaestosextractantes,calculadassobre

muestraspreparadasartificialmente,varíansegúnlos autoresdel 90 al 105% (peroen

ciertos casospuedeser muchomenor).

La extracciónpresentala ventajadepermitir, además,unapreconcentración.Por

ejemplo, MMA y DMA se puedenextraer en forma de triyoduros con algunos

disolventesorgánicos(Vasuiy col., 1978).Los extractosasíobtenidosmuy amenudono
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se pueden utilizar directamente, ya sea porque no son lo suficientemente volátiles o

porque no son adecuados para el método cromatográfico empleado, siendo necesario

una derivatización previa de la muestra.

Los métodos de derivatización más empleados, debido a su gran eficacia, son:

- Transformaciónen hidruros por reacción con borohidruro sódico en medio ácido

según la reacción:

i- NaBH4 ~ R~MeI-k.~

(x = estado de oxidaxión del metal y R = resto orgánico)

Esteprocedimientoseha aplicado con éxito a As, Sb, Bi, Sn,Pb, Se,Te,Ge y

a algunos de sus compuestos organometálicos, ya que son capaces de formar

hidruroscovalentes.

- Alquilación por NaBR4, que consiste en la adición de grupos alquilo a un mono,

di o trialquilmetal paraformar con-ipuestostetralquil sustituidos,que son más

volátiles que los anteriores, La etilación, por NaBEt4, de los metilpiomos ha sido

descrita por Rapsomanikis y col. (1986), obteniendo derivados de la fórmula

general R4Pb, que son suficientemente volátiles. El mecanismo de alquilación

para CH3Hg~ es:

3CH3Hg~ + NaB(QH5)4 + éNaOI-I ~. CI-I3HgC2J-15 + B(C21-14, + Na
4

- Reacción de Grignard, obtención de productos totalmente alquiladosque

puedendarlugar aunamejorsepararación.Se empleacomoreactivoel n-propil,

n-butil o n-pentil magnesio.El mecanismoparael trinaetilplomo es:
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(CH3)3Pb~ + (C3H7)MgCI >. (CFI3)3(C3H7)Pb+ MgCl~

Cai y col. (1993) hanrealizadoun estudio comparativoentrela generaciónde

hidruros y la etilaciónpara compuestosorgánicosde estaño.

11.3.- Separacióny determinación de las diferentes formas: métodos químicosy

técnicas acopladas

Hasta hace pocos años, las investigacionesen este campo se centraban

fundamentalmente en la determinacióndiferencialde las especiesmedianteun control

dela químicainvolucradaenel proceso.Los principalesprocedimientos involucrados en

la separacióndelasespecieseran:extracciónliquido-líquido o sólido-líquido,formación

de complejos,generaciónselectivadel hidruro, etc..

En la bibliografíapuedenencontrarsenumerosostrabajoscon esteenfoque.Por

ejemplo:

- Se hanestudiadoalgunosmétodosde generaciónselectivadel hidruropara la

especiacióndeSb(Il11) y Sb<V) (De la CalleGuntinasy col.,1992a).El controldel

pH permite la reducción selectivadel Sb(llI) al hidruro correspondienteen

presenciadeSb(V), la posteriorreduccióndeSb(V)a Sb(III) enpresenciadeKl

permitela determinacióntotal de Sb.El Sb(V) sedeterminapordiferenciaentre

el contenidototal y el Sb(llJ) (De la Calle Guntinasy col. 1992b).

- Sakamotoy col, (1992) describieronun procesodeextracciónquímicoselectivo

para la determinacióndiferencial de Hg orgánico,HgO y HgS en sedimentos

mediante CVAAS, Jian y McLeod (1992) handesarrolladoun procedimientoFI-

CVAFS que incluye la separaciónde Hg inorgánico y CH3Hg
t en columna.

Rezendey col. (1993)extraenselectivamenteel metilmercuriodel pescadocon

CHCí
3, quedandoel Hg inorgánico en la faseacuosa.Ambasfasesseanalizanpor

separadoempleandoCVAAS.
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- Chikuma y col. (1992) preparanuna resmaque retiene selectivamente Se(IV)

y posteriormente inyectan la resma en forma de suspensiónen la cámarade

grafito para el análisis.

Una quelataciónselectivadel Cr(IlI) seguidade su extraccióncon disolventes

permitela determinación,por un lado, del Cr total y por otro, del Cr(IIJ), utilizando la

técnicadeETA-ÁAS (Becerio-Gonzálezy col. 1993).Por otro lado, la preconcentración

por electrodeposicióndel Cromosobre unaplataformaL’vov junto con el control del

potencialde electrólisispermitedeterminarindependientementeel Cr(VI) y Cr(III) por

ETA-AAS (Vidal y col., 1992).Cai y col. (1993) preparancompuestosorganoestánnicos

volátiles por etilación. Estasespeciesvolátilesson atrapadasenunatrampafría, rellena

con materialcromatográfico,y posteriormenteseliberan térmicamenteparael análisis

porAAS concélula decuarzo.Por otro lado,Yoshimuray col. (1993a)estudiannuevas

aplicacionesdel carbonopara favorecer la disociación de varios compuestosde un

mismo metal con una extensióndiferentepara cadauno de ellos. El método se ha

aplicadoa la especiaciónde estaño(Yoshimura y col. 1993b), dondese analizapor

FAAS con y sin la adiciónde carbono.

Aunque la determinaciónde las distintas especiesde un elementose viene

abordandopor procedimientosquímicos desdehace más de 20 años, el verdadero

desarrollo de la especiaciónse ha conseguidocon el acoplamientode técnicas

instrumentales.Durante la última décadase han desarrolladomúltiples sistemas

analíticosformados por múltiples composicionesinstrumentales.Los más utilizados

combinanel poderdeseparacióndela cromatografía(CG, HPLC) o de la electroforesis

capilarcon la selectividady sensibilidadde la espectroscopiaatómica,tantoen emisión

como en absorciónó fluorescencia.
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11.3.1.- Cromatografía de Gases

Para lograr separaciones eficaces, la técnica de cromatografía de gases requiere

que las especiesa determinarseanvolátiles y térmicamenteestablesa la temperatura

programadapara el análisis, Generalmente,los metales, no metales y algunos

compuestosorganometálicosson poco volátiles y, con frecuencia,esnecesarioformar

previamentederivadosvolátiles de los analitos,siendola formación de hidrurosy la

alquilaciónlos dos métodosmásutilizadoscon estef iii (Chauy Wong, 1986).

Los detectoresmáscomúnmenteutilizadosencromatografíadegases,talescomo

el de capturaelectrónica,conductividadtérmica,etc., no son totalmentesatisfactorios

en la detenninaciónde lasespeciesde metales,ya queno son detectoresespecíficos,No

obstante,aunqueel detectorde capturaelectrónicano tiene la suficienteselectividad

como parahacer identificacionesespecíficas,ha sido aplicado a la determinaciónde

compuestosorganometálicosde Pb (Forsythy Marshall,1983),Hg (Filippelli, 1987),Se

(Uchida y col., 1980) y As (Daughtrey y col., 1975; Andreae, 1977). Pero estas

aplicacionesestánestrictamentelimitadasal análisisdemuestras limpias’ debidoa su

escasaselectividad.Cuandosensibilidady selectividadsonrequisitosimprescindibles,la

elecciónestálimitada a unos pocos detectores,siendolos detectoresatómicoslos que

ofrecen,en principio, la mejor opción desdeel punto de vistaanalítico.

El acoplamientoGC - A..AS seutilizó por primeravez, empleandola llamacomo

sistemaatomizador,parala determinaciónde compuestosde alquilplomo en gasolinas

(Kolb y col,, 1966),y mástardeen la especiaciónde metilplornoy otroscompuestosde

alqulíplomo en estudios medioambientales (Chau y col., 1983). La interfase utilizada es

extraordinariamente simple y barata. Consiste en un tubo corto caliente, por el que el

efluente pasa desde la columna cromatográficahaciael nebulizador.No obstante,el

análisis de la mayoría de las muestrasreales no puede realizarsemedianteeste

acoplamiento debido a la escasa sensibilidad obtenida, resultado del corto tiempo de

residenciade los átomosen la llama, la dilución por el gascombustibley la temperatura
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de la llama. La capacidad de detectar estos compuestos aumentó extraordinariamente

cuandose empleó comosistemade atomizaciónun tubo de cerámica(Ebdon y col.,

1982), un tubo de sílice calentado en la llama o eléctricamente (Chau y col,, 1976) o un

horno de grafito (Radziuk y col., 1979). Sin embargo,siguensiendolas célulasdesílice,

calentadas eléctricamente o en la llama del espectrómetro de absorción atómica, los

atomizadores por excelencia en este tipo de acoplamiento. Estos atomizadores se han

empleadoen la determinaciónde compuestosde alquilplomo (Chau y col,, 1976;

Chakrabortiy col., 1984; Radojecvicy col., 1986), metilselenito (Chau y col., 1975; Van

Loon, 1979; Jiangy col., 1982), butilestaño(Chauy col., 1982; Maguire y Tkacz, 1983;

Donard y Weber, 1985), metilantimonio (Andreae y col., 1981) y metilgermanio

(Andreae y Froelich, 1981). No obstante, cuando se trabaja con células de sílice,

generalmenteesnecesariointroducirhidrógenoconel fin deintensificarla atomización

de muchosorganometálicos,como por ejemplo para compuestosde alquilploino,

alquilestañoy metilseleniuros.

En el acoplamientoGC-AES, el primer detectorutilizado fue el fotómetro de

llama (FPD), quehadadobuenosresultadosen el análisis de compuestosorgánicosde

estaño (Waldock y col., 1989;Tolosay col., 1991).La espectroscopiadeemisiónatómica

(AES) no es una técnica tan selectiva como la absorción atómica,pero las distintas

fuentes de plasma, plasma inducido por microondas (MIP), plasma acoplado

inductivamente (ICP) y plasma de corriente directa (DCP), poseen temperaturas de

excitaciónmuy altas,produciendolíneasde emisiónmuy intensas,lo queconlíevabajos

limites de detección,Durantelos últimos añosha habidoun augede la espectroscopia

de emisiónatómicacon plasínaen la determinaciónde especiesde metales.A pesarde

ser el JCPel másutilizado en químicaanalítica,no es una fuente adecuadapara la

detecciónacopladaa cromatografíade gases.La razónesencialesla pocasensibilidad

resultante,debidoa queseproduceunagran dilución del efluentecromatográficocon

los gasesdel plasma(Hill y col., 1993). No obstante,esteacoplamientoseha aplicado

a la determinacióndecompuestosde alquilplomopor Jbrahimy col en 1985. Seobtuvo

un mayoréxito empleandoel DCP,con el cualsehanobtenidolímitesdedetecciónpara
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metalesen el intervalo de sub-pg(Krull y col., 1989).De todoslos plasmas,el MIP es

el quehaproporcionadolafuentede excitaciónmásadecuadaparael acoplamientocon

el cromatógrafo de gases (Lobinski y Adams, 1993; Uden, 1991). Se ha utilizado en la

determinación cJe plomo como tetraalquilplomo en petróleo (Estes y col., 1982), en la

determinacióncte mercuriocornodimetil y dietil derivados(Wasik y Schwartz,1980).

La espectrometríade fluorescenciaatómica (AFS), en teoría, pareceser una

técnicade detecciónmuy apropiadaen combinacióncon la cromatografíade gases,ya

queposeeunaselectividadsimilar a la AAS ademásde la capacidadmultielementaldel

ABS y gransimplicidadenel diseñode la interfase,pero,en la práctica,lasaplicaciones

a la especiaciónsonescasasy no reflejan esascaracterísticaspotencialmenteatractivas.

La razón esla falta de rendimiento y estabilidad de las fuentescontinuas de luz que se

requieren para un análisis simultaneo multielemental. Fuentesde radiación de líneas,

tales como lámparas<le descargasin electrodo(EDL), son una alternativapero su

intensidad,la cual determinala sensibilidad,sueleser demasiadobajaen comparación

con las características de detección obtenidas empleando AASo AES. El acoplamiento

GC$ASse ha utilizado poco en los estudios de especiación desde que Van Loon (1979)

y Radziuk y col. (1979) lo emplearan en la especiación de los compuestos de

alquilplomo.

La espectrometríade masas(le ionesmolecularesesunatécnicadedetecciónmuy

usada en cromatografía de gases para compuestos orgánicos, pero rara vez ha sido

utilizada en el análisis de organornetálicos. Por otra parte, la espectrometría de masas

de iones atórnicos permaneceaún en sus inicios como detector acoplado a la

cromatografía de gases.

El ICP-MS es tina buena técnica de producción de iones atómicos que

posteriormentesedetectancon un analizadorcuadrupolo.En el acoplamientoICP-MS

se obtiene una gananciade dos ordenesde magnitud en términos de sensibilidad

respectoal obtenidocon ICP-AES (Hill y col,, 1993).Sin embargo,en el casodelMIP-
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MS no se produceapenasningunamejora con respectoal MIP-AES (Suyani y col.,

1989c).La informaciónsobrelas aplicacionesdel acoplamientoGC-MIP-MS al análisis

deorganometálicosesescasadebidoal alto costedel equipoy su mantenimiento.

El uso del láser para intensificar la producciónde iones ha comenzadoa ser

popular. La ionización electrónica amplificada por láser (LEI) combinadacon la

espectrometriade masas de tiempo de vuelo se ha aplicado al análisis de

organoestánnicosobteniendounagran sensibilidad(Colby y col., 1990).

11.3.2.-Cromatografía de Líquidos

Paramuchoscompuestosoganometálicoscuyos puntosde ebullición no son lo

suficientementebajoscomoparautilizar cromatografíadegases,lacromatografíalíquida

de alta resolución se convierte en la elección más adecuada.Las técnicas

cromatográficasen faselíquida soninteresantesya queeliminana menudola etapade

derivatizaciónde las distintasespeciesmetálicas(necesariaen cromatografíade gases

por ser compuestosno volátiles).Esto no solamentereduceel tiempode preparación

de la muestrasino que tambiénreducelas posiblespérdidasduranteel procesode

derivatización.Además,hay másparámetroscon posibilidad de ser variados;tanto la

fasemóvil comola faseestacionariapuedenmodificarsesimultáneamentepara lograr

unamejor separación.Existeunagran diversidadde fasesestacionarias,lo queorigina

diferentestipos de cromatografía(permeabilidad,geles,adsorción,cambioiónico, fase

normal y fase reversa) que permiten la separaciónde iones, especiesvolátiles,

organometálicoscon alto pesomolecular y especiesbiológicas complejas.La técnica

tiene, en conjunto,mayor versatilidadquela cromatografíade gases.Sin embargo,la

interfaseutilizadaentreel cromatógrafoy el detectoresmuchomásdelicada.

En la separaciónde analitos de especies metálicas u organometálicas,la

cromatografíade intercambio iónico es la forma más común y más ampliamente

utilizadade la cromatografíalíquida, debido a su capacidadparasepararespeciesde
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ioneslibres.La técnicade fasereversaseutiliza tambiéncon frecuenciaempleandoun

agenteformadorde paresjónicos, lo queseconocecomofasereversamodificada.

Los detectores utilizados comúnmente en cromatografía de líquidos carecen de

la sensibilidady selectividadnecesariaparala determinaciónde lasformasquímicasde

los metales en muestras medioambientales. La espectrometría atómica es, actualmente,

el sistemadedetecciónmásaplicadocornodetectorespecifico,unidoa un cromatógrafo

de líquidos,parala determinaciónde muchoscompuestosorganometálicos.

Comoya seha comentado,la espectroscopiade absorciónatómica(AAS) brinda

la posibilidad de una detección selectiva para gran variedad de metales. La

espectroscopiade absorción atómica con llama fue el primer candidato para el

acoplamiento con la cromatografía líquida. Generalmente, la velocidad de flujo en

cromatografía líquida es de (15 - 4 mL min~’, queescompatibleconla velocidadde flujo

del nebulizador del espectrómetrode absorciónatómica, por lo que es posible el

acoplamiento de las dos técnicas directamente usando un tubo como interfase. Sin

embargo,la mayor dificultad estáen el equilibrio de flujos debidoa quela velocidad

óptima de flujo del 1-IPLC es la que proporciona una buena separación, mientras que

la velocidadde nebulizaciónóptima es aquellaen la que seobtienemayor sensibilidad

usando una soluciónpatrón.En general,las velocidadesdeflujo de nebulizaciónson

mucho mayoresque las del HPLC. Parasuperarestosproblemasde descompensación

deflujos sepuedeintroducira lasalidade la columnacromatográficaun canaladicional

de disolvente (Yoza y Obashi, 1973), pero con este procedimientose produceuna

importantedisminución de la sensibilidad,debidoa quese produceunagran dilución

de la muestra.Sehan diseñadootras interfasespara el acoplamientoHPLC-AAS (Siavin

y Schmidt, 1979;Ebdony col. 1985; Gustavssony Nygren,1987), pero sehanefectuado

pocas aplicaciones al análisis de compuestos oganometálicos debido a que la sensibilidad

sigue siendoinadecuadaparael análisis medioambiental.

56



AntecedenLes Biblia gráJicos

Puesto que la eficiencia de transporte del analito en los nebulizadores

convencionales de FAAS es del 5 al 10% (Alkemade y Herrmann, 1979), se pueden

obtener mejoras significativas, aumentando la eficiencia del sistema nebulizador,

medianteel empleodel nebulizadordiseñadooriginalmenteparaICP (Gustavssony

Nygren, 1987) como interfase nebulizadoraen el FAAS. Esto se traduce en ana

eficiencia de transportedel analito de casi un 100% como resultadode las mejores

característicasde flujo y de unadesolvatacióneficiente(Nygreny col., 1989).El diseño

incluye tina zona de calentamiento, una conexión de gas auxiliar y una entrada cónica

para el aerosol. Parte del gas oxidante se usa como gas nebulizador y el resto se añade

al flujo del gasauxiliar. Con estediseño,la señaldel detectores 10 vecesmejor quela

obtenidausandoun nebulizadorconvencional.Los recientesdesarrollosen interfase

directa HPLC-FAAS incluyen un microatomizadorde microespray,calentadoen una

llama, donde el efluyente de HPLCse evapora instantáneamente a un aerosol antes de

entraral horno (Blais y Marshall, 1989a).Con estesistemade nebulizaciónlos límites

de detección para cuatro compuestos iónicos de alqujíplomo se mejoran

significativamentey estánen el margende 1 a 2 ng.

Muchosgruposde investigaciónutilizan la espectroscopiadeabsorciónatómica

con cámara de grafito debido a sus excelenteslímites de detección. Algunas de las

principales dificultades del acoplamientoHPLC- GFAAS, se encuentran en la

incompatibilidadde las operaciones.Mientras que la cromatografíaoperade forma

continua,el hornodegrafito trabajade formadiscreta,por ello sehanideadodiferentes

interfases entre estos dos instrumentos. El ejemplo más típico es emplear un

muestreadorautomáticopara la recogidadel efluyentea la salidadel cromatógrafoy

posteriormente su introducción en el horno; sin embargo, esta técnica genera señales

pulsadas y su suma da la cantidad de analito presente. La exactitud de la determinación

depende del número de pulsos medidos. Este método ha demostrado ser apropiado para

la especiaciónde compuestosde estaño(Brinckmany col., 1977; Vickreyy col., 1980),

de plomo (Koizumi y col., 1979; Vickrey y col., 1979) y de arsénico(Brinckmany col.,

1980). Los límites de detección en las aplicaciones citadas están en el rango dc 0.5-100
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ng como organornetálicos.Nygren y col. (1988) propusieronunamejora en la interfase

HPLC-GFAASque consiste en la utilización de un tubo de acero inoxidable calentado

a 200 0C, donde el efluente es volatilizado a un aerosol que es directamente introducido

en un tubo cíe grafito vitrificado. El disolvente y las disoluciones tampones del eluyente

causan algunos problemas, debido a que generan hollín y degradación de la línea base.

Esta técnica fue aplicada a la determinación de especies de di- y tributilestaño. A pesar

de obtener una total mejora en la sensibilidad de la GFAAS, el acoplamiento HPLC-

GFAASno es deseable debido a la natural discontinuidad del GFAASy a que no suele

operar bien con tina gran variedad de disolventes que se utilizan normalmente en l-IPLC.

Otra interfase muy empleadaen HPLC-AAS consisteen utilizar la técnicade

generaciónde hidníros post-columna, lo que proporcionauna señal continua. Las

especiesalquilmetal, despuésde la separaciónpor HPLC, se convierten en los

correspondienteshidruros, los cualesson aisladosde los reactivosen un separadorde

fases gas-líquido e introducidos por medio de un flujo de gas inerte, en la célula de

cuarzo calentada, bien por la llama o bien eléctricamente, en un espectrómetro de

absorción atómica. La unidad de generación de hidruros no solamente convierte los

analitos a formas volátiles, sino que también los aísla de la muestra, minimizando las

interferencias. Para superar el problema de detectar todas las especies de los metales,

y no solamente las especies capacesde formar hidruros volátiles, Ebdon y col.

introducen un reactor de fotólisis Uy en línea entre el HPLCy el generador de hidruros

(Hill y Ebdon, 1985; Hill y col., 1986; Ebdon y col., 1988; Ebdon y Hill, 1989), donde

las especiesorgánicasse destruyena su forma inorgánica, a partir de la cual se forma

el hidruro correspondiente. Se puede obtener un límite de detección de 2 ng para

tetrabutilestañoutilizandoestacombinaciónpost-columnaUV-fotólisis-I-IG.Otratécnica

empleada por Blais y col. (1989b) consiste en la etil derivatizaciónpost-columna

empleando tetraetilborato sódico. Esta técnica está limitada a aquellos compuestos

organometálicos que pueden convertirse en sus correspondientes etil derivados.
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Blais y col. (1990) han diseñado un sistema de derivatización a la forma de

hidruros de modo que el efluente de la columna cromatográfica se nebulíza por

termoespray dentro del tubo de sílice y se piroliza en una llama metanol-oxígeno. Los

analitos se derivatizan a la forma de los hidruros en presencia de un gran exceso de

hidrógeno.

Los compuestos de Mercurio procedentes del HPLCson convertidos a vapor de

Hg0 por calentamiento (Holak, 1982) o por reducción química con cloruro de Sn(II)

(Munaf y col., 1990> y el vapor generadopasaa unacélula de vidrio alineadaen la

trayectoria de la radiación de un AAS. Se obtiene un límite de detección de 0.1 ng de

Hg por reducción química con cloruro de Sn(ll), mientras que con la conversión por

calor se alcanza un límite de detección de 0.6 ng. Por otro lado, Sarzanini y col. (1992)

separaron y determinaron compuestos orgánicos e inorgánicos de mercurio mediante un

sistema en línea HPLC-CVAAS.

En general, la sensibilidad se exalta cuando se emplean detectoresatómicosde

emisión, tales como los plasmasDCP, MIP y ICP. El acoplamientono presenta

problemas cuando se emplean disoluciones acuosas como eluyentes cromatogréficos. Por

el contrario,condisolventesorgánicosla estabilidaddelplasmasealterafrecuentemente

con los nebulizadoresconvencionales.

El acoplamientodelMIP debajapotenciaal HPLC estálimitado por la velocidad

deflujo empleadaen HPLC, ya queextingueel plasma.Las nuevascolumnascapilares.

con flujos de aL mirí’ puedenser una solución a este problemapero entonces,la

pequeñacapacidaddemuestraqueadmitela columnalimita la aplicaciónal análisisde

trazas.

El DCPpareceser unapropuestaventajosaal acoplarloconHPLC, dandolugar

a un plasma más estable, especialmentecon la introducción de eluyentes mixtos

orgánicos/acuosos. La estabilidad del plasma es superior a la obtenida con el plasma
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ICP (Krull, 1983).Sin embargo,coninterfaseDCPdirecta,existeel problemade límites

de detecciónaltos,en el rangode 100 pg L’, asíquela aplicabilidadal medioambiente

está limitada.

El ICP fue el primer plasmadesarrolladoen los años60 y ahoraesla fuente

espectroquimicamásusadaengeneral(Uden,1989).Cuandoseempleael acoplamiento

HPLC-ICP-AES se alcanzan limites de detección altos, debido a la ineficiente conversión

de los efluentes cromatográficos en aerosoles y su transporte al plasma. En general, solo

el 1 - 5% de la muestraalcanzala antorchadel plasma.Una observaciónfrecuenteha

sido la escasa tolerancia del ICP para las fases móviles usadas comúnmente en HPLC,

particularmente en las técnicas de separación de cromatografía líquida de pares jónicos

o de exclusión por tamaños. Los métodos propuestos para superarestosproblemasestán

directamente relacionados con el perfeccionamiento de la velocidad de nebulización y

de la transmisión del analito al plasma. Se han utilizado diferentes tipos de

nebulizadorescomo interfasesHPLC-ICPparamejorar la velocidadde nebu.lización,

siendolos másusadoslos siguientes:

- Nebulizadorconcéntrico;recomendado para la mayoría de las disoluciones, pero

tiende a obstruirse,especialmente,con flujos bajos de gas, para los cualesel

transportees poco eficiente.

- Nebulizadorde flujo cruzado;similar al nebulizadorconcéntrico.

- Nebulizadorde frita de vidrio (‘glass-frit”); escapazde nebulizardisolventes

orgánicos comúnmente usados en I-IPLC de fase reversa. Sin embargo, los

disolventesde elevadatensiónsuperficial generanuna espumaque afectaa la

eficienciade nebulización(Ibrahim y col., 1985).

- Nebulizadorpor termoespray;produceun 100%deeficienciaen la producción

de aerosol con flujos de alrededor de 1 mL mUy’ y ofrece condicionesóptimas
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para la interfase HPLC-ICP (Denton y col,, 1990).

- Nebulizadorde reja dual de platino; recomendadoparamuestrascon un alto

contenidoen sales.

El nebulizadorconcéntricoy el de flujo cruzadoseusancomúnmenteen sistemas

acopladosde HPLC-ICP. Si bien, actualmenteestán siendo reemplazadospor el

nebulizadordeintroduccióndirecta(DIN), nebulizadorestermoesprayy ultrasónicosque

ofrecen grandes mejoras para la introducción de la muestra. Así, el acoplamiento HPLC-

ICP-AES ha sido aplicado a la determinaciónde orgaoestánnicos(Koropchalcy Winn,

1987; Suyaniy col., 1989a).De cualquiermaneralos límites dedetecciónobtenidosson

altos,oscilandoentre200 y 1770ng, lo quelimita lasaplicacionesmedioambientalesde

este sistema.

Como en FAAS, la continua generaciónde hidruros en línea despuésde la

separaciónI-IPLC puedeserusadacomointerfaseparael ICP-AES (Ebdony col., 1988;

Busheey col., 1984; Raurety col., 1991; Colon y Barry, 1991).El uso de un separador

gas-líquido evita la entrada de la fase móvil y los reactivos de la generación de hidmros

al nebulizador, dando como resultado una señal del blanco muy pequeña. Con este

sistema Colon y Barry (1991) hanobtenidolímites dedeteccióndelordendeunospocos

nanogramos.

La cromatografía líquida, empleada comúnmente para separar compuestos iónicos,

polares y no polares, así como iones complejos y especies neutras, es la técnica más

utilizada parala especiaciónelementalcon detecciónICP-MS. Sin embargo,no está

exenta todavía de problemasde difícil resolución, tales como compatibilizar los

eluyentescromatográficoscon el sistemadetectory el diseñode inteifasesapropiadas

entreambosmódulos(Careyy col., 1993).La interfaseconla queactualmentesetrabaja

es unalíneade transferenciaqueva desdela salida de la columnacromatográficaal

nebulizadordel JCP-MS.Estalínea estáfabricadageneralmentede un materialinerte,

tal comoel teflón. Es muy importanteemplearla longitud del tubo lo máscortaposible
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y optimizarel diámetrointernodel mismo, a fin de minimizar el recorrido fuerade la

columna y por tanto el ensanchamientode los picos producidos por la línea de

transferencia. Los caudales de muestra típicos en cromatografía (0.5-2 mL/mm) pueden

emplearse en el plasma con nebulizadores convencionales; sin embargo, estos

nebulizadorespresentanalgunos inconvenientesentre los que se encuentrala baja

eficienciadel transportedel analitohaciael plasma.Es siempredeseable,por tanto,una

mayor eficiencia de transporte de la muestra, ya que se traduce en una mejora en los

límites de detección.El empleo de los nebulizadoresultrasónicoso los de inyección

directa,minimizanel ensanchamientode los picos y aumentaen un 100% la eficiencia

del transportecon flujos de fasemóvil de aproximadamente0.5 mL mm’. (Montaser,

1992; Shumy col., 1992).

Shum y col. (1992) utilizaron un nebulizadorde inyeccióndirecta(DIN) como

interfase entre el cromatógrafo de líquidos y el ICP-MS. Esta interfase inyecta toda la

muestraen el ICP y tiene un volumen máximo de 0.5 aL. Los límites de detección

absolutos obtenidos están en el rango de 8 - 10 pg, perolos límites dedetecciónrelativos

son, sin embargo, bastante altos debido al pequeño volumende inyeccióndemuestrade

los analitos.

La generaciónde vaporfrío demercuriotambiénsehaempleadocomointerfase

entreHPLCy el ICP-MS parala determinacióndemetilmercurioentejidosdepescado

(Bushee,1988), produciendoun límite de detección10 vecesmejor queen el análisis

directo HPLC-ICP/MS,conunadesviaciónestándarrelativadel 6%.

Comoya seha mencionadopreviamente,otroproblemaadicionallo constituyen

lasfasesmóvilesde la cromatografíalíquida.Estasfasesconsisten,generalmente,enuna

mezcla de disolventes orgánicos, disoluciones salinas tamponadas, y/o reactivos

formadoresdeparesiónicos.Los disolventesorgánicospuedendisminuirlasprestaciones

del ICP-MS ya que, frecuentemente,produceninestabilidaden el plasmay deriva

instrumentalpor formaciónde depósitoscarbonososen los conosmuestreadoresy en la
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antorcha,pudiendollegar inclusoabloquearel sistema.El empleode unacámarade

nebulizaciónenfriadacon aguay el aumentode la energíade radiofrecuencia,puede

ayudar a disminuir la inestabilidad del mismo (Suyani y col. 1989c). La adición de

oxígeno (1-3%) en el nebulizador ayuda a minimizar los depósitos carbonosos. Sin

embargo, esta medida disminuye los tiempos de vida de los conos.

Las fases móviles que contienen elevada concentración de sales disueltas pueden

causar derivas en las señales, un espectro de masas complejo, fundamentalmente por

encima de m/z = 80, e interferencias isobáricas; además, la deposición de sales en el

nebulizadory en los conos muestreadorespuede bloquear la entrada de muestra

(Heitkempery col., 1989).La nebulizaciónde ácido nítrico al 2% entrelas inyecciones

en el cromatógrafo,reducealgunode los problemasproducidospor las salesy aumenta,

por tanto, el tiempo útil de la experimentación.

En general, cualquier método de cromatografía líquida acoplado a un ICP-MS

requiere una cuidadosa selección de los parámetros instrumentales, tanto del

cromatógrafo comodel plasma,a fin de tenerunaseparaciónadecuada,manteniendo

en condiciones óptimas las prestaciones del detector.

La determinación de organoestánnicos ha sido realizada por I-IPLC - ICP-MS

(Suyani y col., 1989a y 1989b; Shum y col., 1992), usando pares jónicos (IP), cambio

aniónico (IB) y cromatografía líquida micelar (MLC). El modo de separación MLC

proporciona los mejores límites de detección (27 pg para tetrabutilestaño en

comparacióncon 400 pg obtenidoscuandose empleaIP e IB). No obtante,sólo se

obtuvo unabuenaseparaciónde los compuestosalquilestánnicosparalos de pequeñas

cadenasalquilicas.

La cromatografía de fluidos supercriticos (SFC) también ha sido acoplada

satisfactoriamente al ICP-MS (Shen y col., 1991). Este acoplamientoposee un alto

potencial para la determinación de especiesorganometálicasa concentraciones

inedioambientales. Se ha obtenido una buena separación para compuestos
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tetralquilestánnicos, con unos límites de detección de 0.034 y 0.047 pg para

tetrabutilestaño y tetrafenilestaño respectivamente, utilizando un volumen de inyección

de 10 nL.

La especiación de organometálicos puede, finalmente, abordarse también por

combinación del I-IPLC con algunas otras técnicas de detección, tales como

espectrometría de absorción ultravioleta (Uy), ionización activada por láser (LEí> y

espectrometría de fluorescencia atómica excitada por láser (LEAFS) (Walton y col.,

1991; Bvans y McKee, 1987; Hempel y col,, 1992; Epler y col., 1988; Wilken, 1992). Sin

embargo, la sensibilidad más alta puede obtenerse usando la detección LEí. Esta elevada

sensibilidad proviene de su gran capacidad para ionizar cualquier átomo irradiado por

el láser y a la excelente eficiencia de detección. Esta técnica ha sido aplicada a la

determinación de alquilestafio (Epler y col., 1988). Finalmente, el acoplamiento del

HPLCal LEAFS permite alcanzar excelentes límites de detección en la determinación

<le compuestos trialquilestánnicos.

El HPLCpuede también acoplarse a detectores electroquímicos, su acoplamiento

a la detecciónelectroquímicaamperométricaen reducciónha proporcionadobuenas

sensibilidades para nueve compuestos organomercúricos.

Debido a los niveles tan bajos de concentración de las especies de metales en las

muestras inedioambientales, se han desarrollado, en los últimos años, métodos en los que

se incluye una etapa de preconcentración previa. Esta fase puede realizarse

independientemente de la determinación analítica o instrumental. Los límites de

detección alcanzados con estos métodos son del orden de picogramos para detectores

de espetrometría atómica. La eficiencia en la etapa de preconcentración es

extremadamente importante, ya que rige directamente la sensibilidad que se puede

alcanzar en las muestras naturales. Otra de las ventajas de los métodos de

preconcentración es que aislan al analito de la matriz, lo que evita posibles

interferencias en la determinación.
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11.2.- MÉTODOS ANALÍTICOS PARA LA DETERMINACIÓN DE LAS

ESPECIES DE ARSÉNICO

El arsénico ha sido, desde la antigúedad, un elemento ampliamente estudiado

debido a sus propiedades tóxicas. Actualmente, se sabe que el grado de toxicidad

depende de la especie o forma química bajo la que se encuentre, de ahí que haya sido

y sea uno de los elementos más estudiados y sobre el que se centra un notable número

de trabajos de investigación. Desde hace aproximadamente diez años, las investigaciones

sobre el arsénico se han orientado no sólo hacia la mejora de las características

analíticas en su determinación,empleandocadavez técnicasmássensiblesy selectivas,

sino también hacia la determinación de la especie química, mediante la combinación de

varios métodos y/o técnicas analíticas, Hasta la actualidad se han utilizado,

fundamentalmente, dos vías para la determinación de los distintos compuestos de

arsénico. La primera está basada en las diferencias observadas en la eficiencia de

generación del hidruro correspondiente, a partir de las distintas especies de arsénico,

mientras que la segunda se basa en el empleo de técnicasacopladas.

11.2.1.- Métodos para la determinación diferencial de las especies de arsénico sin

acoplamientode técnicasinstrumentales

El control de la química involucrada en el proceso, muchas veces permite la

especiación con la técnica de HG-AAS. La eficiencia en la reducción de las distintas

especies inorgánicas de arsénico depende, enormemente, del pH, así, mientras a pUs

muy ácidos pueden reducirsecuantitativamenteambasformas inorgánicasdel As al

hidruro correspondiente, a pH superior a 4 solamente el As(llI) se reduce

completamente. El mecanismodereduccióndel As(V) secreequecomprendedospasos:

Primeroreduccióna As(III) y posteriorreduccióna la arsina.

As(V) + 2 BH¿ + 6H20 —~ As(III) + 2 B(OH)3 + 7 U2 1’

As(I1I) + 3 BH¿ + 9 I-I~O —>. H3Ast + 3 B(OH)3 + 9 U)
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Sin embargo, la reducción preliminar de As(V) a As(III) no ocurre a valores de

pH superiores a uno. Por tanto, con un control cuidadosode la acidezde la disolución

es posible, en una muestra que contenga las dos especies, inhibir la reduccióndeAs(V)

a As(III) y así, producir la arsina a partir de (As(III)) o a partir de ambos estados de

oxidación (Lópezy col,, 1992).

Los organoarsenicales, ácido monometilarsénico (MMA) y ácido dimetilarsénico

(DMA), pueden asimismo generar las correspondientes arsinas a los pHs óptimos. Así,

Anderson y col (1986) determinan las formas inorgánicas y metiladas del arsénico por

reducción selectiva al hidruro correspondiente en distintos medios ácidos, seguidos por

detecciónpor AAS o ICP-AES.Un problemade la especiaciónpor reducciónselectiva

es que, en la mayoría de los casos, los calibrados univariantes no son adecuados, debido

a la distinta eficiencia en la generación del hidruro a partir de cada especie. Por el

contrario,si seutiliza unacalibraciónmultivarianteesposibleel procesamientodedatos

para la reducción selectiva, permitiendo la determinación simultanea de las diferentes

especies en muestras complejas. La calibración multivariante RS (inverse least squares)

ha sido empleada por Torralba y col., (1994) para la determinación de As(V), As(III),

MMAy DMA, usando un sistema de generación de hidruros en continuo y AAS.

El atrapamiento criogénico de las especies también se utiliza como método de

especiación basado en las distintas propiedades físicas de las especies. Las funciones de

éste atrapamiento son la de actuar como preconcentrador cuando se enfría con nitrógeno

líquido, y como una columna cromatográfica cuando la trampa cromatográfica se

calienta gradualmente. Los distintos hidruros se eluyen secuencialmente en orden

creciente de su punto de ebullición. Los límites de detección alcanzadosdependendel

volumen de muestra y del sistema utilizado para la detección. Generalmente son del

orden de ng LI

El primer método aplicado que utilizó una combinación de éste tipo fue

construido por Braman y col. (1977) para la determinación tanto de las especies de

arsénico inorgánico como de los compuestos metilados (MMAy DMA). Posteriormente,

66



Antecedentes Bibliográ Jicos

se han realizado varias modificaciones de este sistema, incluyendo la semiautomatización

(Feldman, 1979), alcanzándose mejores límites de detección y mayor reproducibilidad.

La metodología del atrapamiento criogénico fue extendidasignificativamentepor

Andreae (1982, 1983), quien lo acopló a la AAS equipada con una cubeta de sílice. Con

este sistema se ha realizadola especiaciónde arsénicoy antimonioen aguasnaturales.

En el trabajo de Howard y Arbab-Zabar (1981) se ofrece una alternativa para la

especiacióndearsénico,en la queel sistemadeatrapamientocriogénicoseacoplóentre

el sistema de generacióndehidrurosy el AAS. Comola interacciónde los hidruroscon

el material de empaquetado(bolas de vidrio) es débil, es posibleeluirlos todosen 1

minuto sin que sea necesario calentar. Con este sistema se ha realizado la separación de

arsina, nionometilarsina y dimetilarsina. Sin embargo, la reproducibilidad depende de

las fluctuaciones de la temperatura ambiente. Cuando se combina la generación de

hidruros con el atrapamientocriogénicopuedensurgir una serie de problemas,que

provienen de la contrapresión y la obstrucción de la trampa fría con el agua transportada

desde el generadorde hidruros.La condensacióndeaguapuedeevitarserealizandouna

etapa de secado después de generar el hidruro, mediantedesecantes,agentesquímicos

o métodos físicos, del tipo de un tubo en U sumergido en un baño de hielo. Sin

embargo, este método está limitado a la determinacióndeespeciesorganometálicascon

baja temperatura de ebullición (metilo, etilo, propilo y butilo) y sólo ofrece un bajo nivel

de separación.

Por último, también se ha descrito un método, basado en la diferente volatilidad

de los cloruros de As(III) y As(V), para la determinación selectiva de ambas especies.

Mediante una atomización a 1 1000C se elimina totalmente el As(III), mientras que el

As(’V) es retenidocuantitativamenteparasuposterioratomización(Cheny col., 1993).
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11.2.2.- Determinaciónde especiesde arsénico por acoplamientode técnicas

instrumentales

Se han desarrollado varios métodos que utilizan técnicas instrumentales acopladas

para la especiación de los compuestos de arsénico. Estos acoplamientos constan,

básicamente, de una técnica de separación combinada con un sistema de detección. Así,

para la separación de las especies de arsénico se han utilizado, principalmente,las

siguientes técnicas:

- Cromatografía de gases

- Cromatografía líquida de alta resolución (HPLC)

- Electroforesis capilar.

11.2.2.1.- Cromatografía de gases

Se han descrito pocos métodos para la determinación de las especies de arsénico

empleando la cromatografía de gases como técnica de separación. Esto es debido,

principalmente, a la escasez de métodos de derivatización de arsénico, siendo los más

utilizados:

- formación de complejos arsenicales con ditiocarbamato(Daughtreyy col., 1975).

- empleo de derivados trimetilsilil (Henry y Thorpe, 1978).

- formación de lododimetilarsina a partir de DMA(Soderquist y col., 1974).

- complejación con 2,3-dimercaptopropanol (Fukui y col., 1983).

- formación de metiltioglicolatosde arsénico(Dix y col., 1987).

- generaciónde hidruros o etilación (Howard y Comber, 1992; Van Elteren,

1991).
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Sin embargo, ninguno de estos métodos, excepto el de generación de hidruros, ha

frecido resultados satisfactorios, debido a la escasa estabilidad de los derivadoso a su

degradación en la columna. Por otro lado, en la derivatización mediante generación de

hidruros es necesario que el acoplamiento al cromatógrafo de gases se haga vía

atrapamiento criogénico, debido a la gran volatilidad de sus derivados.

La cromatografía de gases se ha acoplado a distintas técnicas atómicas, pero no

han sido muy utilizadas para la especiación de los compuestos de arsénico. El

acoplamiento GC-AAS se ha utilizado únicamente para la separación de los

metiltioglicolatos de monometilarsénico y dimetilarsénico (Ebdon, 1988). El

acoplamiento HG-CI’-GC-AAS se ha aplicadoala determinaciónde arsénicoinorgánico

(As(III) y As(V)), monometilarsénico y dimetilarsénico, alcanzándose límites de

detección comprendidos entre 0.2 y 0.5 ng.

11.2.2.2.- Cromatografía de líquidos.

El acoplamiento HPLC-AASha sido empleado,con variosdiseñosde interfases,

para la determinación de las especies de arsénico (Woolson y Aharonson, 1981; Hansen

y col., 1992; Larsen y Hansen, 1992). Excepto la generación de hidruros, las interfases

utilizadasno han proporcionadobuenoslímites de detección,por lo queno puedenser

aplicadasal análisis de muestrasmedioambientales.La generaciónde hidruros,como

interfaseentreel HTPLC y la AAS, ha sido utilizada por numerososautorespara la

determinaciónde las especiesde arsénico(Maitani y col., 1987; Ebdony col., 1988;

Chanay Smith, 1987;Hakalay Pyy, 1992; Mtirer y col., 1992),sin embargo,en principio,

sólo puedeutilizarse para la determinaciónde especiesque seancapacesde formar

hidruros volátiles. Para poder determinar también las especies no formadoras de

hidruros,talescomola arsenobetainay la arsenocolina,algunosautoreshanincorporado

unaetapade digestiónde la muestra en línea, previa a la generación de hidruros. Dicha

digestiónpuedetenerlugarmedianteunafotooxidación(Atallahy Kalman, 1991;Cullen

y Dodd, 1988; Rubio y col., 1993a,1993b)o unaoxidaciónen hornomicroondas(Le y
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col., 1992, 1994). Otros autores han descrito un método termoquimico de generación de

hidrurosbasadoen una nebulizacióntermoesprayseguidapor una pirólisis del analito

y, por último, generacióndel hidruro medianteun excesode hidrógeno.Estainterfase

en líneaseha aplicadocon éxito ala especiaciónde compuestosdearsénico,incluyendo

AsB, AsC y sales de tetrametilarsénico (Blais y col., 1990, 1991; Momplaisir y col., 1991,

1994; Huyghues-Despointesy col., 1991).

Por otro lado, la ETA-AAS, principalmentecon horno de grafito (GFAAS),

ofrece la ventaja de su gran sensibilidad para pequeños tamaños de ¡nuestra, aunque las

etapas de secado y calcinación, previas a la atomización, hacen muy difícil acoplar el

cromatógrafo directamenteal horno. Generalmente,se trabaja con muestreoen

discontinuo,introduciendoen el horno de grafito las distintasfraccionesrecogidasa la

salida de la columna. Este acoplamientose ha aplicado a la determinaciónde las

especiesde arsénicoen organismosmarinosy sedimentos(Maher,1981; Woolsony col.,

1982; Cullen y Dodd, 1989).

Asimismo, el I-IPLC ha sidoacopladoenun gran númerodetrabajosal ICP-AES

(Rubio y col,, 1993c;La Frenierey col., 1987;Low y col, 1986; Spally col., 1986; Monta

y col., 1981;Andersony col., 1986). Montay col. (1981)hanutilizado esteacoplamiento

para separary determinararsenito,arseniato,MMA, DMA y arsenobetainaen algas

marinas.Low y col. (1986) llevarona cabola especiaciónde estoscinco compuestosen

muestrasde orina, Se ha comprobado,que el empleo de un sistemacontinuo de

generación de hidruros tras la separación cromatográfica, introduce grandes mejoras de

sensibilidaden el sistemaHPLC-ICP-AES(Raurety col,, 1991; Rubioy col., 1992;). Los

límites de detecciónparacinco compuestosde arsénico,empleandodistintasinterfases

entreel I-IPLC y el ICP, se muestranen la Tabla VIL
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Tabla VII.- Límites de detecciónde cincocompuestosde arsénicoobtenidospor un sistemaHPLC-
ICP-AES.t Límite de detecciónobtenido por inyección en flujo utilizando la fasemóvil
del sistemacromatográfico. 1> Estimado

As’11 As” MMA DMA PhAs Ref.

HPLC-ICP-AES

convencional

nebulizador

960 480 4000

390 126

50’ 60’

57

Busheey col,
(1984)

60

SOa

SpaIl y col,
Soa (1986)

HPLC-DIN-lCP-AES

HPLC-USN-ICP-AES

HPLC-TS-ICP-AES

HPLC-HG-ICP-AES

HPLC-HG-ICP-AES

19.6
Roychowhdhuryy
Koropchak(1990)11.2

6 9

234 3.4

31>
La Frenierey col.
(1987)

31. 24 Wang y Jiang
(1991)

3 4

110 10

3

21

Roychowhdhuryy
Koropchak (1990>

Colon y l3arry
(1991)

Busheey col.
(1984)

Blais y Marshall
(1989b)

Raurety coL
(1991)

El acoplamiento HPLC-ICP-MS está ampliamente recomendadopara

elementosy sus compuestosa nivel traza, ya que el ICP-MS es una técnica que

proporciona bajos niveles de detección (sub-nanogramospara la mayoría de los

elementos)y detecciónmulti-elemeníal.Los bajos nivelesde arsénicoencontradosen

51 128 140 112

0.3 0.9 0.4 2.1

los
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la orina conesteacoplamiento,junto con el amplio rangode toxicidad exhibidopor sus

especiesindividuales,hacenque la especiaciónde arsénicoenorinapor I-IPLC-ICP-MS

seade considerableinterés(Heitkempery col., 1989; Sheppardy col., 1992; Larseny

col., 1993; Shibatay Monta, 1989) . La generaciónde hidrurostambiénseha empleado

en esteacoplamiento,disminuyendolos límites de detección(Le y col., 1994).

En la Tabla VHf se muestraun resumende los métodosdesarrolladosparala

especiacióndearsénicoendiferentesmuestras,ordenadossegúnla técnicadedetección

empleada.Como se puede observar, los métodos de separaciónpor HPLC más

comúnmenteusadospara la especiaciónde arsénico,debidoa la naturalezaiónica de

las especies,son: los de cambioaniónico,los de cambiocatiónico,y la cromatografíade

paresjónicos en fasereversa,dondeseutiliza un reactivode paresjónicos.

En la búsquedadela separacióncromatográficade lasespeciesdearsénicosehan

usadodistintascolumnasde cambioaniónico y unavariedadde fasesmóviles: fosfato,

carbonato,acetatoy ácido sulfúrico, en varias concentracionesy pI-I. Los mejores

resultadosseobtuvieronempleandotampónfosfato comofasemóvil. Algunos autores

indicanqueabajasconcentracionesde la fasemóvil (2-10 mM/l) seproduceunabuena

separaciónde las especiesde arsénico,pero las últimas especieseluidas, MMA y

especialmenteel As(V), presentanpicosanchosdebidoa los largostiemposde retención,

lo queorigina un incrementoen los límitesdedetección.Utilizandounafasemóvil más

concentrada,se obtienentiempos de retenciónmás cortosy mejoran los límites de

detecciónparael MMA y As(V>. Estascolumnaspresentanunabuenaseparacióndel

arsenito,MMA, DMA y arseniato,mientrasquelos compuestoscuaternarios(AsB, AsC,

TMA), debido a su naturalezacatiónica, eluyenjuntos en el volumen muerto. En la

separaciónde estasespecies,el pH esselectivoen base a los pK, de los compuestos

aniónicos,siendoposiblela separacióndel As(IIJ) y de la AsB a pl-1 básico,dondeel

arsenitoestáen forma aniónica.Varios autorescoincidenen que la mejor separación

de lasespeciescuaternarias,arsenito,DMA, MMA y arseniato,seobtienea pH 6.0 con

tampónfosfato.
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Parala separacióncromatográficapor el métodode paresiónicos,los distintos

autoresoptan,en la mayoríade los trabajos,por la utilizacióndel ión tetrabutilamonio

comoagenteformadordepares-iónicos.Beancheminy col. (1989) empleancomoagente

formador de pares-iónicoshidróxido de tetrabutilamonio5 mM y como fase móvil

agua/metanola pH 7.0, siendoel tiempo de análisisde 10.10 minutos.

SegúnLarseny col. (1992),la cromatografíade cambioaniónicoproporcionauna

mejor separaciónde los anionesde arsénicocomparadacon la cromatografíade pares

iónicos; hechoqueatribuyena que la retenciónde las especiesde arsénicoessensible

a los cambios de pH, la naturalezadel tampón y su concentración.Sin embargo,

Beaucheminy col. (1989) resaltanqueel métododeparesiónicos proporcionamejores

resolucionesqueel de cambio aniónico.
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Parte Experimental

REACTIVOS Y MATERIAL

La realizacióndel presentetrabajoseha llevadoa caboconreactivosde pureza

para análisisy aguadesionizadaobtenidacon un sistemaMiHi-Q (Millipore).

- Compuestosde arsénico:

Arsenito sádico (Carlo Erba), arseniatodisódico (Merck), monometilarseniato

disódico(Carlo Erba),dimetilarseniatode sodio (Sigma),arsenobetaina(Programade

Ensayos,Medidasy Pruebas(M&T)), arsenocolina(M&T).

- Reactivospara HPLC:

Ácido fosfórico (Carlo Erba), fosfato trisádico (Merck), fosfato de

tetrabutilamonio(Carlo Erba), metanol(Carlo Erba).

- Reactivospara la oxidación:

Persulfato potásico (Merck), hidróxido sódico (Merck), grafito en polvo (Ultra F

purity, Dicoex)

- Reactivospara la generaciónde hidruros:

Ácido clorhidrico (Carlo Erba), borohidruro sádico (Aldrich), hidróxido sádico

(Merck), ArgánC-50 (CarburosMetálicos),cetilenoC-26 (CarburosMetálicos).

- Reactivospara la preconcentración:

Ácido fosfórico(CarloErba),fosfatotrisódico(Merck>, ácido chorhídrico(Garlo

Erba),hidróxidosádico(Merck),aguaoxigenada(Faimter,S.A.), nitratosódico(Merck),

sulfatodisódico (Merck), cloruro sádico (Merck).

- Reactivospara el pretratamientode la muestra“clean-up”

Etanol(Carlo Erba), acetona(Carlo Erba), hielo seco.
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Parte Experimengaí

111.1.-PREPARACIÓN DE DISOLUCIONES

Todaslas disolucionesutilizidas en la realizaciónexperimentalde estamemoria

se prepararon como se explica a continuación, con agtia de calidad Milli-Q, se

almacenaronen botellasde polietileno y seconservaronen el frigorífico.

- Disolucionespatrónde As(III), As(V), DMA y MMA: seprepararonmediante

pesadadirecta de 0.1734, 0.4165, 0.0547 y 0.0543 de NaAsO2, Na2HAsO4.7H20,

CH3AsO(ONa)26í-12oy (CHj2AsO2Na.3í-I2o,respectivamente,y seenrasóa 100ml con

aguadesionizada,paraobteneren cadaunadeellasunaconcentraciónfinal de 1000mg

LP en arsénico.Estassolucionesfueronguardadasa4
0C en botesaisladosde la luz. Las

disolucionespatrónde menorconcentraciónseobtuvierondiariamente,a partir de las

anteriores,mediantela adecuadadilución con agua.

- Disolucionespatrón de AsB y AsC: seprepararondiariamentea partir de las

disolucionesde referencia,proporcionadaspor el Programade Ensayos,Medidasy

Pruebas(M&T), de 366.4 y 306.4 mg L~’ de arsénicorespectivamente,por dilución

conveniente.

- Disolucionesde fosfato: se prepararondisoluciones de 0.5 a 40 mmol L-’

disolviendolascantidadesadecuadasde Na
3PO4enaguadesionizada.ElpI-I fue ajustado

con ácido fosfórico. Las disolucionesresultantesse filtraron a travésde un filtro de

membranade nylon de 0.45pm y sedesgasificaronantesde usarlas.

- Disolucionesde ácido fosfórico: seprepararondisolucionesde 05 a 40 mmol

L” disolviendolas cantidadesadecuadasde H3P04en aguadesionizada.

- Disolucionesde fosfatodetetrabufilamonio(TBAP): seprepararondisoluciones

de 1.5 a 15 mmol L’, pesandounacantidadadecuadade TBAP, y seenrasaronconagua

desionizada.El pH fue ajustadocon fosfato.Las disolucionesresultantessefiltraron a

través de un filtro de membranade nylon de 0.45 pm.
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Parte IZxperimental

- Disolución de persulfatopotásico (K2S208) 1 a 5% (M/V) estabilizadacon

hidróxido sódico (NaOH) 0.5 a 5%: las disoluciones se prepararondisolviendo la

cantidadadecuadade NaOH en 250 mL de agua, se añadela cantidad adecuadade

K2S208y seenrasaa 500 miL.

- Disolución de borohidrurosádico (NaBH4) al 3% (M/V) estabilizadacon 1%

de hidróxido sádico(NaOH): se disuelven10 g de NaOH en aguay se añade30 g de

NaBH4.La disoluciónsefiltra y se enrasaa 1000 mL con aguadesionizada.

111.2.- MATERIAL

- Material volumétrico de vidrio de calidad contrastada y recipientes de

polietilenoy teflán paraalmacenardisolucionesy muestras.

- pI-1-metro de precisiónMetrohm ES1O

- Micropipetas“Brand’ de volumenvariabley fijo.

- Sistemade purificación de aguaMiIli-Q “Milliporet

- Congelador“Zanussi” (*****).

- Frigorifivo “Corbero”

- Balanzaanalítica ‘Precisa” con sensibilidad 0.01 mg.

- Célula de atomización de cuarzo “Aplitec”.

- Soporte para la célula de cuarzo diseñado en el laboratorio de Química

Analítica de la Universidadcomplutensede Madrid
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Parte Experimental

INSTRUMENTACIÓN

La separacióny detecciónde las especiesde arsénicose realizó con la siguiente

instrumentación:

- módulode separación:
* bombade altapresiónWaters590paracromatografíalíquida dealtaresolución.

* válvula de inyecciónde seis vías Reodynetipo 50 con un bucle de 100 ~l.

* columnas: IC-PAK A (50 * 4.5 mm i.d., 10 pm)

Hamilton PRP-X 100 (250 * 4.1 mm i.d., 10 ym)

Spherisorb5 ODS1 (150 * 4.6 mm i.d., 5 ym)

* CartuchosaniónicosIC-OI-I (Supelco)

- módulode oxidación:
* Placacalefactora‘?-Selecta”.

* PIorno microondas(Balay, modeloBAHM-III) con unapotenciamáximade

700 W (variable en nueveposiciones).

* Tubosrígidos de teflón de 0.5 mm de diámetrointerno.

* Tubosflexibles de Tygon (OkO ce m’) “Gilson’.

- módulode generaciónde hidruros:

Para la generaciónde hidruros se utilizo un dispositivo, diseñado en el

departamentode QuímicaAnalíticade la UniversidadComplutensede Madrid,

queconstade una bombaperistálticade cuatrocanales(Gilson I-1P4), un bucle
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de mezclay otro de reacción(Teflón, di. 05 mm) y un tubo de vidrio en forma

de U comoseparadorde fasesgas-líquido(Philips). Los tubos portadoresde las

distintas disolucionesson tubos flexibles de Tygon (0.60 cc m’) ‘Gilson” y las

unionesde todos los tubosdel sistemafueronelaboradoscon teflón en nuestro

laboratorio.

- módulo de detección:

El detectores un espectrómetrode absorciónatómicamodelo Perkin-Elmer

2380, equipadoconunalámparaEDL comofuentede excitacióny utilizandouna

rendija de 0.7 nm paraaislar la longitud de ondade 193.7 nm del espectrodel

arsénico.Lasseñalesde absorbanciaseregistraronenun registradorPerkin-Elmer

Modelo 56, operandoa 10 mV.

- módulo de preconcentración
* Estaciónde vacio Visiprep (Supelco) conectado a una bomba de vacio Barna

(2 9 h-’)

* CartuchosAccelí Plus QMA (Sep-pakVAC 6 cc de 500 mg) con grupos

funcionales:~C(O)NH(CH2)3N(CH3)F3Cl’.

- módulo de pretratamientode lasmuestras
* CentrifugadoraP-Selectameditronie.

* RotavaporI-Ieidolph W 2000.
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Resultados y Discusión

V.1.- DERIVATIZACIÓN A LA FORMA DE HIDRUROS

Desdel1ace más(le CÍCfl años se conoce,y se ha utilizado, el hecho (le que el

arsénicoy otros elementosde los grupos IV, V y VI (leí sistemaperiódico forman

hidruros covalentesvolátiles por reaccióncon hidrógenonaciente.Sin embargo,esta

técnicasólohasidoampliamenteutilizadaconfines analíticosen los últimos años,como

consecuenciadel gran desarrollode la instrumentación.La principal ventaja cíe la

volatilización de un elementocomo hidruro gaseosoradica en que se consiguen,

simultáneamente,la separaciónde la matriz y el enriquecimientodel analito, lo que

suponeunaconsiderablereducciónde las interferencias.Además,el métodopuedeser

fácilmenteautomatizadoy acopladoasistemasde flujo continuo,comoesel casode la

cromatografía.

No todaslasespeciescíe arsénicode mayor relevanciason capacesdegenerarel

hidruro correspondiente.Así, de las seisespeciesestudiadasen estetrabajo,sólocuatro

de ellas son capacesde formarlo: ácido arsenioso,ácido arsénico,MMA y DMA, Los

dos primerosdanlugar a la formación del mismo hidruro, arsina(ItAs), mientrasque

el MMA y DMA generan monometilarsinay dirnetilarsina, respectivamente.La

arsenobetainay arsenocolinano sufrenestareacciónde derivatizacióny, por tanto,no

danlugar a la formación de ningún hidruro.

En este trabajo se pretendedesarrollarmétodosanalíticosque permitan la

determinaciónde cualquierade estasseis formasquímicasde] arsénicoqueson objeto

de nuestroestudio,mediantela técnicade absorciónatómicacongeneraciónde hidruros

MÉTODOS ANALÍTICOS PARA LA DETERMINACIÓN

Y SEPARACIÓN DE ESPECIES DE ARSÉNICO
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por FIA. Teniendoencuentaque las especiesse separanen un sistemaHPLC, las

condiciones impuestas por el sistema cromatográfico, tales como la naturaleza,

concentracióny flujo de] eluyente,tienenqueestarcontempladasen la optimizacióndel

sistemade detección.Tambiénhayquecontemplarla transformaciónde lasespeciesdel

arsénico que no forman hidruros a otras formas químicas que sean capacesde

generarlos. El hidruro de arsénicoa partir de los gradosde oxidación (III) o (V) se

genera,normalmentecon la mismaeficiencia,por reaccióncon borohidrurosódicoal

3% (m/v) en medioácidoclorhídrico6 mal Ii’ (A. Lópezy col., 1992).Comodisolución

portadoradel sistemaHA se ha utilizado el eluyentemásempleadoen cromatografía

de cambio aniónico (tampón fosfato 17 mmol L1). El hidruro así formado es

transportadoa la célula de atomizacióndel detectorpor medio de un gas portador

(argón).El esquemadel sistemaHA utilizado aparecerepresentadoen la Figura 5.

Figura 5.- Esquema(¡el sistemaHA utilizada para la generacióndel hidruro de arsénico. Siendo
A: bomba peristáltica; B: válvula de inyección (100 pL); C: bucles dc reacción;
D: separador de fasesgas-liquido; E: espectrómetrode absorción atómica.

Por tanto, los parámetrosestudiadosfueron: (1) velocidadde flujo de argón(gas

portadordel hidruro de arsénico),(2) cauda]del portador,(3) caudalde los reactivos,

(4) influenciade la longitud y forma de los buclesde reacción,(5) concentracióndel

agentereductor(NaBH
4) y (6) acidezdel medio (concentracióndel ácido clorhídrico).

En todoslos casosseutilizarondisolucionesindependientesdecadacompuestoconuna

concentraciónde 200 gg L’ de arsénico.

Muestra
A

Portador
Arc

ED
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Cl) Influencia de la velocidaddel flujo de argón

Pararealizaresteestudiosevarió la velocidaddel flujo de argán,utilizado para

transportarel hidruro formadoa la célula de atomización,en el intervalo de 5-30 mL

min’. Los resultadosobtenidosserepresentanen la Figura 6. En la gráficaseobserva

que para todas las especiesde arsénicola señal analíticaaumentagradualmenteal

aumentarel caudalde argón,observándoseun valor máximocuandodicho caudales de

10 ml min’. Velocidadesde flujo de argónmayoresdanlugar a una disminuciónde la

señaldebido a un efectode dilución del hidruro en el argón.

CC

CC
.0

ou,
.0
-cr~

0. ~l e

o - 1 ~4

O~ 1 ~

0. 1 0

o - os

o .oe

0.04

0.0=
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Figura 6.- Influencia del caudal de argón sobre la señal analítica de los hidruros de arsénico
formadas a partir de As(llI), As(V), MMA y DMA. Concentración de arsénico:
200 gg L’.

A la vista de los resultadossepuededecir que la velocidad del flujo de argán

óptimaparatransportarlos hidrurosde arsénicoformadosa partir detodaslasespecies

es de 10 mL miii’. Por tanto, éste es el valor escogido para realizar los restantes

estudios.

rvl r\A ~As <III> O rvl A

Cat.jcjal de Ar <rnL./rnin.)

— e -r.n -t o LID =0 So
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(2) Influencia del caudal de la disolución portadoradel sistemaFÍA.

Sellevó a caborn~ estudiode la influenciadelcaudaldel portadorsobrela sefial

de absorbanciamanteniendoconstanteslos caudalesde los reactivosa 1.6 mL miii’ y

variandoel caudaldelportadorentre1 y 3 mi min’ (intervalooperativoenI-IPLC). La

disolución portadorautilizadafue tampónfosfato 17 mM apH=6.0, debidoa queserá

el eluyente utilizado en la separaciónde estasespeciesmediantecromatografíade

cambioaniónico.Los resultadosobtenidosserepresentanen la Figura 7.

o.i e
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-~ 0-1 ~

0-1 0

0-os

o .oe

0.04

0.oa

0.00

Figura 7.- Influencia del caudal de la disolución portador en la señalanalitica do los hidruros de
arsénicoformadas a partir de As(III), As(V), MMA y DMA. Concentraciónde arsénica:
200 pg U’.

Como se puede observaren la Figura 7, la señal aumentaligeramente al

aumentarel caudalde portador,paratodas lasespeciesde arsénico.Se haescogidoun

caudalde 2.0 mL miii’ parallevaracabola determinaciónya quevelocidadesde flujo

másaltasocasionanun consumodereactivomayorsin obtenersemejorassignificativas

en la sensibilidad.
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(3) Influenciadelcaudal de los reactivos.

Se llevo a cabo un estudiosobre la influencia del caudalde los reactivosque

intervienen en la reacción de formación de los hidruros. Como ya se ha dicho

anteriormente,estos reactivosson: el borohidruro sódico (NaBH4), que es el agente

reductor,y el ácido clorhídrico, queproporcionael hidrógenonecesarioparaformar el

hidruro.

Pararealizaresteestudiose hanmantenidoconstantesel restode las variables

experimentalesen aquellosvaloresqueseconsiderancomoóptimosy sehavariadoel

caudal de uno de los reactivosentre 0.2 y 1.9 mL miii’, mientrasse mantienela

velocidad de flujo del otro reactivo en un valor constantede 1.9 mL miii’. Los

resultadosobtenidosse representangráficamenteen lasFiguras 8 y 9.
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Figura 8.- Influencia del caudal del NaBH4 al 3% en la señaldc absorbancia de los hidruros de
arsénicoobtenidosa partir de AsQII), As(V), MMA y DMA. Concentraciónde arsénico:
200 pg U’.
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Figura 9.- Influencia del caudal del HCI 6 mal U’ en ¡a señalde absorbancia de los hidruros de
arsénicoabtenidosa partir de As(IlI), As(V), MMA y DMA. Concentraciónde arsénica:
200 pg U’.

En amboscasosseobservaquela seña]de absorbanciaaumentagradualmente,

parala mayoríade las especies,a medidaqueseincrementala velocidadde flujo del

reactivo correspondiente,como era de esperar,ya que al disminuir el tiempo de

residenciade la muestraen el sistemase produceunamenordilución de la mismaen

la corrientede portador,aumentandoal mismo tiempo la eficienciadel proceso.En el

casodelDMA, la eficiencia,sin embargo,disminuyeligeramenteamedidaqueaumenta

el caudalde 1-101. Por tanto, con objeto de conseguirla mayor sensibilidad posible,

considerandoatodaslas especiesen su conjunto,se ha escogidocomocaudalóptimo,

tanto de borohidruro sódico como de ácido clorhídrico, el mayor de los valores

estudiados,es decir, 1,9 mL miii’.
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(4) ¡nfluencia de la longitud y la forma del bucle de reacción.

Se estudiarondistintas longitudes del bucle de reacciónsin que se observase

ningunainfluencia de esteparámetrosobre la sensibilidad,ni sobre la forma de las

señalesdeabsorbanciaproporcionadaspor los hidruroscorrespondientesa cadaespecie

de arsénico.En cuanto a la forma de dicho bucle, se estudiarondos tipos: lineal y

anudado,sin queseobservasetampoconingunavariaciónen la señal.En los restantes

estudiosseha utilizado un bucle de reacciónde tipo lineal de 20 cm de longitud.

(5) Concentracióndelagentereductor(NaBHJ.

Para elegir la concentraciónóptima de borohidruro sódico necesariapara

conseguirunamayor eficienciaen la generaciónde los hidrurosde arsénicoformados

a partir de las distintasespecies,seestudióla influenciade la concentraciónde dicho

reactivo en el intervalo entre 1 - 9 % (m/v). El resto de los parámetroso variables

experimentales,que influyen sobrela sensibilidaddel método,se hanmantenidoen

aquellosvaloresconsideradoscomoóptimosy quesehanestablecidopreviamente.Los

resultadosobtenidosse representaen la Figura 10.

Se observaque, para todas las especiesde arsénicoestudiadas,el valor de

absorbanciaobtenidoesmáximo cuandoseutiliza unaconcentraciónde NaBH4del3%

(m/v). Por consiguiente,estaes la concentracióndeagentereductorseleccionadapara

llevar a cabo la determinaciónde estos compuestosempleando este sistemade

generaciónde hidrurosen continuo.
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Figura 10.- Influencia dc la variación de la concentraciónde NaBH4 en la señalde absorbancia de
los hidruros de arsénico formados a partir de As(III), As(V), MMA y UNÍA.
Concentración dc arsénico: 200 pg L’.

(6) Influenciade la acidezdel medio(concentraciónde HCl).

Al igual que en el apartadoanterior, se ha estudiadola influencia de la

concentraciónde 1-IGl sobrela eficienciade la reacciónde generaciónde hidrurosen

continuo.Paraello, seha variadola concentraciónde ácido en el intervalo entre1 - 6

mol Ji
1. Los resultadosobtenidosserepresentaen la Figura 11.

Como puede apreciarseen la Figura 11, se obtienenseñalesde absorbancia

prácticamenteiguales para el As(III), As(V) y MMA, en todo el intervalo de

concentracionesde HCI estudiado,obteniéndoseun valor máximoy constantea partir

de una concentraciónde ácido de 3 mol LI

106

Pa <‘./) Nl Nl -~ o ramA~



Resultadosy Discusión

Por otro lado, en el caso del DMA, los valoresde absorbanciaobtenidosno

siguen la misma tendencia,es decir, no sufren la misma variación al modificar la

concentracióndeHCI queel restode lasespeciesestudiadas.Seobservacómoparaeste

compuestola señaldisminuyeamedidaqueaumentala concentraciónde ácido,por lo

quela mayor sensibilidadse consigueutilizando HCI 1 mo] U’. Ante estasituación, la

concentraciónde 1-Id, a lo largo de nuestrasexperienciasposteriores,se ha variado

entre 1 y 5 mol LP, dependiendode los objetivos y del resto de las condiciones

experimentales;así,cuandosenecesitóira sensibilidadaltaparael DMA, sellegó auna

situaciónde compromisosacrificandola sensibilidadparael restode las especies.Una

concentraciónde1-Id de 1 y 2 mol J<1, prácticamenteiguala la eficienciadegeneración

paralas cuatroespecies.
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Figura 11.- Influencia de la concentración de HCI en la sefmal dc absorbancia de los hidruros de
arsénicaformado a partir de As(flfl, As(V), MMA y DMA. Concentracióndc arsénica:
200 pg U’.
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VA.1.- Conclusionesde la derivatizacióna la forma de hidruros

En la tabla XIX semuestraun resumende las mejorescondicionesdel estudio

de ¡os parámetrosqueafectana la generaciónde hidruros de arsénico.

Tabla XIX.- Resumendelascondicionesexperimentalesóptimaspara la derivatiznción riel As(flI),
As(V), MMA y DMA a ¡a forma de sus hidruros

Velocidaddel flujo de Ar

Caudalde la disoluciónde portador

10 mL miii’

2.0 mL miii’
(Tampónfosfato 17 rnmol L~’ apH 6fl)

Caudalde NaBH4 1.9 mL miii’

Concentraciónde NaBH4

Caudalde 1-ICI

3 % (m/v)

1.9 mL miii’

Concentraciónde HCI

Longitud del bucle de reacción

entre 1 y 5 mol U
1

(dependiendodel objetivo)

20 cm
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‘¿2.- TRANSFORMACIÓN DE ESPECIES DE ARSÉNICO

Como ya se ha comentadoen el apartadoanterior, tanto los ácidosarsénicoy

arseniosocomoel MMA y el DMA son capacesde formar loshidruroscorrespondientes

por reacción con un reductor fuerte (NaBH4) en medio ácido. Sin embargo, la

arsenobetaina(AsB) y arsenocolina(AsC), en estasmismascondiciones,no dan lugar

a la formación de ningún hidruro (Rauret y col., 1991), siendo necesaria una

transformaciónprevia de estos compuestos,normalmentemediante tina oxidación

enérgica,a otras especiescapacesde experimentardicha reacción.Por otro lado, estos

compuestosorganoarsenicales(AsB, AsC, etc.) son bastanteresistentesa la acciónde

los ácidosconcentrados,agentesoxidantesy mezclasde ambos,talescomoácidonítrico,

aguaoxigenada,etc. (Stringery Attrepm, 1979).Enla bibliografíadisponibleal principio

deestetrabajo,algunosautores(Atallahy Kalman, 1991) empleabanla acciónconjtmta

de un oxidantey de radiaciónultravioleta,a una longitud de ondade 235 nm, para

transformarlas especiesno formadorasde hidruros en especiesderivatizables.Sin

embargo,el empleode lámparasultravioletaparafavorecerla oxidaciónde la materia

orgánicapresentaalgunos inconvenientes,tales como que la muestranecesitaestar

sometidalargosperíodosde tiempoa la accióndela radiaciónultavioletay el hechode

quela eficaciade la oxidación es muy dependientedelestadofísico de la lámpara.En

estetrabajo sehapretendidodesarrollarun sistema(o sistemas)de transformaciónde

AsB y AsC a especiesderivatizables,que obviara las dificultades de las lámparas

ultravioleta.Debido a queesnecesarioun aporteexterior de energíaparaque tenga

lugar la transformaciónde estos compuestos(AsB y AsC> a especiesformadorasde

hidruros,en estetrabajosehan desarrolladoun métododetermo-oxidacióny otro de

oxidación asistidacon microondas.

V.2.1.- Transformaciónde las especiesde arsénicomediantetermo-oxidación

Estemétodoconsisteen la transformaciónde las especiesorgánicasde arsénico

a As(V) mediantereacción,aelevadatemperatura,dedichoscompuestosconpersulfato

potásicoen medio alcalino.
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Las primerasexperienciasse realizaronen discontinuocondisolucionesacuosas

dc arsenobetainay arsenocolina,en (lístintos me<lios oxidantesy temperaturas.Se

observóque, trabajandoa unatemperaturaen torno a los 1000Ccon disolucionesde

K
2S208entreel 2 y el 3%, enmediobásico,seproducíaneficienciasdegeneracióndel

hidruro, a partir de estasespecies,superioresal 70%. Ante las buenasperspectivasde

la transformaciónde AsB y AsO a formas generadorasde hidruros, se procedió a

optimizar los diferentesparámetrosde oxidaciónen continuo para estasespecies,así

como paralas especiesmetiladasdelAs (MMA y DMA), que enpresenciadel agente

oxidantepuedendescomponersea As(Y) generandoel hidruro de la especieinorgánica

y no de la especiemetilada.

Por consiguiente,se diseñóun método en línea que seencuentrarepresentado

esquemáticamenteen la Figura 12, dondeel portadorarrastraa la muestra,inyectada

en el sistemaa travésde unaválvula de seis vías, y sehacereaccionarcon persulfato

potásico,en mediobásico,en un reactor que seencuentraintroducidoen un horno de

polvo degrafitoaunatemperaturade 140
0C. Unavez completadala reacción,seenfría

la mezclahaciéndolapasarpor un bañode hielo antesde procedera la formaciónde

hidruros.

Figura 12.- Esquema PI - termo-oxidación - HG - AAS> empleado para la transformación y
determinación de los compuestosorganometállcosde arsénico

termoreactor
baño hielo

Muestra lo rnum~n
Ar

~l1Po<
2 mI/mw

¡<>8,0, ¡-¡CI
0.6 mí/mm 1.9 mí/mm 1.9 mI/mtn

separador
gas/Uquido
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V2.1t- Optimizaciónde los parámetrosexperimentalesde la termo-oxidación

Los parámetrosestudiadosfueron: (1) temperaturadel horno de grafito, (2)

concentracióndel reactivooxidantey (3) caudaldel oxidante.La generacióndehidruros

se llevó a caboen las condicionesóptimas establecidasen el ApartadoV.1.

(1) Influencia de la temperaturadel horno de grafito sobrela eficacia de la

termo-oxidación

Se ha comprobadoque la eficienciade la transformacióndeAsB y AsO en una

especiecapaz de generarel hidruro de arsénico depende,en gran medida, de la

temperatura.Esto esdebidoaquela reaccióndeestasespeciesconpersulfato potásico

en mediobásicoesendotérmicay, por lo tanto,necesitaunaciertacantidaddeenergía

paraqueéstatengalugar.Conel fin (le establecerla temperaturaóptima detrabajo,se

estudióla eficienciade conversióndeAsB y AsO (concentraciónde arsénico200 gg

para cadaespecie)en especiesgeneradorasde hidruroscon persulfatopotásicoal 3%

(m/~’) en hidróxidosódicoal L5% (m/v), paradistintastemperaturasen el horno de

grafito.En la TablaXsemuestrael tantopor cientode transformaciónconseguidopara

ambasespecies,siemprereferido a la señalobtenidaapartir de As(V), en las mismas

condiciones.

De los datosreflejadosen la TablaX sepuedededucirquea lOOt la conversión

de la AsC auna especieformadoradehidrurosescompleta,mientrasquela AsB sólo

se ha transformadoen un 74%. Para la transformacióntotal de ambasespecieses

necesarioutilizar unatemperaturaen el hornode grafito de 1400C.Por lo tanto, seha

utilizadoestevalorpararealizarlos estudiosdeoptimizaciónde los restantesparámetros

experimentales.
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Tabla Xr Eficiencia de ¡a transformación dc
la temperatura empleando ~

de arsénico200 gg U’.

MB y AsC ca especiesgeneradorasdc hidruros con
3% (ni/y) en NaQE al 1.5% (m/v). Concentración

(2) Influencia dela concentracióndepersia!atopotásicoen la eficaciadela termo-

oxidación-

Se llevarona caboestudiosvariandola concentraciónde K2S208entreel 1 y el

5% (m/v) en solucionesde NaOH en proporción 2:1. Los resultadosobtenidosse

representanen la Figura 13.
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Figura 11- Influencia de la concentración de K~S2O8 sobre la señal analitica de los hidruros de
arsénico formados a partir de (A) As(Ifl), As(V) y MMA; (II) AsC; (C) DMA;
(D) MB. Concentración de arsénico:200 ~g U
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Comosepuedeobservarseobtuvieronconversionespróximasal 100%,paraAsIR

y AsO, cuandola concentraciónde K2S,08eraigual o superioral 3% <m/v). Aunquela

señal obtenidaa partir del DIvL4 fué establea partir del 3%, el valor obtenidoes un

20%inferior queparael restodeespecies.Seha escogidocomoreactivooxidante,para

llevar a cabolasexperienciasrestantes,ira mezclade persulfatopotásicoal 3 %(m/v)

en presenciade hidróxidosódico al 1.5 % (m/v).

(3) Influencia del caudal del persulfato potásico en medio alcalino sobre la

eficiencia de la termo-oxidación.

Pararealizaresteestudiosehavariadola velocidaddeflujo del reactivooxidante

en el intervalo comprendidoentre0.2 - 1.6 mL miii’, paraunaconcentracióndeK,S208

del3% (m/v). La modificaciónde esteparámetroafecta,de maneradirecta,al tiempo

deresidenciadela mezcla(muestramásreactivooxidante)enel bucledereacción,dado

quese mantienenconstantesla velocidadde flujo de la disoluciónportadora( 2.0 mL

min’) y el volumendel reactor(4.5 m de longitud x 0.5 mm de diámetrointerno). En

consecuencia,en esteestudioseevalúala eficiencia de la termo-oxidaciónen función

del tiempo de residenciade la mezcladereacciónenel hornodegrafito, en el intervalo

entre16 y 24 s.

Los resultadosobtenidosserepresentanen la Figura 14.

A la vista de estos resultados,sepuede decir queun tiempo deresidenciade

20 s essuficienteparalograrla transformacióntotal detodoslos compuestosestudiados.

Sin embargo,y al igual queenel apartadoanterior, la señaldel DMA esentreun 15 -

20 % menorquela obtenidaparael restode las especies.Estosresultadosconcuerdan

con los obtenidospor otros autores(Atallah y col., 1991) empleandoel método de

fotooxidacióndescritoanteriormente(ApartadoV.2).
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Figura 14.- Eficiencia de la transformación dc las especiesde arsénica en función del caudal del
reactivo oxidante (tiempo de residencia en el termoreactor). (A) As(V), As(III) y
MMA; (13) AsE y AsC; (C) DMA. Concentración de arsénicodc 200 j¿g U’

V.2.1.2.- Influenciade la termo-oxidaciónsobrela eficiencia de generacióndel

hidruro.

Seha observadoque el procesointermediode termo-oxidacióncambiala acidez

del mediode generaciónde hidrurosdebido a la basicidaddel reactivooxidante,por lo

queseha procedidoaoptimizarnuevamentela influenciade esteparámetro,empleando

el sistemaen líneaFI - termo-oxidación- HG - AAS anteriormentedesarrollado.Dicho

estudiosellevo a cabovariandola concentraciónde ácido clorhídrico entre1 - 6 mol

L’. Los resultadosobtenidossemuestranen la Tabla Xl.

14
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Tabla XL- Influencia de la concentracióndel HCI sobrela eficienciade generacióndel hidruro con
termo-oxidación a partir de As(V), As(fll), MMA, DMA, AsE y AsC, empleandoel
sistemaFI - Termo-oxidación - HG - AAS. Concentración de arsénico:200 gg U1.

Concentraciónde HCI

(mol 12’)

Absorbancia

As(III) As(V) MMA DMA ASB AsO

1 0.078 0.080 0.081 0.082 0.078 0.080

2 0.142 0440-

0.152

0.144 0.130 0.143 0.141

3 0.151 0.151 0.132 0.149 0.152

4 0.150 0.150 0.151 0.130 0.151 0.451

5 0.152 0451 0.151 0.131 0.152 0.150

6 0.152 0.152 0.150 0.132 0.151 0.150

En la Figura 15 secomparael efectode estavariablecon el observadoen ausencia

de termo-oxidación.
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Influencia de la concentración del Ecl sobre la eficiencia de generaciónde¡ hidruro
sin termo-oxidación a partir de: (A) As(V), AsQH), MMA; (Dl DMA; (C> AsC y AsE;
y con termo-oxidación a partir de: <B) As(V), As(flI), MMA, AsE y AsC; (E) DMA.
Concentración de arsénico:200 yg U’.
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Por un lado, se puedeapreciarque las señalesde As(IlI), As(V) y MMA, sin

termo-oxidación(curva4a), son aproximadamenteun 20 % menoresquelas obtenidas

con termo-oxidación(curva 4b>, lo que puede ser debido al ligero aumento de

temperaturaqueexperimentala ¡nuestraconrelaciónala queteníacuandosetrabajaba

enausenciade termo-oxidación.Lasexperienciasrealizadassinutilizar un bañodehielo

tras la etapade termo-oxidación,dieron lugara resultadospocoreproducibles,debido

a que la inevitable condensaciónde aguaen el separadorgas-líquidoperjudica al

transportede loshidruroshaciala célulade cuarzo.Sin embargo,aunquela mezclapase

a travésdeun bañode hielo antesdereaccionarconel NaI3H4, la caídade temperatura

es suficiente como para evitar este fenómeno, así como la descomposicióndel

borohidruro,perono lo suficientementebajacomoparacompletarel enfriamiento.Por

lo tanto, el incrementode la señal puedeser atribuidoa que esteligero aumentode

temperaturafavorecela reacciónde generaciónde hidruros.

Por otro lado, arsenobetainay arsenocolina,que no proporcionabanseñal en

ausenciade termo-oxidación(curva4c), dan lugar a señalesprácticamenteigualesa las

deAs(III), As(V) y MMA paracualquierconcentracióndeHCl, cuandose introducela

etapaintermediade termo-oxidación(curva 4b), lo queindica la total transformación

de estoscompuestosa especiesformadorasde hidruros.

Por último, cabedestacarel cambiode comportamientodel DMA. En ausencia

de termo-oxidación se observaba una disminución de la señal de absorbancia

proporcionadapor esta especie,a medida que aumentabala concentraciónde HCI

(curva 4d). Sin embargo,con termo-oxidaciónse apreciauna tendenciasimilar a la

obtenidaparalas demásespecies,si bien su señales aproximadamenteun 15 - 20 %

menor.Estosugierequepuedehaberocurrido unatransformación,al menosparcial,de

DMA en algunaotra especiecuya eficienciade generacióndel hidruro esmayor.

A partir de todos estosresultadosseha optadopor elegir, comoconcentración

óptima de BICI para llevar a cabola reaccióndegeneraciónde hidruros,un valor de 4

mol 121, ya queahorano se producela pérdidade sensibilidadobservadaparael DMA
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cuandose trabajabaen ausenciade termo-oxidaciónal aumentarla concentraciónde

1-101 (ver Figura 7).

Una vez optimizadostodos los parámetrosexperimentales,se ha aplicado el

métodoa las seisespeciesde arsénicoestudiadasy sehancomparadolos resultadoscon

los obtenidos utilizando H20 en lugar del reactivo oxidante. Los resultadosse

representanen la Figura 16.

Comosepuedeobservarenla Figura 16, cuandono seutiliza el agenteoxidante,

lasespeciesorgánicasAsB y AsO no soncapacesdeformar loshidrurosy, por otro lado,

la eficienciade generacióndel hidruro parael DMA esmuchomenor.Por lo tanto, se

puedeconcluirque, el empleode un reactivooxidantecomo etapaprevia,da lugaraun

aumentodelrendimientodela reacciónde generaciónde hidrurosparatodasy cadauna

de las especiesanalizadas.
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Figura 16.- Eficiencia en la generaciónde hidruros para As(III), As(V), MMA, DMA, AsB y AsC,
(A) con termo-oxidación y (B) sin termo-oxidación.Concentraciónde As: 200 pgL’.
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V.2.2.- Transformaciónde especiesde arsénicomedianteoxidaciónasistidapor

microondas

Aunqueel métodode la termo-oxidación,desarrolladoen el apartadoanterior,

ofrecegrandesventajasconrespectoaotros métodosya establecidos,talescomola gran

eficacia en la destrucciónde la materiaorgánicacon bucles de reacción pequeños,

debido a la elevadatemperaturaen que se puedetrabajar,no estáexentode algunos

inconvenientesde tipo práctico. Estos inconvenientesson, fundamentalmente,la

manipulacióndel polvo de grafito y la aparición de puntos preferencialesde alta

temperatura,quesi bien puedenfavorecerel procesode la termo-oxidación,también

puedenproducirque el reactorsefundadentrodel horno.Teniendoen cuentael gran

potencialanalíticoqueha mostradola radiaciónde microondasparael tratamientode

muestras,se pensóen la posibilidadde sustit~iir el horno de termo-oxidaciónpor nr

horno de microondasacopladoal sistema.En esteapartadose contemplanlos estudios

realizadoscon estenuevodiseñoanálogoal representadoen la Figura 12. La
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V.2.2.1.. Optimización de los parámetrosexperimentalesque afectan a la

oxidaciónasistidapor microondas

Pararealizaresteestudioseha utilizado el sistemadescritoanteriormentey los

parámetrosestudiadoshan sido: (1) potencia de la radiación de microondas,(2>

concentracióndel reactivooxidantey (3) tiempo de residenciade las muestrasdentro

del horno.

En todos los casos se ha empleadoun microondasde uso doméstico(Balay,

modelo Bahm-III), con un máximo de potencia de 700 W (con ciclos de

encendido/apagadovariablesen 9 posiciones)y una frecuenciade 2450 MHz. Como

reactorseempleóun tubo de politetrafluoroetileno(PTE7E) introducidoen el interior

del microondasa travésde las ranurasde ventilación.La salidadel reactor,una vez

fueradel horno,seacoplaaun bañode hielo y posteriormente,al sistemadegeneración

de hidruros.

(1) Influenciade la potenciade la radiacióndemicroondassobreJa eficaciade la

oxidación.

El estudiode esteparámetrose llevó a cabomanteniendoconstantesel restode

condicionesexperimentalesen los valoresconsideradoscomo óptimos, tanto parala

termo-oxidacióncomo para la generación de hidruros (apartadosV.2.1 y V.1), y

variandola potenciadel microondasentre las posiciones6 y 9. En la Figura 18 se

muestrael tanto por ciento de transformaciónconseguidoa partir de AsB y AsC,

siemprereferido a la señalobtenidaparael As(V), a cadapotencia.

Comosepuedeobservar,sóloseobtuvierontransformacionespróximasal 100%,

para las dos especies,cuandose trabajó a la máximapotencia, es decir, a 700 W

(posición 9). Por lo tanto, se ha utilizado este valor para realizar los estudios de

optimizaciónde los restantesparámetrosexperimentales.
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Figura 18.- Eficiencia dc la transformación dc: (A) MB, (B) AsC y (C) As(V) en función de la
potencia del microondas, empleandocomoreactivo oxidante persulfato potásicoal 3%
(m/v) en hidróxido sódicoal 1.5% (m/v). Concentración de arsénico: 200 pg L’.

(2) Influencia de la concentración del reactivo oxidante en la eficiencia de la

oxidación asistidapor microondas(MO) para todaslas especiesdel As.

Sellevaronacaboestudiosvariandola concentracióndepersulifatopotásicoentre

cli y el 5% (m/v), enpresenciadehidróxidosódicoenproporción2:iI (K2S208:NaOH),

manteniendoconstantesel resto de las condicionesexperimentales.Los resultados

obtenidosse representanen la Figura 19.
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Figura 19.- Influencia de la concentración de persulfato potásico sobre la eficiencia de
transformación de los hidruros de arsénico formados a partir de: (A) As(Ifl), As(V)
ó MMA; (13) AsC; (C) DMA y (D) AsB. Concentraciónde arsénico: 200 pg 12

Estos(latos muestranqueesteparámetroafectaa la eficaciade la conversiónde

la mismamaneraquecuandoseutiliza el procedimientode termo-oxidación(Apartado

V.2.L1 <2)). Por consiguiente,se podría deducir que, en ambos sistemas,una

concentraciónde persulfatopotásicodel 3%en hidróxidosódicoal 1.5%esóptimapara

llevar a cabo la determinaciónde estasseis especiesde arsénico.Sin embargo,con

objetode identificar los productosde descomposiciónde las especiesde arsénico,una

vez efectuadala transformación,se recogióel efluentea la salida del reactor del

microondasy se inyectó en un sistemaHPLC-MO-l-lG-AAS para su separacióny

determinación.

Esteestudioserealizóutilizandotresconcentracionesdistintasdeagenteoxidante

(1%, 3% y 5%), e identificandolos productosde descomposiciónde las seisespeciesde

arsénicoobjeto de nuestrotrabajo. Los resultadosse muestranen la Tabla XII y se

representanen la Figura 20.
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Tabla XII.- Porcentaje de compuestosde arsénicoque forman la mezclade reacción tras la etapa
cJe transformación asistidapor microondas,partiendo de As(lfl), As(V), MMA, DMA,
Asfl 6 AsC, en función de la concentración de agente oxidante. Concentración de
arsénico: 200 gg ¡A.

Especies
Inyectadas

Concentración
de K2S208

Especiesobtenidas
As(III) AsB DMA MMA As(V)

Asc
1% 85 - 14 1 -

3% - - - 2 98

5% 2 - - - 98

As(III)

1% - - - - 100

3% - - - - 100
5% - - - - 100

AsB

1% - 100 - - -

3% 3 - 5 29 63

5% 5 - - - 95

DMA

1% - - 95 5 -

- 33
5% 9 - - - 91

MMA

1% - - - 100 -

3% - - - 29 71

5% 3 - - - 97

As(V)

1% - - - - 100

3% - - - - 100
5% - - - - 100

Nota: No se encontróAsO a partir <le ningunaespecie.
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Figura 20.- Porcentaje de compuestosde arsénicoque forman la mezclade reacción tras la etapa
de transformación asistida por microondasde lasespeciesinyectadas,en función de la
concentración de agenteoxidante. Concentraciónde As: 200 pg L-~.
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Comosepuedeobservar,empleandopersulfatopotásicoal 1%, todaslas especies

orgánicaspermanecenen su forma original, a excepciónde la arsenocolina,que se

transformaen su mayor parteen arsenitoy parcialmenteen DMA. Estos resultados

explicanel hábito de las curvasde la Figura 19, en la quesepuedeapreciarque, aesta

concentraciónde persulfato,la arsenobetainano da lugar a la formación del hidruro

(curva 19D) y la eficaciaen la conversiónde arsenocolinaesmenor del 100% (curva

1913).

Por otro lado, cuandola concentraciónde K2S,08 esdel 3 %, todaslas especies

danlugara especiescapacesde formarel hidruro pero,aunquela arsenocolinayaseha

transformadocuantitativamentea arseniato,la arsenobetainaha pasadoen nr 65 % a

arseniatoy en un 30% a MMA.

Por lo tanto, esprecisoutilizar unaconcentraciónde persuilfatopotásicoal 5 %

paralograr la oxidación total de todaslas especiesorgánicasestudiadasa As(V). En

consecuencia,estaesla concentraciónde reactivooxidanteescogidaparallevar acabo

los restantesexperimentos.

(3) Influencia del caudal delagenteoxidante sobre la eficiencia de la oxidación

asistida por microondas.

Pararealizaresteestudiosehavariadola velocidadde flujo del reactivooxidante

enel intervalocomprendidoentre0.2 - t6 mL min
1.Al igual queocurríaenel método

de termo-oxidación,la modificación de esteparámetroafecta,de maneradirecta, al

tiempo de residenciade la mezcla (muestramás reactivo oxidante)en el bucle de

reacción, dado que se mantienenconstantesla velocidad de flujo de la disolución

portadoray el volumen del reactor.En consecuencia,en este estudio se evalúa la

eficienciade la oxidación asistidapor microondasen función del tiempo de residencia

de la mezclade reacciónen el horno,

Los resultadosobtenidosse representanen la Figura 21.
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Figura 21.- Eficiencia de la transformación de las especiesde arsénicoen función del, caudal del
reactivo oxidante (tiempo de residencia en el termorcactor). <A) As(V), As(III) y
MMA; (B) AsB; (C) AsC y (D) DMA. Concentraciónde arsénicode 200 pg 12

Como se puede observar, utilizando la radiación de microondas,es posible

transformartotalmentelos compuestosen un tiempo máximo de 13 s, en lugar de los

20 s que eran necesarioscuandose empleabael método de termo-oxidación.Por

consiguiente,parael mismocaudalde reactivooxidantequeendichoprocedimiento,es

decir, 0.6 mL min1, esposible acortarel buclede reaccióndel interior delmicroondas,

siendonecesariounalongitudfinal del mismo de 3.0 m, en lugar de los 4.5 m originales.

o
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V.3.- SEPARACIÓN DE LAS SEIS ESPECIES DE ARSÉNICO MEDIANTE

HPLC

Si se trata de evaluar cualesson las columnasde HPLC más apropiadaspara

separar las especiesde arsénico aniónicas y catiónicasen estudio en un solo

cromatograma,sellega a la conclusiónde que los métodosmásutilizadosson,por un

lado, la cromatografíade cambioaniónicoy por otro, la cromatografíadeparesiónicos.

En el primer caso,la retenciónde las especiesaniónicasen la columnadependedesu

cargaefectivaal pI-I de trabajoutilizado y las especiesorgánicascatiónicasde arsénico,

puedenretenerseligeramenteen unacolumnaaniónicamediantefuerzasde Van der

Waals,o por interaccióncon el contraiónen la resma,pero,si no existe interacciónse

eluyenen el volumenmuerto.

Por otro lado,si setrabajacon cromatografíadeparesiónicos,seutiliza unafase

estacionarianeutraapolaren combinaciónconunafasemóvil quecontienenr reactivo

formadorde paresjónicos.Comocontraiónde lasespeciesaniónicasdearsénicosuelen

utilizarsecompuestosde amonio cuaternario(Morin y col., 1992; Beaucheminy col.,

1989). Recientemente,se ha propuestoun nuevo métodobasadoen el empleo de

reactivoscapacesde formar vesículas,talescomo el bromurode di-dodecil-di-rnetil-

amonio (DDAB) <Liu y col., 1993).

En este trabajo se ha realizadoun estudio sistemáticode diferentesmétodos

cromatográficos:(1) cromatografíadeintercambioaniónicoy (2) cromatografíadefase

reversamodificada,con el fin de establecerlas mejorescondicionesparaefectuarla

separaciónde lasseisespeciesde arsénicoobjetode estudio.La detecciónseha llevado

acaboacoplando,en línea, la salidade la columnacromatográficaal sistemaMO-HO-

ALAS, ya optimizado.
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No HPO.

a ml/mm

V.3.1.- AcoplamientoHPLC - MO - HG - AAS

En la Figura 22 serepresentaesquemáticamenteel acoplamientoHPLO - MO -

1-10 - AAS utilizado parala separacióny detecciónde todaslas especiesde arsénico

estudiadas.

MtiosI,a o ml/mm

A,

Figura 22.- Representaciónesquematicadel sistemaHPLC - MO - HG - AAS empleadopara la
separacióny determinación de las especiesde arsénico.

Comose puedeobservaren dicho esquema,el sistemaestácompuestopor tres

módulosdiferentesquesedescribena continuación.

Módulo cromatográfico: la muestrase inyecta en la correspondientecolumna

cromatográficaa travésdeunaválvula de inyecciónde seisvías(Reodyne~empleando

un bucle de 100 ~L. La separaciónde las especiesse consigue en función de su

interaccióncon la faseestacionaria,utilizandounafasemóvil apropiada.Unavezfuera

de la columna,las distintasespeciespasanal módulode oxidación.

Módulo de oxidaciónasistida por microondas:medianteunabombaperistáltica

(Gilson) se añadeal eluato, que procedede la columnacromatográfica,el reactivo

oxidante,persulfatopotásicoal 5% (enmediobásico),empleandoun caudalde 0.6 mL

min’. La mezclapasaal reactorqueestásituadoen el interior del hornomicroondas.

Comoya se hacomentadoanteriormente,el reactoresdePTFE (3.0 m x 0.5 mm
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y la entraday salida del mismo del microondasse efectúaa travésde los orificios de

ventilación.Duranteel ciclo de medidaseintrodujo un recipientecon aguaen el horno

para prevenirposiblessobrecalentamientosde] mismo.

Despuésde la etapade oxidación asistidapor microondasse hace pasar la

muestraa travésde un bañode hielo antesde entraren el módulode detección.

Módulo de detección:donde se generanlos hidruros gaseososde los distintos

compuestosde arsénicoutilizando las condicionesóptimasestablecidasen el apartado

y.], y sedetectanmedianteAAS a unalongitud de ondade 193.7 nm.

V.3.2.- Cromatografíalíquida en fasereversamodificada

El estudio de las prestacionesde la cromatografíalíquida en fase reversa

modificadasehallevadoacabomedianteseparaciónisocráticaenunacolumnade sílice

de baseoctadecil<C18) (Spherisorb5 ODS1, 5 ~ 150 x 4.6 mm>, usandoun reactivo

formador de paresiónicoscomofasemóvil, con el fin de que las especiesiónicas de

arsénicoestudiadasformenparesiónicoscon dicho reactivoy así, puedanserretenidas

por la fasede sílice octadecilenlazado.

La concentraciónde] reactivoformador de paresjónicos, que en estecaso es

fosfatodetetrabutilamonio(TBAP), y la naturalezay composiciónde la fasemóvil (pl-I,

fuerzaiónica y polaridad)determinaránla eficaciade la separacióncromatográfica.Por

tanto,estoshansido los parámetrosoptimizadosparaobtenerunamejorseparaciónde

las seisespeciesde arsénico.

Estudiospreliminaresde la influencia del caudalde fasemóvil, en el intervalo

de 0.5 - 2.0 miL mm”’, sobrela resoluciónde los cromatogramasde estasseisespecies,

mostraroncomoóptimoun caudalde 1.0 mL min~’, habiéndoseutilizado estevalor para

realizar los restantesestudios,Esta reducción a la mitad de] caudaldel eluyente

cromatográficonos permite disminuir, en igual medida, la longitud del reactordel
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microondas,por lo que se empleoun reactorde 1.5 m en lugar de los 3 m utilizados

hastaahora.

La influenciade la polaridadde la fasemóvil sobrela separaciónde las especies

seestudióadicionandopequeñascantidadesdemetanola la disoluciónqueactúacomo

portador.Se observóunadisminuciónen la resoluciónde los cromatogramasa medida

queiba aumentandoel porcentajede metanol,debido a quedisminuyenlos tiemposde

retencióndecadaanalito.Porconsiguiente,la fasemóvil seleccionadaparallevar acabo

la separaciónde estas especiesconsiste en una disolución acuosade fosfato de

tetrabutilamonio,en ausenciade metanol.

V.3.2.t- Estudiode la influenciadel pH de la fasemóvil

Dado que la columna empleadaes de basede sílice, se puedetrabajaren un

intervalode pH de2.0 a 8.0 sin peligro dedeteriorode la misma.Así pues,el pl-1 de la

fase móvil, fosfato de tetrabutilamonio(TBAP) 2,5 mM en tampón fosfato, se ha

variadoentre3.0 y 6.5. Los resultadosobtenidossemuestranen la Figura 23.

12

lo

8

6
4-

4

2

o
6.5

pH

Figura 23.- Influencia del pH de la fasemóvil TBAP 2.5 mmol 12’ encromatografla líquida en fase
reversa modificada para la separaciónde As<llI), As(V), MMA, DMA, MB y MC,
para una concentracióndc 500 pg 121de arsénicoen cadaespecie,empleandocl sistema
HPLC-MO-HG-AAS. caudal: 1.0 mL min1.

2,5 3.5 4.5 5.5
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Como se puedeobservar, los tiempos de retenciónde las diversasespecies

dependen,engran medida,del pI-l de la disoluciónportadora.Enel intervalo de pl-I de

4.5 a 5.5, las especiestóxicas,As(V), MMA, DMA y As(Ill), puedensepararsede las

especiesaltamentemetiladasy no tóxicas,AsB y AsC, si bien estasdos últimas eluyen

juntas.Sin embargo,el ácidoarsenioso(pK,, = 9.2) no seioniza en todo el intervalo de

pH estudiado,por lo que no quedaen absolutoretenido y se eluye en el volumen

muerto.

La ligera retencióndeAsB y AsC, que presentanun comportamientocatiónico

en todo el intervalo depH, puededebersea interaccionesconel soporteno polarde las

cadenasdeC~,eluyéndoseinmediatamentedespuésdelAs(III), peroconunaresolución

suficiente como para permitir, por un lado, la cuantificaciónde las especiestóxicas

individualmente,y por otro, de las especiesno tóxicasconjuntamente.

El ácido arsénico(p1C5 2.3, 6.9 y 11.4) seencuentraen forma aniónica en todo

el intervalo depH estudiado,por lo quepresentala mayorinteracciónelectrostáticacon

el TiBA~ y, por tanto, los mayorestiemposde retención.

El ordendeehición de lasdos especiesmetiladasdearsénico,DMA (pK8 1.28

y 6.2) y MMA <PKa = 2,6 y 8.2), seexplicaa travésde la cargaefectivay suinteracción

con el contraión.

Con objeto dediferenciarlas especiestóxicasy no tóxicas, seha escogidocomo

pl-I de trabajo óptimo un valor de 5.2. En estas condiciones se obtiene la mejor

separaciónposible, observándosecinco señalesque corresponden,en este orden, a

As(III), AsE + AsC, DMA, MMA y As(V), no siendoposible mejorarestaseparación

a ningún otro valor de pH.
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V.3.2.2.- Estudiodc la influenciade la concentracióndel reactivo formador dc

pares jónicos

El estudiode la influencia de la concentracióndel reactivoformadorde pares

lónicosen la separaciónde lasespeciesdearsénicoserealizóvariandola concentración

de fosfato de tetrabutilamonio(TBAP) en el intervalode 1.5 a 15 mmol L~1, en medio

acuoso,apI-I 5.2. Los resultadosexperimentalesde los tiemposderetención,enfunción

de la concentraciónde TBAP, se representanen la Figura 24.

2.5 5.0 -Ls 10.0 12.5 15.0

canc (mM)

Figura 24.- Influencia de la concentraciónde TBAP, a pH 5.2, en cromatografía líquida en fase
reversa modificada, sobre la separacióndelos seiscompuestosde arsénico,empleando
el sistemaHPLC-MO-HG-AAS. Concentracióndc arsénico:500pg iA en cadaespecie.
Caudal:1.0 mL mint.

Se observaque,a medidaqueaumentala concentracióndel reactivo,disminuyen

los tiempos de retención de arseniato, MMA y DMA, de forma que, para

concentracionesde TBAP de7.5 mmol J<1 o superiores,empiezanasolaparalgunasde

A s(V>

MMA

DMA

AsO

AsE

Asflhl) -

9.0 -

7.5 -

6.0 -

4.5 -

3.0 -

1.5 -

0.0
0.0
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susseñales.Sin embargo,paraAs(III), queseeluye en el volumenmuerto, y paraAsC

y AsB, especiesque interaccionandébilmentecon la faseestacionaria,el tiempo de

retenciónno se modifica en todo el intervalo de concentracionesestudiado.

A la vista de estos resultados,se ha escogidocomo concentraciónóptima

de reactivo formadorde pares iónicos parallevar a cabola separación,un valor de

2.5 mmol 12.

V.32.3.-Conclusionesde la comatografíalíquidaen fasereversamodificada.

En la Figura 25 semuestrael cromatogramaobtenidoconunamezclade las seis

especiesde arsénicoestudiadas.
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o
e
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o
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Figura 25.-Cromatograma de una mezcla de seiscompuestosde arsénico(500 pg U’ de arsénico
en cada especie)empleandocromatografía en fasereversa modificada-MO-HG-AAS.
Fasemóvil: TBAP 2.5 mmcl L’ a PH 5.2. Caudal de fasemóvil: 1.0 mL miii’.

— 0.025
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En dichocroniatogramaseobservancincopicosenun tiempo máximode análisis

de, aproximadamente,8 minutos.Estospicoscorresponden,comoseindica en la figura,

a As(III), AsB + AsC, DMA, MMA y As(V), aunquese puedeapreciarque el pico

correspondientea As(llI) no llega a recuperarla líneabaseantesde que aparezcala

señal correspondientea la mezclade las especiesno tóxicas.

El solapamientodelasseñalesde AsB y AsC no permitela cuantificacióndelos

seiscompuestosindividualmente,pero es posibledeterminar,por un lado, las especies

no tóxicasconjuntamente,y por otro, cadauno de los compuestostóxicos por separado.

Estadistinciónesimportantecuandosetrataderealizarla determinaciónde lasespecies

de arsénicoen muestrasbiológicas.

Uno de los principalesinconvenientesquepresentala cromatografíalíquida en

fase reversa modificada es que el agente formador de pares jónicos afecta,

permanentemente,a la selectividad de la columna, lo que a menudo dificulta la

reproducibilidad.

V.3.2.4.- Característicasanalíticas

En lascondicionescitadasanteriormente,sehanobtenidocalibradoslineales,para

las seisespecies,en el intervalode concentracionescomprendidoentre400-1000pg

de arsénico.Cadapunto del calibradoseha medido por triplicado y la señalanalítica

consideradahasidola alturadepico. Los valoresde la pendiente,ordenadaenel origen

y coeficientedecorrelaciónde los calibradosobtenidosparacadaespecieserecogenen

la Tabla Xlii.
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Tabla XIII.- Parámetros de las curvas de calibrado obtenidas para las seisespeciesde arsénica
estudiadas,en el intervalo de concentración400-1000gg U’ dc arsénico para cada
especie,empleandocromatografía líquida de fasereversamodificada-MO-HG-AAS.
Fasemóvil: TJ3AP Z5 mmd U’ a pH 5,2.Caudal: 1.0mL mit’.

Especie Pendiente,n.A, gg1L
( x 10~)

Ordenadaen el
origen,u.A.

Coeficientede
correlación

As(lJl) 6.9±0.1 0.037±0.002 0.9995

AsB±AsC 6±1 0.046±0.015 0.994

DMA 4.9±0.6 0.024±0.004 6.9992

MMA 4.7±0.3 0.031±0.002 0.9998

As(V) 4.2±0.4 0.023±0.003 0.9996

Los valoresde la desviaciónestándarrelativa (R.S.D.)sehancalculadoparalas

seis especies,a partir de las medidascorrespondientesa 10 disolucionesmezclacon un

contenidodearsénicode 600 yg LP en cadaespecie,empleandola expresión:

R.S.D. = (8 ¡ Cm) x 100

dondeCm es la concentraciónmediadearsénico,calculadaapartir de lasdiez medidas,

y S es la desviación estándar de dichas medidas, expresadaen unidades de

concentración.

Cornocriterio paraestablecerlos límites de detección(L.D.) de las especiesde

arsénicoseha utilizado el sugeridopor la TUPAC, empleandola expresión:

L.D. = 3 (Sb 1 m)

dondeSb esel valorde la desviaciónestándardelblanco(enunidadesde absorbancia)

y m es la pendientedel calibrado.

Los resultadosobtenidos para cada especiese encuentranrecogidosen la

Tabla XIV.
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Tabla XIV.- Característicasanalíticasdela cromatografía líquida de fasereversa modificada-MO-
HG-AAS para la determinación dc las seisespeciesde arsénico.

Especie tr (mm.) 1 R.S.D.(%) L.D. (pg 12’)

As(III) 2.83 10 97

AsB+AsC 3.70 5 100

DMA 6.50 7 122

MMA 7.17 7 128

As(V) &00 12 143

Los altos valores de los límites de deteccióny de las desviacionesestándar

relativasobtenidosparatodas las especiesse atribuyen al eluyenteutilizado, ya que

debidoasu carácterde tensoactivo,interaccionaconel borohidrurosódico,dandolugar

a la formaciónde espumasen la etapade generaciónde hidruros,lo queprovocauna

disminución de las señalesy de la reproducibilidad.La adición de un antiespumante

(silicona)mejoróla reproducibilidad,perolas señalessiguieronsiendobajas,ya queeste

agentetambién causa un impedimento en la reacción de formación del hidruro

correspondiente.Lasaplicacionesanalíticasconestetipo de cromatografía,vienendadas

en el capítulo VI.

135



Resultadosy discusión

Vt3.- Cromatografía de cambioaniónico

Como ya se hizo patente en los antecedentesbibliográficos, existen varios

métodos para la separaciónde estasseis especiesde arsénico utilizando distintas

columnasde cambioaniónico,pero en ningunodeellossellega a la resolucióntotal de

las mismas.

En estetrabajose realizaronestudioscon dos columnasde cambioaniónicode

basefuertede:

- resma de polimetacrilato con grupos funcionales de amonio

cuaternario(IC-PAK A); 10 gm, 50 x 4.5 mm i.d.

- cambiadordepoli(estireno-divinilbenceno)trimetilamonio(HamiltonPRP-

X100); 10 pm, 250 x 4.1 mm i,d.

En amboscasosseutilizó comofasemóvil un tampónfosfato,ya que comose

ha comprobadoen la bibliografía,esel eluyentequemejoresresultadosaportacuando

setrabajacon estetipo de columnas.

Los parámetrosque más influyen en la separacióncromatográficade cambio

aniónico,y quepor tanto sehanestudiado,hansido el efectode la concentracióndel

eluyentey el pH del mismo.

V.3.3.1.- ColumnaaniónicaIC-PAK A

El estudio del caudal del eluyente,empleandouna concentraciónde fosfato

1 mmol 12’ a pH 6.0 mostróque,paravelocidadesde flujo mayoresde LO mL muy1, los

tiemposde retenciónde las distintasespeciestendían asermáscortos,empeorandola

resolución,Sin embargo,paravelocidadesdeflujo menores,los tiemposde retenciónson

excesivamentelargosy no seobtieneningunamejorasignificativaen la separación.Por

estarazón, todos los estudiosrealizadoscon estacolumnasehicieron con un caudal
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constantede 1.0 mL mint Estecaudalpor otra parte,ofrece condicionesidóneasde

trabajo en los módulosdeoxidacióny detección.

V.3.3A1- Estudiode la influenciadel pH de la fasemóvil

El tipo de empaquetamientode esta columna permite trabajaren un amplio

intervalodevaloresde pFI, de 1.0 a 13.0, sin queseproduzcaun deteriorode la misma,

lo que se traduce en una gran flexibilidad para el estudio de la separación

cromatográfica.

El intervalo de pH de la fasemóvil estudiadofue de 3.0 a 11.0, empleandouna

concentracióndefosfato en la fasemóvil de 1.0mmol 12’. Los resultadosde los tiempos

de retenciónobtenidosal variar el pH, paracadaunade las seis especiesde arsénico

estudiadas,semuestranen la Figura 26.

lo

8

4-

6-

4-

2-

o

MMA

0 2

As(V)

As ( III>

DMA.
AsE ~
AsC

4 e 8 10 12

pH

Figura 26.- InfLuencia del pH de la fasemóvil (fosfato LO mmot Lj en cromatografía líquida de
cambio aniónico (columna IC-PAK A)-MO-HG-AAS, para la separación de seis
especiesde arsénico (200 pg U’ de As en cada especie>.Caudal: 1.0 mL mm”1
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La influencia del pH de la fase móvil sobre el tiempo de retenciónde cada

analitoestádirectamenterelacionadaconsusvaloresde pK,. Comosepuedeapreciar

en la Figura 26, cuandose trabajaa pl-I ácido la especiecatiónicaAsC y las neutras

AsB, AsCLIl> y DMA, prácticamenteno quedanretenidasy eluyenmuy próximas,dando

lugaraun solapamientode susseñales.Sin embargo,avaloresde pH básicos(mayores

de 9.5> el arsenitoseencuentraen forma aniónica,por lo queel tiempo de retención

paraestaespecieempiezaa seralgo mayor.

Sepuedeobservartambiénque,apH neutro,seseparanaparentementetodaslas

especiespero, en la práctica, la resolución de los picos no es suficiente como para

permitir la cuantificación.

Por último, cuando el pH es mayor de 10.7 se observa que las señales

correspondientesa As(III) y DMA seseparancompletamentede lasdeAsB y AsC que,

por su parte,aparecencompletamentesolapadasdebido a que, a estevalor de pl-I, la

AsC deja de estar como catión y se encuentratambién en forma neutra. En

consecuencia,utilizando un pH en la fase móvil de 10.7 es posible separar

completamentelasespeciestóxicas(arsenito,arseniato,DMA y MMA) y, por otro lado,

detectar conjuntamentelas no tóxicas (AsB y AsC), de forma análogaal método

cromatográficodesarrolladopreviamente.Comoya sedijo allí, estaseparacióndesde

el puntode vista medioambientales muy importante.

V.3.3.1.2.- Estudiode la influenciade la concentraciónde fosfato

A la vista de los resultadosobtenidosen el apartadoanterior, se optimizó la

concentracióndefosfatoen la fasemóvil variandodicha concentraciónentre0.5 y 10.0

mmol L”’, utilizandoun valor de pH de 10,7 y un caudaldefasemóvil de 1.0 mL min1.

Los resultadosde los tiempos de retenciónobtenidos,paracadaunade las especiesde

arsénicoen función de esteparámetro,semuestranen la Figura 27.
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Figura 27.- Influencia de la concentraciónde fosfato, a pU 103, sobre la separaciónde las seis
especiesde ars6nico (200 j~g L.! de As en cada especie)empleando cromatografía
flquida decambio aniónico (columna IC-PAK A)-MO-HG-AAS. Caudal: 1.0mL miiit

Se observaque, como erade esperar,parabajasconcentracionesde fosfato,las

especiespresentanmayores tiempos de retención. Sin embargo,al incrementarla

concentraciónde tampón en el eluyente,se obtienentinos tiempos<le retenciónmás

bajos,pero conmenorresolución,llegandoinclusoaeluirsesimultáneamentecuatrode

las especiesestudiadas.Porlo tanto,seeligió unaconcentraciónde fosfato de 1.0 mmcl

L.t comoeluyentede bajafuerzajónica, con el fin de obtenerunamejor resolución.

V23.3.1.3.- Conclusiones de la cromatografía de cambio aniónico con la

columnaIC-PAK A.

El cromatogramaobtenidoempleandocomoeluyenteuna disoluciónacuosade

tampónfosfato de concentración1.0 mmol 1>” a pH 10,7, y un caudalde fasemóvil de

1.0 mL mm”’, paraunamezclade los seiscompuestos,con un contenidode arsénicode

200 ¡tg L’ en cadaespecie,semuestraen la Figura 28.
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Figura 2&- Cromatogramaobtenidoa partirde una mezcladc seisespedesdc arsénico(200 pg
LA de As) empicando cromatografía de cambio aniónico (columna IC-PAK A)-MO-
HG-AAS. Fasemóvil: tampónfosfato 1.0 mmoí U’ a pI1 10.7. Caudal de fasemóvil:
1.0 mL miui’~

Como se puedeobservar,es posibleseparar,en un tiempo de análisis de 8.30

minutos, las cuatroespeciestóxicas del arsénico:As(III), DMA, MMA y As(V), de las

no tóxicas(AsB y AsC, cuyospicos solapan),tal comoocurríacuandosetrabajabacon

cromatografíalíquida de fase reversamodificada, si bien hay que destacarque en la

cromatografíade cambio aniónicola resoluciónde los picos es mejor y además,seha

producido una inversión en el orden de elución de los analitos, lo que se debe,

principalmente,a la diferenciaentrelos valoresde pH de trabajo utilizadosen ambos

casos.

—0.025
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V.3.3.1.4.-Características analíticasdel método.

Se han obtenido calibradoslineales para las seis especiesen el intervalo de

concentracióncomprendidoentre50-200pg 12’ de arsénico.Al igual queen el método

anterior,cadapunto del calibradoes la media de tres determinacionesy las medidas

analíticassehanrealizadoen alturadepico. Los valoresde la pendiente,ordenadaen

el origen y coeficientede correlaciónde las curvasde calibradoobtenidasparacada

especiese recogenen la Tabla XV.

Tabla XV.- Parámetros de las curvas de calibrado obtenidas para las seisespeciesde arsénico
estudiadasen el intervalo de concentraciónde 50 - 250 pg U’ de arsénico,empleando
cromatografía de cambio aniónico (columna IC-PAiK A)-MO-HG~.AAS. Fasemóvil:
tampón fosfato 1.0 mmol U’ a pH 10.7. Caudal: 1.0 mL miii”’.

Especie Pendiente,u.A. pg’ L
(x 10~)

Ordenadaen el
origen,u.A.

Coeficientede
correlación

AsB+AsC 6.4±0.2 0.005±0.005 0.99996

DMA 7,3±0.1 0.011±0.006 0.99998

As(III) 3.8±0.4 0.009±0.006 0.9993

MMA 3.8±0.4 0.008±0.006 0.9992

As(V) 3,0±0.4 0.009±0.005 0.9992

El R.S.D. y el L.D. paracadaunade las seis especiesde arsénicoestudiadas,se

hancalculadoempleandolos mismoscriteriosqueenel ApartadoV.3.2.4.Los resultados

obtenidosseencuentranrecogidosen la TablaXVI.
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Tabla XVI.- Característicasanalíticas del método para las seis especiesde arsénico, mediante
cromatografíadecambio aniónico(columnaIC-PAK A)-MO-HG-AAS.

Especie tr (mm.) R.S.D.(%) L.D. (yg U’)

AsB+AsC 1.17 1 9

DMA 1.63 2 8

As(III) 2.25 5 16

MMA 5.17 4 16

As(V) 8.17 5 20

Aunquesepuedendeterminarlas especiestóxicasindividualmentey lasno tóxicas

conjuntamente,utilizando tantoestacromatografíacomola de fasereversamodificada,

los límites de deteccióny los valoresde desviaciónestándarrelativaobtenidosen este

casoson mejoresque cuandose trabajaen cromatografíade fasereversa (ver Tabla

XIV), por lo queesposibledeterminarestasespeciesenmuestrasquecontenganniveles

de concentraciónmásbajos.

V.3.3.2.- Columnaaniónica1-JamiltonPRP-X 100

Estudiospreliminaresdel caudalóptimo de la fase móvil, tampón fosfato 17

mmol L1 apH 6.0,en el intervalode 0.5 - 3.0 mL min’, mostraronqueel caudalóptimo

de trabajo erade 2.0 mL min’. Estevalor ha sido utilizado parallevar a caboel resto

de los estudios,yaqueavelocidadesdeflujo menoreslos tiemposde retenciónson muy

elevadosy el tiempode análisismuy largo.

V.3.3.2.1.-Estudiode la influenciadel pl-1 de la fasemóvil

El intervalo de pI-I de la fasemóvil estudiadofue de 3.0 a 11.0, empleandouna

concentraciónde tampónfosfato de 17 mmol 121. Los resultadosde los tiemposde

retenciónmedidosparacadaunade las especiesde arsénicoestudiadas,serepresentan

en la Figw-a 29.
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Figura 29.- Influencia del pH de la fase móvil (tampón fosfato 17 mmol U’) en cromatografía de
cambio aniónico (columna Hamilton PRP-X 100) empleandoel sistemaHPLC-MO-
HG-AAS, para la separacióny detecciónde seisespeciesde arsénico (200 pg E’ de
As en cada especie).Caudal: 2.0 mL muy’.

Seobservaque, avaloresde pH inferioresa 3.5, las especiesneutras:AsE, As(III)

y DMA, y la catiónica,AsC, no quedanretenidasen absoluto,por lo que ocurre un

solapamientode sus señales.MMA y As(V), al estarcargadosnegativamente,quedan

retenidos,eluyendoa tiemposmáselevadosque las anterioresespecies.

A valoresdepI-1 cercanosa 6.0, eluye enprimer lugar la AsC (especiecatiónica),

y a continuaciónseobservaun pico correspondienteal solapamientode las especies

As(III) y AsB (especiesneutras).Posteriormente,eluyen en esteorden,DMA, MMA y

As(V), ya quea esepH seencuentranen forma de especiesaniónicas.

As(V~

MMA

Asílil)

DMA

AsO
MR

8 10
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Por otro lado, a pH superioresa 9.5, la AsC y la AsB eluyen conjuntamente,

saliendode la columnaenprimerlugar,debidoaqueaesevalor de pH, ambasespecies

se encuentranen su forma neutra. A continuaciónse eluyen DMA, As(III), MMA y

As(V), que se encuentranen sus formas aniónicas.Por consiguiente,a pI-I 10.7 se

puedensepararlas especiesno tóxicas(AsB y AsC) del restode los compuestostóxicos,

al igual queocurrecuandosetrabajaconunacolumnaIC-PAK A aesemismopH o con

la Spherisorb5 ODS1apH 5.2.

VS.3.2.2.-Estudio<le la influencia de la concentraciónde fosfato

Se ha realizadoel estudiode la influencia de la concentraciónde fosfato en la

fasemóvil, en el intervalo 10 - 22 mmol 1<’, a pI—1 6.0, empleandoun caudalde2.0 mL

miii’. Los resultadosde los tiempos de retenciónobtenidosparacadauna de las seis

especiesde arsénico,en función de dicha concentración,se muestranen la Figura 30.

Se observaque, paratajasconcentracionesde tampónfosfato en la fasen2óvil,

se produceunabuenaseparaciónde las señales,pero la última especieeluida, As(V),

presentaun gran ensanchamientode pico debido a su elevadotiempo de retención,a

la vez que se incrementaconsiderablementeel tiempo de análisis. Al aumentarla

concentracióndel reguladoren el eluyenteseobtienentiemposderetenciónmásbajos

con la mismaresolución.Se eligió unadisolución de tampónfosfato de concentración

17 mmol L’ comoeluyente,conel fin de obtenerunaseparaciónefectivaen un tiempo

máximo de análisisde 8 minutos.
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Figura 30.- Influencia de la concentraciónde fosfatoen la fasemóvil, a pU 6.0, sobrela separación
de las seis especiesde arsénico (200 pg U’ de As en cada especie) empleando
cromatografía de cambio aniónico (columna Hamilton PRP-X 100) - MO - HG - AAS.
Caudal de la fasemóvil: 2.0 mL miii’.

V.3.3.2.3.- Determinación de las especiesde arsénico por HIPLC (columna

1-lamilton PRP-X 100) - termo-oxidación- HG - AAS en basea la

diferente separacióncromatográficaa pH 6.0 y 10.7

A la vista de los resultadosobtenidosen los estudiosde optimizaciónde los

parámetroscromatográficos(caudal,concentracióny pH de la disolucióneluyente),se

llega a la conclusiónde queesposiblerealizarla determinaciónde lasseis especiesde

arsénicoestudiadaspor medio de la obtenciónde dos cromatogramas,uno a pH 6.0 y

otro a pI-I 10.7. En la Figura 31 semuestranamboscromatogramas,cadauno de ellos

correspondientea una mezclacon un contenidode arsénicode 120 pg L”’ en cada

especie,a dichosvaloresde pH, empleandouna concentraciónde fosfato en la fase

móvil de 17 mmol L-’ y un caudalde 2.0 mL muY’.

As(V>

MMA
DMA

Asílil) AsB

AsC
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A pI-rl 6.0 (Figura 31A),sepodríandetermÁn&individualmentelas especiesAsC,

DMA, MMA y As(V}, y la concentracióntotal de la mezclade AsB y As(III), debido

al solapamientode susseñales.Sin embargo,cuandoseregistrael cromatogramaapH

10.7 (Figura liB) se puedendetectarpor separadoAs(IIJ), DMA, MMA y As(V),

solapandolas señalesde AsC y AsE. Por tanto, la concentraciónde AsB se puede

determinarpor diferenciaentrela concentracióntotal de AsB y AsC, valor obtenidoa

piEl 10.7, y la concentraciónde AsC obtenidaa pl-l 6.0, o bien, por diferenciaentrela

concentración total de As(III) y AsB, quese obtienea pH 6.0 y la concentraciónde

As(Ill> medidaa pI-1 10.7.
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Co Cou oio-AsC ~
‘u
-c <u
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oes- ~ 0.065

0.020
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Figura 31.- Cromatograma dc una mezclade seisespeciesde arsénica (120 gg 1..’ de As en cada
especie>:A) pH 6.0 y II) pH 10.7, en cromatografía de cambio aniónico (columna
Hamdton PRP-X 100).MO-HG-AAS. Fase móvil: tampón fosfato 17 mmol U’.
Velocidad de flujo dc 2.0 mL miii -

De cualquiermanera,al igual que en la cromatografíalíquida en fasereversa

modificaday en la cromatografíade cambio aniónico con columnaIC-PAK A, a pH

10.7, sepuedendeterminarindividualmentecadauna de las especiestóxicas:As(IIJ),

DMA, MMA y As(V>, y por otro lacio, la mezclade especiesno tóxicas, AsE y AsC,

conjuntamente.

AsE 1- As(jII)

DMA
• MMA As(V)
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Característicasanalíticas

Con unafasemóvil acuosade tampónfosfato 17 mmol 12’, apH 10.7o a pH 6.0,

y un caudalde 2.0 mL min1, sehan obtenidocalibradoslinealesparalas seisespecies

en el intervalo de concentracióncomprendidoentre50-250pg 121 de arsénico.Al igual

queen los trabajosanteriores,cadapuntodel calibradose ha medidopor triplicadoy

la señal analítica consideradaha sido la altura de pico. Los valoresde la pendiente,

ordenadaenel origeny coeficientede correlaciónde los calibradosobtenidosparacada

especie,empleandoel eluyentea pH 10.7 o a pH 6.0, se recogenen la Tabla XVII y

XVIII, respectivamente.

Tabla XVIL- Parámetrosde las curvas de calibrado obtenidas para las seisespeciesde arsónico
estudiadasen ci intervalo de concentraciónde 50-250pg U’ dearsénico, empleando
cromatografía de cambio aniónico (columna Hamilton PRP-X 100)-MO-HG-AAS.
Fase móvil: tampón fosfato 17 mmol L’ a pH 10.7. Caudal: 2.0 mL miii ‘.

Especie Pendiente,u,A. yg”’ L

( x 10~)

Ordenadaen el

origen, u.A.

Coeficientede

correlación

AsB+AsC 6,9±02 -0001+0.006 0.9998

DMA 7.1±0.1 0.018±0.003 0.99995

As(llI) 5.2±0.2 0.001±0.003 0.99990

MMA 5.4±0.3 0.010±0.004 0.9996

As(V) 3.2±0.2 0.011±0.003 0,9997
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Tabla XVIII.- Parámetrosde las curvas de calibrada obtenidas para lasseisespeciesde arsénico
estudiadasenel intervalo de concentraciónde 50-250gg U’ de arsénicoempleando
cromatografía de cambio aniónico <columna Hamilton PRP-X 100)-MO-HG-AAS.
Fasemóvil: tampón fosfato 17 mmal U’ a pH 6.0. caudal: 2.0 mL min’.

Especie Pendiente,u.A. pg”’ L
x i0~)

Ordenadaen el
origen,u.A.

Coeficientede
correlación

AsC 9.1±0.4 0.006±0.007 0.9990

AsB+As(III) 5.9±0.5 -001+001

0.005±0.004

0.9995

DMA 6.3±0.2 0.9993

MMA

As(V)

5.3±0.2

3.5±0.1

0.004±0.003

0.009±0.002

0.9997

0.9998

El RS.D.y el L.D., paracadaunade las seisespeciesde arsénicoestudiadas,se

han calculadoempleandolos criterios descritosen el apartadoV.3.2.4. Los resultados

obtenidosen ambospH seencuentranrecogidosen la Tabla XIX y XX.

Tabla XIX- Características analíticas del método para las seisespeciesde arsénico mediante
cromatografía decambio aniónico(columna Hamilton PRP-X100, pH 103)-MO-HG-
AAS. Pase móvil: tampón fosfato 17 mmol L’ a pH 10.7. caudal de la fasemóvil:
2.0 mL min’ -

Especie t< (mm.) R.S.D.(%) j L.D. (~g 12’)

AsB+AsC 1.60 2 6

DMA 2.00 5 6

As(III) 2.65 5

5

8

MMA 4.00 7

As(V) 7.50 4 12
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Tabla XX.- Características analíticas del método para las seis especiesde arsénicomediante
cromatografía de cambio aniónico (columna Hamilton PRP-X 100, pH 6.0)-MO-HG-
AAS. Pasemóvil: tampón fosfato 17 mmol U’ a pH 6.0.Caudal de la fasemóvil: 2.0
mL min’.

Especie t. (mm.) R.S.D.(%) L.D. (gg 12’)

AsC 1.45 3 4

AsB±As(III) 120 4 7

DMA 2.40 3 6

MMA 3s50 4 6

As(V) 7.30 5 11

V.3.3.2.4.- Determinación de las especiesde arsénicopor HIPLC (columna

Hamilton PRP X100) - termo-oxidación - HG - £45 en base al

diferente comportamiento de estasespeciesenel procesodela termo-

oxidación en presenciay ausenciadelK2S208

El métodoconsisteen la obtenciónde doscromatogramasapH6.0. La diferencia

entreamboscromatogramasesel empleoo no del agenteoxidante(persulfatopotásico

al 5% enNaOI-l al 2.5%) paraproducir la termo-oxidaciónde lasespeciesorgánicasde

arsénicoen el horno microondas.Comoya seestudióen el ApartadoV.2.1,cuandose

emplea el sistema con persulfato potásico al 5%, se obtiene el cromatograma

representadoen la Figura 32A. En estascondiciones,sepuedendeterminar,como ya

sehavisto, las especiesAsC, DMA, MMA y As(V) individualmentey mezclade As(III)

y AsB. Sin embargo,cuandoel persulfatopotásicoessustituidopor agua,seobtieneel

cromatogramarepresentadoen la Figura 32B. Como era de esperar, en estas

condicioneslas especiesAsC y AsB no son formadorasde hidrurosy, por tanto, no se

detectan,porlo queseobservaunaseñalquecorrespondeúnicamenteaAs(IIl), además

de los picos de DMA, MMA y As(V). La concentraciónde AsB sepuededeterminarpor

diferenciaentrela concentracióndela mezclade As(III) y AsB, obtenidatrabajandocon
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persulfatopotásico,y la concentracióndeAs(III), medidaenel cromatogramaobtenido

sin utilizar el reactivooxidante.

A
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Figura 32.-Cromatograma de unamezclade lasseisespeciesde arsénico(120j¿g L’ de As en cada
especie):A) con persulfato potásicoy II) sin persulfato potásico,en cromatografía de
cambio aniónico (columna Hamilton PRP-X100) - termo-oxidación - HG - AAS. Fase
móvil: tampón fosfato 17 mmol L’ a pH 6.0. Velocidad de flujo de ZO mL miii’.

Característicasanalíticasdelmétodoempleandopersulfato potásico

Utilizandocomo fase móvil una disolución acuosa de tampónfosfato 17 mmol L”’,

a pH 6.0 y un caudalde 2.0 mL min’, y realizandola etapaintermediade termo-

oxidaciónconagenteoxidante,sehanobtenidocalibradoslinealesparalasseisespecies

en el intervalo de concentracióncomprendidoentre50 - 250 ¡¿g 12’ de arsénico.Cada

puntodel calibradoha siclomedidopor triplicadoy la señalanalíticaconsideradahasido

la altura de pico. Los valoresde la pendiente,ordenadaen el origen y coeficientede

correlaciónde los calibradosobtenidosparacadaespeciese recogenen la TablaXXI.

2

34

0 4

150



Resultadosy discusión

Tabla XXI.- Parámetrosde las curvas de calibrado obtenidas para las seisespeciesde arsénico
estudiadasen el intervalo de concentración de 50-250 gg U’ de arsénicoencada
especie,empleandocromatografía de cambio aniónico (columna Hamilton? - termo-
oxidación (conoxidante)-HG-AAS. Fasemóvil: tampón fosfato17 mmol U a pH 6.0.
Caudal: 2.0 mL mm”’.

Especie Pendiente,u.A. yg1 L
(x l0~)

Ordenadaen el Coeficientede
origen,u.A. correlación

AsC 9.0±0.2 0.016±0.001 0.9995

As(III) + AsB 6.18±0.07 0.021±0,002 0.9998

DMA 6.5±0.2 0.010±0,002 0,9991

MMA 5.6±0.2 0.012±0.001 0.9990

As(V) 3,43±0.03 0.013±0,001 0.9998

Además,seha calculadoel R.S,D. y el L.D., paracadaunade las seis especies

de arsénicoestudiadas,tal como se describeen el ApartadoV.3.2.4. Los resultados

obtenidosseencuentranrecogidosen la Tabla XXII.

Tabla XXII.- Características analíticas del método para las seis especiesde arsénico mediante
cromatografía de cambioaniónico (columnaHamilton PRP-X 100)- termo-oxidación
(con oxidante)-HG-AAS. Fasemóvil: tampón fosfato 17 mmol E’ a pH 6.0.Caudal
de fasemóvil: 2.0 mL mint.

Especie tr (mm.) R.&D.(%) L.D. ~ug12’)

AsC 1.50 5 4

AsB+As(III) 1.85 3 6

6DMA 2.45 5

MMA 3.70 4 6

As(V) 7.20 6 8
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Característicasanalíticas delmétodosin termo-oxidación

En las mismascondicionesiniciales,sustituyendoel agenteoxidantepor aguaen

la etapadetermo-oxidación,sehan obtenidocalibradoslinealesparalascuatroespecies

de arsénicoformadorasde hidrurosenel intervalodeconcentracióncomprendidoentre

50-250yg 12’ de arsénico.Cadapunto esla mediadetresdeterminacionesy lasmedidas

sehan realizadoen alturade pico. Los valoresde la pendiente,ordenadaen el origen

y coeficientede correlaciónde dichos calibradosserecogenen la Tabla XXIII.

Tabla XXIII.- Parámetrosde las curvas decalibrado obtenidaspara lascuatroespeciesde arsénica
formadoras de hidruros en el intervalo de concentración de 50-250 pg U’ de
arsénico en cada especie,empleando cromatografía de cambio aniónico (columna
Hamilton PRP-X 100) - termo-oxidación (sin oxidante) - HG - AAS. Fasemóvil:
tampón fosfato 17 mmol LA a pH 6.0. Caudal: 2.0 mL mm ~‘.

Especie Pendiente,n.A. yg’ L

x i0~>

Ordenadaen el

origen,n.A.

Coeficientede

correlación

As(llI) 9.93±0.04 0.0013±0.004 0.9998

DMA 3.5±0.4 0.006±0.004 0.992

MI’vIA 6.87±0.07 0.003±0.001 0.99994

As(V) 4.75±0.07 0002±0.001 0.9998

El R.S.D. y el L.D., paracadaunade las cuatroespeciesde arsénicodetectadas,

seha calculadoempleandolos criteriosdescritosen el apartadoV.3.2.4.Los resultados

obtenidosseencuentranrecogidosen la Tabla XXIV.
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Tabla XXIV.- Característicasanalíticasdel métodopara lascuatro especiesdearsénicoformadores
de hidruros mediante cromatografía dc cambio aniónico (columna hamilton
PRP-X 100) - termo-oxidación (sin oxidante) - HG - AAS. Fase móvil: tampón
fosfato 17 mmol L”1 a pH 6.0. Caudal de fasemóvil: 2.0 mL mhf1.

Especie t. (mm.) R.S.D.(%) L.D. (yg 12’)

As(Ill) 1.85 3 3

DMA 2.45 5 9

MMA 3.70 4 4

As(V) 7.20 4 6

V.3.3.2.4.- Determinación de las especies de arsénico por IIPLC (columna

I-{amilton)-MO-HG-AAS en basea la exclusión selectivade especies

con cartuchosaniónicos (IC-OH) conectadosa la válvula <le inyección.

Los cartuchos aniónicos (IC-OH) conectados a la válvula de inyección

cromatográfica,permite.n abordarla determinacióndiferenciadade las seis especies

objeto de estudio.Paraello, en un mismopaso, seintroducela muestraen el sistema

haciéndolapasara travésdeun cartuchoaniónico(IC-OI-l), acondicionadopreviamente

(10 mL de NaOI-I al 10% y lavadocon 20 mL de 1-120), colocadoa la entradade la

válvula de inyección ( ver Figura 33). De estaforma, las especiesaniónicasAs(llI),

DMA, MMA y As(V), quedanretenidasen dicho cartuchoy sólolas especiescatiónicas

AsC y AsB pasanal inyector,siendoseparadasposteriormenteen la columna1-lamilton

PRP-X 100, empleandotampón fosfato 5 minol L’ a pH 6.0 como fase móvil y una

velocidadde flujo de 1.0 mL niin”’, en estascondicionesel crornatogramacontienesólo

las especiesAsB y AsC, comodos picos cromatográficosperfectamenteresueltos.Por

otro lado, se obtiene un segundocromatogramaeliminando el cartuchoaniónico y

sustituyendoel agenteoxidante,de la etapaasistidapor microondas,por agua.De esta

forma, comoya sevió previamente,sólo se obtienenlas señalescorrespondientesa las
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especiesformadorasde hidruros,As(IIl), DMA, MIdA y As(V), con un tiempomáximo

de análisis de 8 minutos. En la Figura 34 se muestran los cromatogramas

correspondientes a una mezcla de 120 ,ug 12’ de arsénico en cada especie, inyectando la

muestraal sistema HPLC-MO-HG-£4sa travésde un cartuchoaniónico(Figura 34,4)

o sin emplear dicho cartucho y sustituyendo el agente oxidante por agua (Figura 34B).

De esta forma, no es necesario hallar la concentración de ninguna especie por diferencia

entre dos señales obtenidas en distintas condiciones, sino que se determinan las seis

especies por interpolación directa de una sola señal en las curvas de calibrado

correspondientes.

oluosira

sopa rodo,
gas/1 Iqu ído

Figura 31- Representaciónesquemáticadel sistema HPLC-MO-HG-AAs, situando un cartucho
aniónico (IC-OH) a la entrada de la válvula de inyección.
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Figura 34.- Cromatograrnas de una mezcla de las seis especiesde arsénico (120 pg L”’ de As):

A) inyectando la muestra a travésde un cartucho aniónico,fasemóvil: tampón fosfato
5 mmol E’ a pH 6.0 y un caudal de 1.0 mL muY’ y B) sin cartucho y sin persulfato
potásico,fasemóvil: tampón fosfato 17 mmol U’ a pH 6.0 y un caudal de 2.0 mL mm1,
empleandocromatografía de cambio aniónico (columna Hamilton)-MO-HG-AAS.
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Característicasanaliticas delmétodocon inyeccióna travésdelcartucho

En las condicionesya establecidas,sehanobtenidocalibradoslinealespara las

dos especies que no quedan retenidas en el cartucho, AsB y AsC, en el intervalo de

concentracióncomprendidoentre50 - 250 ~g 12’ de arsénico.Al igual queen los casos

anteriores,cadapuntodel calibradohasido medido por triplicado y la señalanalítica

considerada ha sido la altura de pico. Los valores de la pendiente, ordenada en el origen

y coeficiente de correlación de los calibrados obtenidos para ambas especies se recogen

en la Tabla XXV.

Tabla XXV.- Parámetrosde lascurvas de calibrado obtenidas para AsC y AsB en el intervalo de
concentraciónde 50 - 250 pg U’ de arsénica,empleandocromatografia de cambio
aniónico (columna Hamilton PRP-X100)-MO-HG-AAS, inyectando la muestra a
través de un cartucho aniónico. Pasemóvil: tampón fosfato 5 mmol ~ a pH 6.0.
Caudal: 1.0 mt miii”’.

Especie Pendiente, u.A. ¡sg”1 L
(x 10~)

Ordenada en el Coeficiente de
origen, u.A. correlación

AsC 9.0±0.1 0.002±0.001

AsE 7.1±0.1 0.010±0.002

Además, se ha calculado el R.S.D. y el L.D. para las dos especies de arsénico que

atraviesan el cartucho, tal como se describe en el Apartado V.3.2.4. Los resultados

obtenidos se muestran en la Tabla XXVI.
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Tabla XXVI.- Característicasanalíticasdel método para la determinación dc las dosespeciesno
retenidas en el cartucho mediante cromatografía de cambio aniónico (columna
Hamilton)-MO-HG-AAS, inyectando la muestra a través de un cartucho aniónico.
Fasemóvil: tampón fosfatos inmol U’ a pH 6.0.Caudal de fasemóvil: 1.0 mL ruin”’.

Especie tr (mm.) RS.D.(%) LD. (pg L”1)

AsC 2.20

AsB 3.00

V.3.4.- Estudiocomparativode lascondicionesóptimasencontradascon cadauna

de las columnascromatográficas

La Tabla XXVII muestra, comparativamente, un resumen de las condiciones

óptimas encontradas con cada una de las columnas cromatográficas ensayadas, para la

determinación individualizada de las seis especies del arsénico, que son objeto de

nuestro estudio.
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Tabla XXVII.- Resumende las condicionesóptimas obtenidas en la separación de seisespeciesde
arsénico,empleandocromatografía de fase reversa modificada (columna spherisorb
5ODS1) y cambio aniónico (columna IC PAK A y Hamilton PRP-X 100)

PARÁMETROS I-IPLC
FASE

REVERSA

HPLC-IC
PAKA

I-IPLC-I-IAMILTON PRP-X 100

COLUMNA
Sílice en base

octadecil

(splicrisorb
50D51)

Polimetacrijato
con grupos

NH$ (10
gm)

Poli(cstircno
dibutilbenceno)

trimetilamonio
(10 pm)

DIMENSIONES
COLUMNA

150 x 4.6 mm 50 x 4.5 mm 250 x 4.1 mm

FASE MÓVIL
TBAP

2.5 mmol U’
a pH 5.2

Tampón
fosfato

1.0 mmol II’
a pH 10.7

Tampónfosfato
17.0 mmol L”’

a pH 6.0

Tampón
fosfato

17.0 mmol 12’
a pH 10,7

VELOCIDAD
PUJOFASE MÓVIL

1.0 mL mm -‘ 1.0 mL mlii -I 2.0 mL mlii’ 2.0 mL miii’

DETERMINACIONES
INDIVIDUALIZADAS

(LD, pg L’)

As(III) (97)
DMA (122)
MMA (128)
As(V) (143)

As(III) (16)
DMA (8)

MMA (16)
As(V) (20)

AsC (4)
DMA (6)
MMA (6)
As(V) (11)

As(III) (8)
DMA (6)
MMA (7)
As(V) <12)

DETERMINACIÓN
CONJUNTA
(LD, pg L”’)

AsI3 + AsC
(100)

AsE -¡- AsC
(9)

AsE + As(III)
(7)

AsE + AsC
(6)
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VI.1.- INTRODUCCIÓN

Las aplicacionesanalíticasa quehandadolugar los métodosestablecidosen el

anterior capítulo, están directamente relacionadas con la bondad de los mismos. Así, los

principales inconvenientes que presenta la cromatografíalíquida en fase reversa

(columna Spherisorb 5ODS1, reactivo iónico TBAP2.5 mmol L’ a pH 5.2) son: a) el

solapamientode las especiesAsB y AsC en todos los casos, lo que no permite la

cuantificaciónindividualizadade las seisespecies,b) altos límites de deteccióncomo

consecuenciade la presenciadel tensoactivoen la etapade la generacióndel hidruro,

y c) el agenteformadordel par iónico, queafectapermanentementea la selectividad

de la columna,lo quedificulta la reproducibilidad.Sin embargo,el métodopropuesto

puedeaplicarsedirectamentea muestrasacuosascon altoscontenidosen las especies

inorgánicas,asícomoala determinaciónconjuntadelasespeciesno tóxicas,AsB y AsC.

La colum.naaniónicaIC-PA.K A no mejora,en ningán caso,las condicionesde

separaciónde especiescon respectoa la columnade fasereversamodificada,ya queal

igual que aquella,sólo se obtieneseparaciónde las especiesaniónicas,solapandolas

especies catiónicas, hecho que no permite su determinaciónindividualizada. Sin

embargo,se mejoranextraordinariamentelas prestacionesanalíticasen cuanto a la

reproducibilidady límites de detección,lo queya permiteabordarla especiaciónde

arsénicoen muestrasmedioambientalescon bajoscontenidosen las di.ferntesespecies

estudiadas.

APLICACIONES ANALÍTICAS DIRECTAS EMPLEANDO LOS

MÉTODOS DESARROLLADOS CON LAS DIFERENTES

COLUMNAS CROMATOGRÁFICAS.
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La columna aniónica Hamilton PRP-X 100 ha proporcionado las mejores

condiciones cromatográficas, aunque tampoco es posible la separación de las seis

especies en un solo cromatograma. Con esta columna se han propuesto tres métodos

para la determinación de las especies de arsénico en muestras medioambientales.

El primero se basa en el hecho de que la separación cromatográfica es distinta

si se emplea como eluyente tampón fosfato 17 mmol L4 a pH 10.7 o a pH 6.0, ya que

a ambos pH se produce un solapamiento en el queestáninvolucradasdiferentesespecies

(a pH 10.7, AsE y AsC, y a pH 6.0, As(II) y AsB). Se puede así, determinar la

concentraciónde AsG, As(III), DMA, MMA y As(V) individualmentey calcular por

diferenciala de AsE.

El segundo método se basa en que AsB y AsC no generan ningún hidruro de

arsénico si no se aplica el procedimiento de termo-oxidación.Así, en presenciadel

agenteoxidantese obtendránlos picos correspondientesa As(V), MMA, DMA, AsC y

un pico conjunto de As(IJI) y AsB, mientrasque en ausenciadel agenteoxidante se

obtendránlos picoscorrespondientesaAs(III), MMA, DMA y As(V). La concentración

deAsE secalculapor diferenciaentreamboscromatogramas.

El tercermétodosebasaen el empleoo no de un cartuchoaniónicoacopladoal

sistemaHPLC-MO-I-IG-AAS. Así, enpresenciadel cartuchosecuantificaránlasespecies

catiónicas,AsB y AsC, y en ausenciadel mismo y omitiendo el reactivo oxidante,

As(III), As(V), MMA y DMA.

Por otra parte, los límites de deteccióny la reproducibilidadalcanzadosen los

tresmétodos,permitenabordarla determinacióndirectademuestrasmedioambientales

sin necesidadde pretratamientosespeciales.
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VL.2- ESPECIACIÓN DE ARSÉNICO EN AGUA RESIDUAL EMPLEANDO

LA CROMATOGRAFÍA DE FASE REVERSA MODIFICADA Y

DETECCIÓN MO-I-IG-AAS.

Los altoslímites de deteccióndel métodopropuestohacenqueno seaadecuado

para su aplicación en la mayoría de las muestras medioambientales. Los niveles de

arsénicoen un aguade sondeoy en un extractode sedimentosobtenidosdel Programa

de Ensayos,Medidasy Pruebas(M&T), se encuentranpor debajode los límites de

determinación del método. Sin embargo, el método se ha aplicado a la determinación

de las seis especies en un agua residual (de cloaca), cuyo contenido en arsénico total era

extraordinariamente elevado. La concentración de cada compuesto de arsénico en la

muestrasecalculó por lecturadirectade la señalobtenida,en cadacaso,en el calibrado

correspondiente a cada una de las especies.

Los resultados obtenidos para cinco determinacionesse resumenen la

Tabla XXVIII.

Tabla XXVIII.- Especiaciónde arsénico en un agua residnal empleandocromatografía de fase
reversa modificada-MO-HG-AAS. Fase móvil: TBAP 2.5 rumol fi’ a pl-l 5.2.
Caudal de la fase móvil: 1.0 mL mm”’

Especie Concentraciónde As

(mgLi)

AsB+AsC 9.7±0.6

DMA

As(III)

MMA

As(V)

n,d = no detectado
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En estamuestrade aguasólo seha obtenidoseñalcorrespondientea la mezcla

de compuestosno tóxicos, AsC y AsB, con el inconvenientede que estemétodono

permitedistinguir entreambasespecies.El nivel de concentraciónobtenido,del orden

de mg 12’, puedeser atribuidoa la alta actividadbiológica queseregistraen este tipo

de aguas.

V.3.- ESPECIACIÓNDE AS EN AGUAS Y EXTRACTOSDE SEDIMENTOS

POR CROMATOGRAFÍA DE CAMBIO ANIÓNICO EN COLUMNA IC-

PAK A Y DETECCIÓNPORMO - HG - AAS.

El métododesarrolladocon estacolumnaseaplicóa la determinaciónde las seis

especiesde arsénicoestudiadasen aguade sondeodel Cabril (Córdoba),en un agua

residual (de cloaca) y en un extractosintético de sedimentossuministradopor el

ProgramadeEnsayos,Medidasy Pruebas(M&T). La concentracióndecadacompuesto

de arsénicoen la muestrase calculó por lecturadirectade la señalobtenidaen cada

caso, en el calibrado correspondientea cada una de las especies.Los resultados

obtenidosparacinco determinacionesde cadamuestraserecogenen la Tabla XXIX.

Tabla XXIX.- Especiaciónde arsénico en aguasy extracto de sedimentos,por cromatografía de
cambio aniónico (columna IC-PAK A)-MO-HG-AAS. Resultadosexpresadosen
concentración de arsénico. Fase móvil: tampón fosfato 1.0 unmol U’ a pH 10.7.
Caudal: 1.0 mL mlii”’

Especie Agua sondeo

(,ug 12’)

Agua residual

(mg 12’)

Extrac. sedim.

(pg L”’)
AsB-s-AsC n,d. 10.3±0.5 n.d.

DMA n.d. n.d. 51±2

As(IIJ) n.d. n.d. n.d.

MMA n.d. n.d. 181±6

As(V) 86±9 n.d. 113±8

n,d. = no detectado
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Comose puede observar, en el agua de sondeo sólo se ha detectado la presencia

de As(V), como cabía esperar, ya que, al ser aguassubterráneas,no existe la suficiente

actividadbiológica necesariaparatransformarel arsénicoinorgánicoen los distintos

derivadosorgánicos.En el agua residual, al igual que en el método anterior, sólo

aparecela señal correspondientea las especiesno tóxicas, AsB y/o AsC, no siendo

posible,medianteestemétodo,distinguir cuál de ellas estápresente.Sin embargo,en

el extractosintético de sedimentosehanencontradoDMA, MMA y As(V). El restode

las especies,en cadacaso,si seencuentranpresentes,estána nivelesde concentración

por debajodel límite de detecciónde estemétodo.

Con el fin de evaluarla exactituddel métodopropuesto,sehanrealizadoestudios

de recuperaciónen la muestrade extractosintéticode sedimento,añadiendo60 ¡¿g 121

de arsénico,en cadaespecie,aunaalícuotadedicho extracto.Los resultadosobtenidos

seencuentranrecogidosen la Tabla XXX.

Tabla XXX.- Recuperaciónde las seisespeciesde arsénicoen el extracto sintético de sedimento,
empleandocromatografía de cambio aniónico (columna IC-PAK A)-MO-HG-AAS.
Fasemóvil: tampón fosfato LO rumol U’ a pH 10.7. Caudal: 1.0 mL mm”0.

Especie pg L”’ totales yg L”1
encontrados

% recuperación

AsB+AsG 60 61±3 102±3

DMA 111 114±2 102±2

As(III) 60 59±2 99±2

MMA 241 237±2 98±2

As(V) 173 179±8 103±8

Se observaque, paratodas las especies,la recuperaciónestápróxima al 100%,

lo que confirma la validez del método propuestopara la determinaciónde los

compuestosde arsénicoestudiadosen estetipo de muestras.
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VI.4.- ESPECIACIÓN DE AS EN DISTINTOS TIPOS DE MUESTRAS

MEDIOAMBIENTALES POR CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO

AMÓNICO EN COLUMNA HAMWTON PRP-X 100 Y DETECCIÓN POR

MO-HG-AAS

En basea los resultadosobtenidosen la separaciónde las especiesutilizando la

cromatografíade cambio aniónico con columna Hamilton PRP-X 100 y en las

conclusionesextraídasde los estudiosrealizadossobrela transformaciónde lasespecies,

tanto en microondascomoen termo-oxidación,seproponendiferentesmétodosparala

deteríninaciónde las seis especiesde arsénicoestudiadas.

VI.4.1.- Determinacióndelasespeciesde arsénicopor HPLC (columnaIlamilton

PRP-X100)-MO-HG-AASen baseal diferentecomportamientode estas

especiesenfunción del pH

El método desarrollado se aplicó a la determinaciónde las seis especiesde

arsénicoen aguade sondeo del Cabril, en un agua residual y en el extractosintético de

sedimentossuministradopor el Programdade Ensayos,Medidasy Pruebas(M&T). La

concentracióndecadacompuestodearsénicoen la muestrasecalculópor interpolación

directade la señalobtenida,encadacaso,en el calibradocorrespondientea cadauna

de las especies.

Los resultados obtenidos para cinco determinaciones en cada muestra, se resumen

en las TablasXXX1 y XXXII, quecorrespondena las medidas realizadas a pH 10.7 y

a pI-1 6.0, respectivamente.
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Tabla XXXI.- Especiaciónde arsénicoen aguasy extractode sedimentoempleandocromatografía
de cambio aniónico (columna Hamilton PRP-X 100)-MO..HG.AAS. Fase móvil:
tampón fosfato 17 mmcl L”’ a pH 10.7. caudal de fase móvil: 2.0 ¡nL mili”’.
Resultadosexpresadosen concentración de arsénico.

Agua sondeo
(~g L”’)

n.d.

n.d.

n.d.

n,d.

86±4

Agua residual
(mg L~’)

9.4±0.4

n,d.

n,d.

n.d.

n,d.

Extrac.sedim.

(yg Li

)

n.d,

53±7

n.d.

179±4

K 105±9

n.d. = no detectado

Tabla XXXII.- Especiaciónde arsénicoen aguasy extractode sedimentoempleandocromatografía
de cambio aniónico (columna Hamilton PRP-X 1aO)-MO-HG~”AAS. Pasemóvil:
tampón fosfato 17 mmol fi1 a pH 6.0. Caudal de fase móvil: 2.0 mL mu”0.
Resultadosexpresadosen concentración de arsénico.

Especie Agua sondeo
(pg L”’)

Agua residual
(mg12’)

Extrac,sedim.
{gg L’)

AsB±As(Ill) n.d. 9.6±0.4 n.d.

DMA n.d. md. 54±3

AsC n.d, n,d. n,d.

MMA n.d. n.d. 183±3

As(V) 80±4 n,d. 111±4

n.d. = no detectado

Especie

AsB+AsC

DMA

As(III)

MMA

As(V)
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Comparandolos datosde las TablasXXXI y XXXII, se puedededucirque en

el aguaresidual,la concentraciónsumadeAsB y AsC, obtenidaapH 10.7, (9.4 mg L’),

correspondeexclusivamentea AsB ya quela concentraciónde AsC detectadaa pH 6.0

es nula. Estedatoconcuerdacon los quese obtienensi seconsiderala concentración

sumadeAsE y As(III) (9.6 mg L”’), obtenidaapH 6.0, y la deAs(III) medidaa pH 10.7

(no detectada).Parael extractode sedimentosólo se detectacontenidoen arsénico,a

ambosvaloresde pI-1, en forma de las especiesDMA, MMA y As(V), y los resultados

obtenidosson similaresa ambospH. Por otro lado, estosresultadoscoincidencon los

obtenidosen el métodocromatográficodesarrolladocon la columnaIC-PAK A.

Con el fin de comprobarla exactituddel método,se hanrealizadoestudiosde

recuperaciónañadiendo60 yg L”’ de arsénico,en cada especie,a una alícuota del

extractosintético de sedimento.Los resultadosobtenidosa pH 10.7 y 6.0 se muestran

en las Tablas XXXJíI y XXXIV, respectivamente.

Tabla XXXJII.- Recuperaciónde lasseisespeciesde arsénicoen el extracto sintético de sedimento
empleandocromatografíade cambioaniónico(columna ¡-lamilton PRP-X 100)-
MO-HG-AAS. Fasemóvil: tampón fosfato 17 mmoíU’ a pH 10.7. Caudal de fase
móvil: 2.0 mL mlii’.

Especie pg ~ totales pg L”’ encontrados %recuperación

AsB±AsC 60 58±4 97±4

DMA 113 109±7 96±7

As(III) 60 61±3 102±3

MMA 239 229±4 96±4

As(V) 165 176±4 107±4
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Tabla XXXIV.- Recuperaciónde lasseisespeciesde arsénicoen el extracto sintéticode sedimento,
empleandocromatografía de cambio aniónico (columna Hamilton PRP-X 100)-
MO-HG-AAS. Fasemóvil: tampón fosfato 17 mmol U’ a pH 6.0. Caudal de fase
móvil: 2.0 mL miii’.

Especie pg L’ totales ~g Ii’ encontrados % recuperación

AsB+As(III) 60 59±2 98±2

DMA 114 113±5 99±5

AsC 60 63±6 105±6

MMA 243 238±5 98±5

As(V) 171 165±8 96±8

Se observaque, paratodaslas especiesde arsénicoy, a ambosvaloresde pH, las

recuperacionesestánpróximasal 100%,lo queconfirmala validezdelmétodopropuesto

para llevar a cabo la especiación de arsénico en este tipo de muestras.

VI.4.2.- Determinaciónde lasespeciesde arsénicopor H¿PLC

PRP-X 100) - termo-oxidación - HG - AAS en

comportamientode estasespeciesen el procesode

presenciay ausenciade K2S208

(columnaHamilton

base al diferente

termo-oxidaciónen

El método desarrolladose aplicó a la determinaciónde las seis especiesde

arsénico en agua mineral, en un agua de desecho (alcantarilla)y en el extractosintético

de pescadosuministradopor el ProgramaEnsayos,Medidas y Pruebas(M&T). La

concentraciónde cada compuestode arsénicoen la muestrase calculó por lectura

directa de la señal obtenida, en cada caso, en el calibrado correspondiente a cada una

de las especies. La concentración de AsB se obtiene por diferencia entre la

concentraciónsuma de AsB y As(III), obtenida empleandoagenteoxidante, y la

concentraciónde As(III), medidacuandosesustituyedicho reactivo por agua.
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Los resultadosobtenidosparacinco determinacionesencadamuestraseresumen

en la Tabla XXXV.

Tabla XXXV.- Especiaciónde arsénicaen aguasy extracto de pescadoempleandocromatografía
de cambio aniónico(columnaHamilton PRP-X 100) - termo-oxidación- HG - AAS.
Resultados expresadosen concentración dc arsénico.Fasemóvil: tampón fosfato
17 zumo! U’ a pl-I 6.0. Caudal de fasemóvil: 2.0 mL miii’.

Especie Agua mineral
(yg 12’)

Agua de desecho
(mg 12’)

Extrac. pescado
(pg L”’)

AsC n.d. n.d. 76±7

As(III) n.d. 7.4±0.2 n.d.

DMA n.d. n.d. 157±9

MMA n.d. n.d. 108±9

As(V) 51±6 n.d. 350±20

AsB n.d. 33±1 500±20

ud. = no detectado

Comoeradeesperar,y segúnlo comentadoen el métodoanterior,en la muestra

de agua mineral sólo se ha detectadoarsénico inorgánico,en forma de As(V). Sin

embargo,en el aguade desechosehanencontradotanto formas inorgánicas(As(III))

como orgánicas (AsB). Esta última especie puede aparecer como resultado de

biotransformacioneso bien puedehaber sido introducidapor la acción del hombre

<herbicidas,etc,.).

Porúltimo, los resultadosobtenidosen la muestrade pescadodemuestranque la

mayor partedel contenidode arsénicoseencuentraen forma de derivadosorgánicos,

aunquetambiénesposibleencontrarcantidadesde As(V>.
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Conel fin deevaluarla exactituddel métodopropuesto,sehanrealizadoestudios

derecuperaciónenel extractode pescadoañadiendounacantidadde arsénicode 60 pg

E’, en cada especie,a una alícuota de dicho extracto. Los resultadosobtenidosse

muestranen la TablaXXXVI.

Tabla XXXVI.- Recuperaciónde lasseisespeciesde arsénicoen el extracto depescadoempleando
cromatografía de cambio aniónico (columna Hamilton PRP-X 100)- t e r m o -

oxidación - HG - AAS. Fasemóvil: tampón fosfato 17 mmol U’ a pH 6.0. ~ál
de fasemóvil: 2.0 mL miii’.

Especie yg ~ totales gg L”’ encontrados % recuperación

AsC 133 135±5 102±5

As(III) 60 64±4 107±4

DMA 217 230±9 106±9

MMA 168 163±5 97±5

As(V) 410 394±9 96±9

AsB 560 560±6 100±6

Se observaque, paratodaslas especiesde arsénico,los valoresde recuperación

están próximos al 100%, lo que confirma la validez del método propuestopara la

determinaciónde las especiesestudiadasen estetipo de muestras.

VI.4.3.- Determinación de las especiesdearsénicoporHPLC (columnaHamilton

PRP-X 100)-MO-HG-AAS enbasea la exclusiónselectivade especiescon

cartucho aniónico (IC-OH) conectadasa la válvula de inyección

El método desarrollado se aplicó a la determinaciónde las seis especiesde

arsénicoenaguamineral,en un aguadedesecho(alcantarilla),enaguade mar(puerto),
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enel extractosintéticodepescado(suministradopor el ProgramadeEnsayos,Medidas

y Pruebas(M&T)) y enel extractosintéticode sedimento(suministradopor el Programa

de Ensayos,Medidas y Pruebas(M&T)). La concentraciónde cada compuestode

arsénicoen la muestrasecalculó por lecturadirectade la señalobtenida,encadacaso,

en el calibradocorrespondientea cadatina de las especies.

Los resultadosobtenidosparacinco determinacionesencadamuestrase resumen

en la Tabla XXXVIJ.

Tabla XXXVII.- Especiaciónde ars6nicoen aguasy extracto de pescadoy sedimentoempleando
cromatografíadecambioaniónico(columna Hamilton PRP-X100)-MO-HG-AAS
a pH 6.0, con y sin cartucho aniónico. Resultadosexpresadosen concentración
de arsénico.

Especie Agua
mineral
(yg 12”’)

Agua de
desecho
(mgE’)

Agua de
mar (puerto)

(pg 12’)

Extrac.
sedimento

(¡cg 12’)

Extrac.
pescado
(¡cg L”’)

AsC n.d. n.d. md. n.d. 106±7

As(III) n.d. 7.4±0.2 n.d. n.d. n.d.

DMA n.d. md, md. 83±3 140±10

MMA n.d. n.d. n.d. 182±8 110±8

As(V) 51±6 n.d, n.d. 340±10 347±20

AsB n.d. 30±2 47±1 n.d. 450±30

n.d. = no detectado

Al igual que en e] caso anterior, en la muestrade agua mineral sólo se ha

detectadola presenciade As(V), debido a la ausenciade actividad biológica. Sin

embargo,en el aguadedesechoaparecen,denuevo,tanto especiesinorgánicas(As(IIJ))

comoorgánicas(AsB), por las mismasrazonescomentadasanteriormente.
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Porotro lado, el análisisde aguade mar portuariamuestraquela mayor parte

del arsénicopresentese encuentraen forma de AsB, hechoque puededebersea una

granactividadbiólogica.El restode las especies,si existen,estánenconcentracionesque

quedanpor debajodel límite de deteccióndel método.

Comosepuedeobservaren la Tabla XXXVII,el extractode sedimentocontiene

principalmentearsénicoinorgánico,en forma de As(V), si bien aparecentambiénlas

especies metiladas, MMAy DMA, aunque en menor proporción.

Por último, lasespeciesencontradasen el extractodepescadoson,esencialmente,

los derivadosorgánicos,a excepcióndel As(V), cuyo contenidoestambiénconsiderable.

Además,conel fin deevaluarla exactituddel métodopropuesto,se hanrealizado

estudiosde recuperación,añadiendounacantidad de arsénico de 60 ¡cg L’, en cada

especie,a una alícuotadel extractosintético de pescado.Los resultadosobtenidosse

muestranen la Tabla XXXVIII.

Tabla XXXVIII.- Recuperaciónde lasseisespeciesde arsénicoen el extractosintéticodepescado
empleandocromatografía de cambioaniónico (columna Ilamilton PRI’-X 100)-
MO-HG-AAS, con y sin cartucho aniónico, a pH 6.0.

Especie ¡cg L”’ totales ¡cg L”’ encontrados % recuperación

AsC 166 158±6 95±6

As(III) 60 66±5 110±5

DMA 200 216±9 108±9

MMA 170 178±8 105±8

As(V) 407 391±10 96±10

AsE 510 551±12 108±12
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Se observaque, paratodaslas especiesde arsénico,los valoresde recuperación

estánpróximos al 100%, lo que confirma la validez del método propuestopara la

determinaciónde las especiesestudiadasen estetipo demuestra.
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VII.1.- INTRODUCCIÓN

El dañoproducidopor la ingestióno exposiciónaunacantidadrelativamentealta

de arsénico dependede las especiesquímicasque se encuentrenpresentesen los

alimentoso en lasmuestrasmedioambientales.Comoya seha comentado,las especies

cíe arsénicotóxicasson las especiesinorgánicas,As(III) y As(V), y las orgánicasMMA

y DMA, mientrasque las especiesno tóxicaso prácticamenteinocuasson AsB y AsC.

Por tanto,esimportantecuantificarla concentracióntotal de arsénicotóxico y, por otro

lado, esesencialpoderdeterminarindividualmentecadaespecietóxica, ya que el grado

dc toxicidadvaría dc unaa otra.

En los Cltimos años,el desarrollode la metodologíaparala diferenciaciónde las

especiesde arsénicoha sidoel proyectoprincipal de algunosgruposde investigación,y

se ha centradoen el acoplamientode técnicasde separacióncon diversastécnicasde

detección. Sin embargo,incluso con las técnicas más desarrolladas,los limites de

detecciónseencuentranpor encimade la concentraciónde estasespeciesen la mayoría

tic las muestrasreales.Estalimitación se estaintentandosuperarmedianteuna etapa

previadepreconcentraciónde lasespecies,comopasoprevioa la separacióny detección

de las mismas.Este estudiose ha centradoen el desarrollode un método capazde

preconcentrarlas especiestóxicas de arsénicoy cuantificar,tanto su contenidototal,

comola concentracióndecadaunade lasespecies,mediantelos métodosanteriormente

desarrollados,FI-I-IG-AAS y I-IPLC-HG-AAS, respectivamente.
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En el apartado VL4.3 se mostró la capacidadde la extracción en fase sólida,

empleandocartuchosaniónicos(IC-OH) a través de los cualesse inyectabala muestra

enel sistemaHPLC-MO-HG-AASparaeliminarlas especiesaniónicasdearsénico(que

quedabanretenidasen la fasesólida) y así,poderdeterminarlasespeciescatiónicasAsB

y AsC. Basándoseen los resultadosobtenidosen dicho capítulo, seha investigadola

posibilidad de emplear este tipo de cartuchos aniónicos con objeto de preconcentrar las

especiesde arsénicotóxicas, antesde su cuantificación.

La extracciónen fasesólidautiliza el mismoprincipio de retenciónselectivaque

caracterizala técnicadeseparaciónen HPLC. Los cartuchosdeextracciónseasemejan

al cuerpo de una jeringuilla cíe plástico y están rellenos con cierta variedad de

absorbentede sílice, químicamenteligadaa determinadosgruposfuncionales.En este

trabajosehanempleadocartuchosAccelí PlusQMA (Sep-pakVAC áccde500 mg) con

gruposfuncionales:-C(O)NH(CH2)3N(CH3)3~CV. Medianteestafaseligadaesposible

retenercompuestoscon gruposfuncionalesquetengancarga negativa,a partir de una

disolucióndereducidafuerzaiónica. El procedimientosemuestraesquematizadoen la

Figura 35.

u
eA

E E A u.

A

Acondicionamiento Retención Lavado

Figura 35.-Representaciónesquemáticade un procedimiento de preconcentración en cartuchos.

Elución
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Laprimeraetapaconsisteen el ACONDICIONAMIENTOdela faseestacionaria,

con el fin de asegurar una retención reproducible de los componentes de interés. A

continuaciónseprocedea la RETENCIÓNde los analitosde interés,haciendopasar

ía muestraa travésdel cartucho.Estaetapa,ademásde servirparala preconcentración

de los compuestosque sevan a analizar,puedeaprovecharsepara eliminaralgúnotro

componentede la muestrano deseadoque atraviesela fase estacionariasin quedar

retenido.Sin embargo,si alguno de los compuestosqueno son de interésquedaran

retenidos en el cartucho, puede introducirse una etapa de LAVADO, con algún

disolventecapazde extraerlossin arrastrarlos analitos.Por último, se procedea la

JILUCs’ÓN de los componentesde interés,utilizando la mínimacantidadnecesariade

eluyentecon el fin de obtenerel mayorfactor de preconcentraciónposible.

Por tanto, los parámetrosa optimizar son: en el procesode preconcentración,

naturalezay concentraciónde la disoluciónacondicionadoray pH de la muestray en el

procesode elución,naturaleza,concentracióny pH del eluyente.

VII.2..- MÉTODOS EMPLEADOS PARA LA DETERMINACIÓN DEL

CONTENIDO TOTAL DE ARSÉNICO TÓXICO E INDIVIDUAL DE

CADA ESPECIE TÓXICA

Como ya se estudio en el apartado V.1.<6), la eficiencia de la generaciónde

hidruros a partir de las especiestóxicas de arsénico,As(III), As(V), DMA y MMA, es

idénticacuandoseutiliza 1-ICI 1 mol L”>. Por lo tanto, el contenidototal delas especies

tóxicasde arsénicosehadeterminadotrabajandoconunaconcentraciónde HCl 1 mol

12’ y NaBH4 al 3% (m/v). El sistemaempleadopara estefin esun acoplamientoen

línea FI-HG-AAS, quese representaesquemáticamenteen la Figura 36A.

Para determinar individualmente las especies de arsénico tóxicas,seha empleado

el sistema iHPLC-HG-AAS y se encuentra representado en la Figura 368.
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a)

A

b)

F Extracto

Figura 36.- Representaciónesquemáticadel sistema
arsénico tóxico total y B) HPLC-HG-AAS
inorgánico, MMA y DMA.

A) FI-HG-AAS para la determinación del
para la determinaciónindividual dearsénico

A- Bomba peristálticade4 canales
II- Válvula de inyección de 6 vías, con un bucle de 100 pL
C- Bucles de mezcla y reacción
D- Separador gas-líquido
E- Espectrofotémetro de absorción atómica
4t Bomba de HPLC
O- Columna Aniónica (Hamilton PRP-X100, 250 mm x 4.1 mm i.d.)

Ext xaeto

Hp

1.9 mL

Arc

ED

NaBH4 3% 1.9 ‘nL mhi”
1

NaBH
43%
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Comosepuedeobservaren el esquema,la concentraciónde HCI empleadano

es la misma en ambossistemasya que, como se ha comentadoanteriormente,para

poder cuantificar el contenido total de arsénico tóxico es necesario obtener la misma

eficiencia de formación del hidruro a partir de todas las especies consideradas como

tóxicas, y esto se cumple cuando se emplea una concentración de HCl 1 mol 12’. Sin

embargo,pararealizarla determinaciónindividual deestas especies, mediante el sistema

HPLC-I-IG-AAS, no es necesarioobtenerla misma sensibilidadpara todas ellas y,

además, la eficiencia de generación del hidruro a partir de As(V) y MMAes mayor

empleandouna concentraciónde HCI 4 mol L~1. Este efecto se puede observar en los

crornatogramas que se muestran en la Figura 37, obtenidos a partir de una mezcla de

As(V), MMAy DMAque contiene 150 ¡cg L”’ de cada especie, empleando ambas

concentraciones de 1-IGl. Con el fin de obtener la máxima sensibilidad para todas las

especies, se empleo una concentración de HCI 4 mol 12’ para la determinación de As(V)

y MMA y 1 mol Ji1 para DMA.

MMA
MMA DMA b)

a)

¿mm. 3 0 6min. 3 0

Figura 37.- Cromatogramas obtenidos a partir de una mezcla de As(V), MMA y DMA de
150 pg U’ de arsénicoen cada especie,empleandoel sistemaHPLC-HG-AAS con una
concentraciónde UCI A) 1 mol U’ 8) 4 mol U’.
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VII.3- OPTIMIZACIÓN DE LOS PARÁMETROS QUE AFECTAN A LA

RETENCIÓN DE LAS ESPECIES TÓXICAS DE ARSÉNICO.

Con el fin de conseguir una preconcentración eficiente, fue necesario acondicionar

estoscartuchoscon una solución cuyo pH fuerasuperioral mayor pK, de las especies

apreconcentrar.Además,el aniónde estadisoluciónacondicionador,quepor otraparte

esel que seuneal radicalactivodel cartucho,tenía queintercambiarsefácilmentepor

el de las especiesdc arsénico.Debido a que la fasemóvil empleadaparala separación

cromatográfica de las especies de arsénico es fosfato 17 mmol L’ de pH 6.0 y al gran

intervalo de pH con el quepuedetrabajarsecon esteeluyente,se estudiarondistintas

concentraciones de este eluyente como disolución acondicionadora, obteniéndose los

mejoresresultadospara unadisoluciónde Na3PO420 mmol L’ de pH 12.

De forma similar, se ha estudiadoel efectoque produceel pI-I de la muestra

sobrela preconcentraciónde estasespeciesdearsénico.Esteestudiose llevó a caboen

el intervalo de pH de 7 - 12, usandodisolucionesreguladorasde fosfato.Los mejores

resultadosseobtienen,comoeradeesperar,parapI-I superioresal mayorvalorde pK8

de estas especies,que correspondeal As(llI) (pK8=9.3) y, por lo tanto, se ha

seleccionadopH 12.0 como óptimoparaacondicionarla muestra,antesde procedera

su retencióncii el cartucho.

Se observóque cuandoseempleanvolúmenesde muestrasuperioresa 25 mL,

la retención de As(1lI), independientemente de la concentración de la disolución, oscila

entre 60-80%, probablemente debido a que el arsenito es una base débil y es eluido por

efecto lavado, lo que hace que el método no seaoperativopara estaespecie.Por lo

tanto,en lugar de cuantificarindividualmentelas dos especiesde arsénicoinorgánico,

se ha optado por realizar la determinaciónglobal de As(V) y As(III). Para ello es

necesario realizar una transformación previa del As(III), que pudiera encontrarse en la

muestra, a As(V). Esta oxidación se ha llevado a cabo empleando1-1202 de 110

volúmenesen proporción1:200 con respectoa la muestra(0.5 mt. de H202 de 110 vol.

por cada100 mL demuestra).Comoconsecuencia,al no haberAs(III), queesla especie
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que presentael pK8 masalto (9.3), no es necesarioqueel pH de la muestraseatan

básico.Por tanto,parael restode los experimentosel pH de la muestraseha ajustado

a pH 10. En estascondiciones,se obtuvo una eficienciade preconcentracióndel 98-

100%para el As(III), unavez oxidadoa As(V), y del 96-100%parael As(V) original,

DMA y MMA. Seha estudiadola capacidadde retenciónde estoscartuchosparaAs(V),

MMA y DMA variando,por un lado,el volumende muestra,manteniendoconstantela

concentraciónde las especies,y por otro, variandola concentraciónde arsénicoa la vez

quesemantieneconstantecl volumende disoluciónqueatraviesael cartucho.

El primerode estosestudiosse llevó a cabovariandoel volumende muestraen

el intervalo de 100 - 1000 mL paraunaconcentraciónde 1 ¡cg L”’ deAs en cadaespecie.

Las especies retenidas se eluyeron con 10 mL de ácido fosfórico de concentración 40

rnrnol 121 a pI-I 2.0. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 38.

0.35

0.30

0.25

o
~ 020
.0

~ 0.15
.0

0,10

0,05

0,00
0 50 lOO 150 200 250 300

Coneentrecl~n de As

Figura 38.- Influencia del volumende muestra sobre la capacidadde retención de estoscartuchos
para As(V), MMA y DMA. Concentración de arséncio: 1 pg 1S1 de cadaespecie.
Volumen de elución: 10 mL de ácido fosfórico 40 mmol U’ a pH 2.0.

Se observaun cambio bruscode pendientealrededorde 500 mL. Con el fin de

comprobarsi el cambiobruscode pendientesedebíaa la saturacióndel cartuchoo a

la saturacióndel detector,serealizarónla correspondientedilución de los puntosque

no cumplíanla linealidad,observandoque la no linalidad sedebea la saturacióndel
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detector. Por tanto, se obtuvieron recuperacionespróximas al 100% para todas las

especies,en todos los volúmenesestudiados.

De forma análogase realizó el segundoestudio,variando la concentraciónde

cadauna de las especiesde arsénicoen la muestra,entre0.1 - 1.0 ¡cg L”’, manteniendo

el volumen constante en 500 mL. En todos los casos se observan eficiencias de retención

(leí 100%. No se ensayaroncantidadesde arsénicosuperioresporquecarecede interés

analítico para el fin que pretendeesta investigación,que es aplicarlo a muestras

medioambientales.

VJL4.- OPTIMIZACIÓN DE LOS PARÁMETROS QUE AFECTAN A LA

ELUCIÓN DE LAS ESPECIES TÓXICAS DE ARSÉNICO

Los parámetrosde eluciónmasimportantessonel pH, el volumeny la naturaleza

de la disolucióneluyente.

Paraque se liberendel cartucholos compuestosaniónicosdearsénico,retenidos

previamente,es necesarioque seproduzcaunaprotonaciónde los mismosy a su vez,

que los centros activos del cartuchoquedenocupadospor otro anión. Un pH de 2.0

asegurala protonacióndel As(V) que es el ácido másfuerte en suúltima protonación.

Por otrapartey considerandoque la fase móvil del módulocromatográficoesfosfato

17 rumol LA de pH 6.0, y que el eluyentedel cartuchoha de ser compatiblecon la

posteriorseparacióncromatográfica,se ha estudiadopara la elución una disolución

reguladorade fosfato 17 mmol L’, variandoel pH entre2.0 - 7.0. Paraello, se hace

pasara través del cartucho100 ¡nL de unadisoluciónmezclaque contiene100 ng de

arsénicoen cadaespecie.Los mejores resultadosse obtuvieron trabajandocon la

disoluciónde pH 2.0.

Por otro lado,se estudióel volumeny concentraciónde la disolución reguladora

de fosfatode pH 2,0 necesariosparaobtenerunarecuperacióncuantitativade todaslas

especies.Paraello, se hacepasara travésdel cartucho100 mL deunadisoluciónmezcla
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que contiene lOO ng de arsénico en cada especie. Los volúmenes de elución estudiados

fueron dc 5, 10 y 20 mL de ácido fosfórico de concentraciones10, 20 y 40 mrnol L’, a

un pH fijo (le 2.0. Los resultadosobtenidosse representanen la Figura 39.

120

00

no

‘u
.5
a‘u
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20 mL

Figura 39.-Influencia <leí volumen y concentracióndeácidofosfórico a pH 2.0 sabrela eficiencIa
<le elución de As(V), MMA y DMA (100 ng de cada especie),empleando para su
determinación el sistemaFI-HG-AAS.

Como sc puede observar,la eficiencia en la elución de las especiesobjeto de

estudiodepende,tanto del volumen de elución comode la concentración(leí eluyente.

Para una concentración de fosfato de 10 mmol 12’, sólo se obtiene una eficiencia de

elución total cuando sc emplea un volumen de 20 mL. Por otro lado, cuando se utiliza

unaconcentracióndefosfato de 20 mmol U’, la eficienciaes total con un volumen de

10 n-xL y dc20 mL. Sin embargo,cuandose empleafosfato40 mmol12’, la eficienciaes

total para un volumendc 10 mL y de, aproximadamente,el 95% con 5 mL. Por tanto,

con el fin de emir con seguridadtodas las especiesestudiadas,sehan escogidocomo

volumende elución y concentraciónóptimos 10 mL de H3P04 de40 mmol J1,

lO mt 20 mL

20 rnn,oI L H,PO. 40 romol ti i-i,po,
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VII.5.- CARACTERÍSTICAS ANALÍTICAS

Curvasde calibrado

Para un volumen de mtiestra de 100 mL y en las condiciones de trabajo

previamente optimizadas, se han obtenido calibrados lineales para las especies

estudiadas,enel intervalodeconcentracióncomprendidoentre5 - 15 ng L~1 dearsénico

en la muestraoriginal. Además,se hancomparadolas pendientesde estascurvasde

calibrado con las obtenidasa partir de disolucionespatrón, sin realizar la etapade

preconcentración,deconcentracionesde arsénicocomprendidasen el intervalo de 50 -

150 ng L”’ en cadaespecie(concentraciónequivalentea la de la muestratras la

preconcentraciónsuponiendounaeficienciaen el procesode preconcentración/elución

de] 100%). La determinaciónseha realizadoempleandoel sistemaI-IPLC-HG-AAS,

anteriormenteexpuesto,y trabajandocon dos concentracionesdeHCl, 1 y 4 mol 12.1. Las

medidasanalíticasse han realizadoen altura de pico. Los valores de la pendiente,

ordenadaen el origeny coeficientedecorrelaciónde las curvasde calibradoobtenidas,

cony sin preconcentración,paracadaespeciese recogenen la Tabla XXXJX.

Como sepuedeobservar,las pendientesde las curvasde calibradopara cada

especieempleandopreconcentraciónson similaresa las obtenidascon los patronessin

preconcentrar,lo quepermitecalcularla concentracióndecadacompuestointerpolando

las señal obtenidaa partir del extracto del cartucho en la curva de calibrado sin

preconcentracióncorrespondiente,lo cualhaceel métodomásrápidoparasuaplicación

a muestrasde agua(mineral o de río) reales.
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Resultadosy Discusión

Dela mismaformasecompararonlos parámetrosde las curvasde calibradocon

y sin preconcentraciónparala determinacióntotal de arsénicotóxico por FI-HG-AAS.

Los resultadosobtenidosse muestranen la Tabla XL.

Tabla XL.- Parámetros de las curvas de calibrado para la determinación global de las especies
tóxicas de arsénico en cl intervalo de concentración de 5 - 50 gg 121 dc arsénico,
empleandoFI-HG-AAS.

ArsénicoTóxico

A B

Pendiente,u.A. ¡cg”’ L (x ion)

Ordenadaen el origen,u,A.

Coeficientede correlación

1.91 ±0.05

0.003 ±0.001

0.9994

1.87 ±0.07

0.005 ±0.003

0.9997

A: con preconcentración
3: sin preconcentración

A la vista de los resultados,se puede concluir que ambas pendientesson

prácticamenteiguales, por lo que la concentraciónde arsénicotóxico total, tras la

preconcentración,puede calcularse, por interpolación directa de la señal medida

inyectandoel extractodel cartucho,en la curva de calibradode As(V) obtenidasin la

etapapreviade preconcentración.
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Reproducibilidad

Con el fin de evaluar la reproducibilidad dcl método propuesto para la

preconcentracióny determinaciónde arsénciotóxico total empleandoel sistemaFI-NG-

AAS, se ha aplicado dicho método a cinco disolucionesde cadacompuesto(As(V),

MMA ó DMA), a dos niveles de concentración,3 y 10 ¡cg L”.

Por otro lado, se ha estudiado la reproducibilidad del método para la

determinaciónindividual delas especiestóxicas,aplicándoloa cinco disolucionesmezcla

quecontienen10 ¡cg L”’ decadacompuesto,-empleandoel sistemaHPLC-HG-AAS,para

un volumen de muestra de 100 mL.

Los resultadosde ambosestudiosse recogenen la Tabla XLI.

Tabla XLI.- Reproducibilidad del método para la determinación del contenido global de arsénico
tóxico y de arsénico inorgánico, MMA y DMA individualmente, empleando
preconcentración y el sistema Fl-HG-AAS o IIPLC-HG-AAS, respectivamente.
(n=5)

Concentración As{V)
[% R.S.D.]

MMA
[% RS.D.]

DMA
[% R.S.D.]

FI-I-IG-AAS
3 ¡cg L”’

10 ¡cg L’

5,7

1.7

5.2

1.4

42

2.0

HPLC-HG-AAS 10 ¡cg L”’ 4.8 4.3 4.5

LES



Resultados y Discusión

Seobservacíue,en todoslos casos,el %R.S.D. estápróximo al 5%, lo queindica

la buena reproducibilidadde los métodos propuestospara la preconcentracióny

determinaciónde los compuestostóxicos de arsénico,ya sea de maneraglobal o

ndivid ual.

Límites dedetección

Se han calculadolos límites de detecciónparacadaunade las tres especiesde

arsénico preconcentradasy detectadas mediante HPLC-HG-AAS, y para la

determinacióndel contenidototal de arsénicotóxico, paraun volumende muestrade

100 ¡nL y un volumen de elución de 10 mL, que corresponde a un factor de

preconcentraciónde 10. Los valoresasí obtenidosse recogenen la Tabla XLII.

Tabla XLII.- Limito dc detecciónde la determinación de arsénico total y arséncio inorgánico,
MMA y DMA, mediante FI-HG-AAS y HPL,C-HG-AAS, respectivamente.

L.D. (¡cg 12’)

Arsénico inorgánico 0.6

DMA 0.2

MMA 0.3

Arsénico total 0.1

Estudiode interferencias

Por último, sehan estudiadolas posiblesinterferenciasquepuedenpresentarse

en el procesode preconcentración.Los compuestosque puedeninterferir en estaetapa

tienenquetenercarácteraniónico,ya queson los quepuedencompetirconlas especies

de arsénicopor los centrosactivosde la resmade intercambio.Las especiesaniónicas

quepuedenapareceren mayor concentración,normalmente,en muestrasde aguason

NO3”, Cl” ó S04,por lo que estashansido las interferenciasestudiadas.Paraello, se

preconcentraron100 mL de disolucionesquecontenían4 ¡cg L”’ de arsénico,en forma
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ResidEarlos y Discusión

de As(V), y concentracionesvariablesdel anión interferente,comprendidasen el

intervalo de 0- 100 mgL”. Estas disoluciones estan preparadas a partir de NaNO3, NaCí

y Na2SO4,respectivamente.Los resultadosobtenidosse representanen la Figura 40.

120

1 00

so
0ao
E
cl,
o
y-

~2 LU
20

0

nitrato m
cloruro LIS]
sulfato LI

Figura 40.- Eficiencia <le la prcconccntración de
variables(le CL, SO¿ y NOI.

4 ~¿gL”’ de As(V) en presencia de cantidades

Comose puede observar, la eficiencia de la preconcentración de arsénicoes del

100% en disoluciones de contenido salino no muy elevado, hasta 5 mg de NO; y CF,

preconcentradosen el cartucho,y de 1 mg para804t Por tanto, el métodopropuesto

puedeser aplicadoa la determinacióndearsénicotóxico en aguamineralo aguadulce

natural,pero no puedeutilizarseparapreconcentrararsénicotóxico a partir deaguade

mar, debido a la gran concentración de aniones que contiene este tipo de muestra.

0 0.01 0.2 í ío mg anic5n
l 00 100 lOO 99 98 78
1 00 100 101 100 100 80
1 00 99 100 100 78 54
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VII.6~. APLICACIONES ANALÍTICAS

El método desarrollado se aplicó a la determinación de arsénicotóxico total o de

las especiestóxicas individualmente,en agua mineral y agua de río. Corno era de

esperar, en este tipo de muestras no se encontró arsénico tóxico en concentracionespor

encimadel límite de deteccióndel método.Por tanto, con el fin de evaluarla exactitud

del método propuesto, sc han realizado estudios de recuperación en ambas muestras,

añadiendo 10 ¡cg L1 de cadaespecie de arsénico tóxico (As(V), MMAy DMA) a tres

alícuotasde cadamuestrapararealizarla determinaciónindividual, y 1 ¡cg L’ (le cada

especie,a otras tres alícuotas,parala determinaciónde arsénicotóxico total. En ambos

casosse preconcentraron100 mL de muestra.Los resultadosobtenidosse encuentran

recogidos en la Tabla XLIII.

Tabla XLIII.- Recuperaciónde cada una de las especiesde arsénicotóxicas y del contenido dc
arsénico tóxico total en agua mineral y agua de río, empleandopreconcentración y
el sistema HPLC-HG-AAS y FI-HG-AAS, respectivamente.

% Recuperación

Agua de río Agua mineral

Arsénicototal

MMA

DMA

ArsénicoInorgánico

98 ±3

101±2

99±3

96 ±5

99 ±2

100±2

97±4

97 ±4

Se observaque, paratodaslas especies,la recuperaciónestápróxima al 100%,

lo que confirma la validez del método propuesto para la preconcentracióny

determinaciónindividual de las especiestóxicasde arsénicoy de] contenidode arsénico

tóxico total, en este tipo de muestras.

188



Resultados y Discusión

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS DEL
CAPÍTULO VI

Ariderson R.K., Thompson M. and Culbard E. (1986)
Analyst,it 1143.

Wclz B. andSuemanováM. (1993>
Ananyst, 118. 14.17.

189





Resultadosy Discusión

VIII.1.- ABSORCIÓN DE LAS ESPECIES DE ARSÉNICO EN HUMANOS

La ingestade arsénicoen humanossepuedeproducir a travésdel consumode

alimentosy/o porexposición,principalmenteenindividuosdedicadosa ciertostrabajos,

talescomola fabricaciónde vidrio, industriasdelpapelpintado,etc.Sesabequela toma

dietéticade derivadosde arsénicoproviene,fundamentalmente,de los alimentosde

origen marino (pescadosy mariscos), como se puede deducir a partir de los datos

reflejados en la Tabla XLIV.

Numerososestudios han mostrado que la principal especiede arsénico en

muestrasbiológicasmarinases la arsenobetaina(Mahery Butler, 1988), pero también

se han determinadootros compuestosen menor proporción, tales como el jón

tetrametilarsénicoen pescados(Shibatay Monta, 1989>, arsenocolinaen camarones

(Lawrencey col., 1986> y DMA (Shibata y Monta, 1989) y arsénico inorgánico

(Shinagaway col., 1983) en músculode pescado.

La absorcióndel arsénicoprovenientede los alimentosdependede la especie

químicaen que se encuentre,y se sabeque las especiesde arsénicocomo As(III) y

As(V) son bien absorbidaspor el tracto gastro-intestinal(>95%). La velocidad de

absorciónes función de la solubilidad de las especiesadministradas,por lo que un

compuestode bajasolubilidad, comoel As,S3,no produceun aumentode arsénicoen

orina,mientrasque la velocidadde absorciónde las formasmetiladas,MMA y DMA

DESARROLLO DE MÉTODOS ANALITICOS

PARA LA DETERMINACIÓN DE LAS ESPECIES DE

ARSÉNICO EN MUESTRAS BIOLÓGICAS COMPLEJAS.

APLICACIONES ANAL TICAS
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esalta (>75%) y la AsB esabsorbidacompletamente.Esta velocidadde absorciónha

sido estimada estudiando el grado de excreción o por medida de 74AsB marcado en orina

(Brown y col., 1990).

‘rabia XLIV.- Concentración media de arsénico ingerido en la
(National Food Agency of Oenmark, 1990).

dieta de la población danesa

Grupo de
alimentos

Consumo
((g día’)

Arsénico
(¡cg g”’)

Arsénicoingerido
(¡cg día”’) 0/o del total

Leche y productos lácteos 426 0.007 2.8 2.4

Quesoy derivados 50 0.021 1.1 0.9

Cerealesy derivados 227 0.037 8.3 7.0

Vegetalesy derivados 270 0.019 5.1 4.3

Frutas y derivados 154 0.007 2.2 0.9

Carnes 107 0.024 2.6 2.2

Pescadosy derivados 26 3.3 86 72

Aves de corral 13 0.090 1.2 1.0

Bebidas 1653 0.006 9.7 8.2

Total 118
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VIIL2.- METABOLISMO DEL ARSÉNICO

El metabolismodel arsénicoen mamíferos,incluido el hombre,dependede las

especiesen cuestión.Los principalesprocesosimplicadosson dos:

(a) reaccionesredoxque interconviertenAs(III) y As(V) y (b) procesosde metilación

que conducena la formaciónde MMA, DMA y TMAO.

En la Figura 41 se presentaun esquemadel metabolismopara arsenito y

arseniatoen humanos(Vahter y Marafante, 1988). Éste muestraque el arsénico

inorgánico ingerido es transportadopor la sangreal hígado, donde tiene lugar la

metilacióny el As(V) es,probablemente,reducidoa As(III) en la sangre.El mecanismo

de metilaciónsugeridoes el de Challenger(1945),descritoen el Apartado L2.3.

Eocracl¿n e. orl, a
de As(IiI), A,jV),

MMA, OMA, TMAO

Figura 41.- Iliotransformación y retenciónde arsenito y arseniatoen tejidos demamíferos (Vahtcr
y Marafante, 1988).
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Por otro lado, el DMA absorbidoes excretadoen la orina casi en su totalidad,

sin transformación,como semuestraen la Figura 42 (Marafantey Vahter, 1989). Una

pequeña fracción del DMA(<5%)) puede ser metilada para formar TMAO.

N

¡

1 ‘ 1~~

Ciclo en!ero.iícpailco

¡ ¡ deDMA
¡ DM

PAPEl)
INrESrINAL

DMA

Exacción de
complejos de DMA

cmi bilis

Figura 42.- Biotransformación y retención de DMA en tejidos de mamíferos.

Excreción en arí u, a
tic DMA, TMAO y
complejos ele DMA

DM A

T NI AO

CItISlALINO

DMA

II e t e¡te Ió it

de As
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No se ha encontradoningún trabajo en el quese demuestreque la AsB sufra

algúntipo de transformaciónen mamíferos.Sin embargo,la AsC ingeridaesoxidadaa

AsB, tal y como se muestraen la Figura 43 (Marafantey Vahter, 1989).Además,la AsC

seincorporaa los arsenofosfolípidosy estosson retenidosen los tejidos grasos.

As-PL en bilis Oxidad4” y
fqrforldlaelófl de Asc

Figura 43.- l3iotransformación y retención de AsB y AsC en tejidos de mamíferos.

1’.

¡ AsB

As.PL

nICADO
AsB
Asc

As.PL

I’ARED
INTESTINAL

AsC .c$j~~zzzzziz
Excerción de
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VIII.3.- ELIMINACIÓN DE ARSÉNICO

Los diagramasde las Figuras 41, 42 y 43 muestranquela eliminación de las

especiesdearsénicoseproducea travésde la orina,mientrasquela eliminaciónen las

hecesfecalessólo es significativa paracompuestosdearsénicodc bajasolubilidad,que

por otraparte,no hansido detectadascomocomponentesde alimentos.Del45-85%del

arsénicoinorgánicoingerido esexcretadoen la orina entrecl primer y el tercerdía a

partir de su ingestión,conun tiempo mediode40-60 horas en la especiehumana.Las

formasmetiladassufren unaeliminaciónsimilar a la de las formas inorgánicas.Como

ya seha dicho,el estudiode la eliminaciónde AsB en humanosha sido llevado a cabo

empleando74AsB marcada<Brown y col,, 1990). Estosestudiosdieron como resultado

que, pasado un día, quedaba un 33% de la cantidad administrada en el cuerpo humano

y, después de 24 días, sólo permanecía el 1%. En este caso, no se indica la forma

química bajo la que se elimina el arsénico marcadoingerido, pero otros estudios

(Cannony col., 1979) sugieren que la AsB no sufre ninguna transformaciónen e]

organismohumano.Sin embargo,la AsC se incorporaa los arsenofosfolípidosy éstos

son retenidosen los tejidosgrasos.La forma de eliminaciónde estoscompuestosen el

hombreno es aúnconocida.
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VILLA.- DETERMINACIÓN DE ARSÉNICO TOTAL Y TÓXICO EN ORINA.

Como se ha mostrado anteriormente,el arséncio inorgánico se convierte

parcialmenteen el organismoen las especiesmenostóxicasMMA y DMA mediante

mecanismosdestoxificadoresde metilación,previamenteasueliminacón.Mientrasque

las especiesconsideradasno tóxicas(AsB y AsC) procedentesde pescadosy mariscos

sufren la transformaciónde AsC en AsB, sin embargo,el contenido de especiesno

tóxicas permanece constante.

Considerandoquela orina esla principal vía de eliminaciónde los compuestos

de arsénicoparael hombre,y queno seproducetransformaciónenel organismoentre

los compuestostóxicos(As(III), As(V), MMA y DMA) y los no tóxicos (AsE y AsC), la

determinaciónporseparadodeestosdosgruposdecompuestospodríarevelarla fuente

delarsénico,porexposición(compuestostóxicos)o porla dieta(compuestosno tóxicos).

Considerandolos resultadosobtenidosal trabajarconel sistemaenlíneaFI-MO-

HG-AAS para efectuar la descomposicióncuantitativa y determinaciónde los

organoarsenicalesAsB y AsC en aguas(ApartadoV.2.2), seinvestigó la conveniencia

de emplearestesistemaparala determinaciónpor separadodearsénicototal y tóxico

(As(III), As(V), MMA y DMA) en muestrasde orina de individuos que hubieran

ingerido pescado y marisco. El sistema empleado para llevar a cabo este estudioestá

representadoen la Figura 44.

5%

Figura 44.- Representaciónesquemáticade un sistemaFI-MO-TJO-AAS para la determinación de
arsénicototal y tóxico en orina.
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Los procedimientosseguidospararealizarambasdeterminacionesse describen

a continuación.

A) Sistemapara la determinaciónde arsénicototal enorina

Se inyectan lIJO pL de muestraen unacorrientede aguaquefluye a 0.7 mM

mm”1 y se hace reaccionarcon el reactivooxidante,5% (m/v) K
2S205 en 5%

(m/v) NaOI-L aunavelocidadde flujo de 4.6 mL mini, en un reactorde 1.5 m

quese encuentrasituadodentrode un hornomicroondasencendidoa la máxima

potencia(700 W). Unavezcompletadala reacción,la mezclaseenfríahaciéndola

pasara travésde un tubo sumergidoen un baño de hielo, y se procedea la

reacciónde formacióndel hidruro (por reaccióncon 1-ICí 4 mol L”’ y NaBI-14 al

3% (m/v)). A continuaciónsehacepasarla mezclaa travésdeun separadorgas-

líquido, dondela faselíquida esdesechaday la fasegas,que contienela arsina,

seintroduceen unacélula de cuarzo(17cm x 12 mm), dondeseatomiza,a una

temperaturade 900
0C, con una llama de aire-acetileno.

B) Determinaciónde arsénicotóxico (As(¡¡J), As(V» MMA y DMA) en

orina

Estesistemaes el mismoqueel descritoanteriormenteparala determinación

dearsénicototal, y debidoa quelas cuatroespeciesadeterminarson capacesde

formar hidruros,rio esnecesariointroducirel agenteoxidantepor lo que, en este

caso, ha sido sustituido por una corriente de HCI 1 mol L”’ que, como se

demostro en el Apartado V.1.(6), es la necesariapara que la eficiencia cíe

generaciónde hidruros a partir de las cuatro especiestóxicas sea la misma.

Además,se cierrael canalde HCI 4 mol L”’, ya quela acideznecesariaparala

derivatizacióna la forma de hidrurosha sido suministradaanteriormente.
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VIII.4.1.- Optimización de los parámetros que afectana la descomposiciónde los

compuestosorgánicos de arsénico en muestras de arma

Se realizó la descomposiciónde los compuestosorganoarsenicalesAsB, AsC y

DMA, en muestrasblanco de orina enriquecidascon estasespecies,empleandolas

condicionesestablecidasen el ApanadoV.22comoóptimasparamuestrasacuosas(5%

K25208 en 2.5% NaOH a unavelocidadde flujo de 0.6 mL mm”’, longitud del reactor

de 1.5 m y potenciadel microondasde 700 W). Los resultadosobtenidosmostraronque

la descomposiciónde estasespeciesera incompleta,observándoseuna eficiencia de

generacióndel48% paraunamuestrade orina enriquecidaconAsB, con respectoa la

que se obtiene empleando una muestra de la misma orina a la que se ha adicionado

As(V>. Esto nos lleva a sugerir que son necesariascondicionesmas drásticaspara

transformarla AsB y demás compuestosorganoarsenicalescuandose trabajacon

matrices complejas, tal como la orina, que contiene cantidadessignificativas de

proteínas,salesminerales,etc.

La concentracióndel agenteoxidante,5% (m/v) de K25208 en 2.5% (m/v) de

NaOH, empleadaen los estudiosanteriores,estápróximaa la saturación,por lo queno

puede considerarse este parámetro en la optiinización, ya que se podrían producir

problemasde obturaciónde tubosconpartículassólidas.

Por consiguiente, se ha llevado a cabo un estudio de la eficiencia de

transformaciónde AsB enmuestrasde orina, variandola longitud del bucledel reactor

desde1.5 m hasta5 ni. Sin embargo,el 20% de aumentode la eficienciade generación

con respecto al menor tamaño del bucle está lejos de la transformación cuantitativa de

la AsB a una especieformadoradel hidruro, además,el ruido de fondo aumenta

extraordinariamentey el perfil de las señalesempeora.A la vista de estos resultados,

se estudió el efecto de la velocidadde flujo del reactivooxidantesobrela eficienciade

descomposición de las especies de arsénico, por lo que se varió dicha velocidadde

flujo en el intervalo comprendidoentre1.6 y 4.6 mL mm”’. Los resultadosobtenidos

en muestras de orina enriquecidas individualmente con AsE, AsC, DMAo As(V) se

representan en la Figura 45.
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Figura 45.- Influencia del caudal del persulfato potAsico, en medio alcalino, sobrela eficiencia de
la oxidación asistidapor microondasen muestrasdeorina enriquecidasindividualmente
con Asl3, AsC, DMA 6 As(V). Concentración de As: 100 pg 12’. Caudal en mL miff’
dc: (A) 1.6; (13)2.2; (C) 3.1; (0) 4.0 y (E) 4.6.
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Comose puede observar, al aumentar la velocidad de flujo del agente oxidante

aumentala eficienciade transformaciónde todaslasespecieshastaobtener,aun caudal

de 4.6 mL mm”’, la misma señal de absorbancia para todas ellas. La señal obtenida a

partir del DMA, en estas condiciones, es la misma que la que se obtiene a partir de

As(V), lo cual es debidoa queal aumentarel caudaldel agenteoxidantedisminuyela

acidezdelmedio,comprobándose,unavez más,quecuandola concentracióndeHCl se

mantiene entre 1 y 2 mLL”’, la eficienciade formacióndel hidruro seigualaparatodas

las especies.

VIII.4.2.- Características analíticas del métodopara la determinación de arsénico

total en muestras de arma

Trabajandoen lascondicionescitadasanteriormente,sehanobtenidocalibrados

linealesparala determinaciónde arsénicototal en blancosde armaenriquecidoscon

cada una de las seis especiesindividualmente, en el intervalo de concentración

comprendido entre 20 - 200 ¡cg L”’ de arsénico. Cada punto del calibrado se ha medido

por triplicado y la señal analítica consideradaha sido la altura de pico. Los valores de

la pendiente, ordenada en el origen y coeficiente de correlación de los calibrados

obtenidosparacadaespeciese recogenen la Tabla XLV.
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Tabla XLV.- Parámetrosde las curvas de calibrada obtenidas para lasseis especiesde arsénico,
en el intervalo de concentración de 20 - 2a0 gg U’ de arsénico, empleandoFI-MO
HG-AAS baje las condicionesdescritaspara la determinación de arsénico total.

Especie Pendiente,u,A, ¡cg”’ L Ordenadaen el Coeficientede

x l0~) origen,u.A. correlación

As(IIl) 7.4±0.3 0.014±0.007 0.995

As(V) 7.3±0.5 0.02±0.01 0.994

AsE 7.4±0.3 0.018±0.008 0.99990

DMA 7.6±0.3 0.007±0.004 0.9998

AsC 7.5±0.7 0.03±0.01 0.994

MMA 7.5±0.2 0.023±0.005 0.998

Se realizóun estudioestadísticoparaver si habíadiferenciassignificativasentre

las pendientesde las curvasde calibradocorrespondientesa cadaunade las especies

transformadas a As(V) y la pendiente del calibrado de As(V). Este estudio se llevo a

cabomediantela comparaciónde la tealcuInda de studentcon la ttabu¡»da de student(t«, nl +

n2 - 4, b¡l). La tenículúda se calculóutilizando la siguienteexpresion:

=

(Sb,2+

donde b
1 es la pendientecorrespondientea la curva de As(V), b2 la pendientede la

curva de la especiea comparary Sb, y Sb2 son las desviacionesestándarde dichas

pendientes.

Si se cumple que: t,,, < t« nl + n2 .4, bU se puede decir que las pendientesno

difierensignificativamente.
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Los resultadosobtenidos(paraun nivel de significaciónde0.05)permitenconcluir

queno existendiferenciassignificativasentrela pendientede la curvacorrespondiente

aAs(V) y laspendientesde las curvasde cadaunade las restantesespeciesde arsénico

estudiadas. Por consiguiente, se puede decir que, en estas condiciones, todas las especies

se transformany generanel hidruro con tina eficienciapróxima al 100%,por lo que

mediante este método es posible determinar la concentración de arsénico total en orina.

Al igual que en los métodos anteriores, se han calculadola desviaciónestándar

relativay el límite de deteccióna partir de las medidascorrespondientesa 10 muestras

de orina, con un contenido de arsénico total de 100 ¡cg U’. Para ello, se han empleado

los mismos criterios que en el ApartadoV.3.2.4,obteniéndoseunaprecisión(R.S.D)de

un 7% y un límite de detecciónde 4 ¡cg U’.

El tiempototal requeridopararealizarun análisis,empleandoFI-MO-HG-AAS

parala determinaciónde arsénicototal en muestrasde orina, es aproximadamentede

20 s, por lo quesepuededecirque la frecuenciade muestreoes elevada.

VIII.4.3.- Características analíticasdel método para la determinación de arsénico

tóxico en muestras de orina

En lascondicionescitadasanteriormente,sehanobtenidocalibradoslinealespara

la determinaciónde arsénicotóxico en muestras de orina, enriquecidas con cada una de

las seis especies individualmente, en el intervalo de concentración comprendido entre

20 - 200 ¡cg L”’ de arsénico. Todas las medidas se han realizado por triplicadoy la señal

analíticaconsideradahasido la alturade pico. Los valoresde la pendiente,ordenada

en el origen y coeficientede correlaciónde los calibradosobtenidospara cadaespecie

se recogenen la Tabla XLVI.
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Tabla XLVI.- Parámetros de las curvas de calibrado obtenidas para las especiestóxicas de
arsénico,en el intervalo de concentraciónde 20-200pg 121 de arsénico, empleando
FI-HG-AAS bajo las condicionesdescritaspara la determinacióndc arsénicotóxico.

Especie Pendiente,u.A. ¡cg~’ L
x iO~)

Ordenadaen el
origen,u.A.

Coeficientede
correlación

As(V) 4.7±0.2 0.015±0.004 0.99995

As(III) 4.5±0.5 0.020±0.007 0.9991

DMA 4.4±0.6 0.030±0.009 0.997

MMA 4.5±0.4 0.02±0.01 0.9990

Se realizó un estudio estadístico para ver si había diferencias significativas entre

las pendientes de las curvas de calibrado correspondientes a cada una de las especies

transformadas a As(V) y la pendiente del calibradodeAs(V), tal y comosc describeen

el apartado anterior. Se puede concluir que, para un nivel de significación dc 0.05, en

ningún caso existen diferencias significativas entre las pendientes comparadas. Por

consiguiente, ya que, en estas condiciones, todas las especies tóxicas generan el hidruro

con la mismaeficiencia,esposibledeterminar,mediantela aplicaciónde estemétodo,

la concentración global de arsénico tóxico en orina.

Se hancalculadola desviaciónestándarrelativay el límite dedeteccióna partir

de las medidas correspondientes a 10 muestras de orina con un contenido de arsénico

de 100 ¡cg U’, empleandolos mismoscriteriosqueen el ApartadoV.3.2.4,obteniéndose

unaprecisión(R.S.D) de un 4% y un límite de detecciónde 6 ¡cg L”’.

VIII.4.4.- Aplicacionesanalíticas

El método desarrollado se aplicó a la determinación de arsénico total y tóxico en

muestras de orina de individuos que habían ingerido previamente algunos alimentos de

origen marino.Las muestrasdeorinafueronaportadaspor dos voluntariosquedurante

tresdíassiguieronunadietaqueexcluíatodo tipo dealimentosprocedentesdel mar. La
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muestraconsideradacomo blancode orina erarecogidaen la mañanadel cuarto día.

Ese mismo día se consumió una dieta rica en alimentos marinos que consistió en:

voluntario 1) cenade 1 Kg de mejillones; y voluntario2) almuerzode 300 g de atún

enlatado y 150 g de lenguado, y cena de 500 g de mejillones. La muestra de orina para

el análisis se recogió en la mañana del quinto día. Tanto las muestra de orina, como los

blancos fueron almacenadosen la oscuridad a 40C, sin adición de ningún tipo de

conservante,y se analizarontranscurridasentre2-3 horas a partir de la recogida.

Parala determinacióndelarsénicototal en la orinadelvoluntario2, fuenecesario

hacerdilucionesde 1:1 y 1:9 parael blancoy la muestrarespectivamente,mientrasque,

en el caso del voluntario 1, no se realizó dilución en el blanco y fue necesaria una

dilución 1:1 para la muestra.Sin embargo,para la determinacióndel contenidode

arsénico tóxico, las medidas se realizaron directamente a partir de las muestras, sin

diluciones previas, ya que la concentración global de especies tóxicas es

considerablemente menor que la de arsénico total, por lo que es posible la interpolación

directa de la señal obtenida en la curva de calibrado, Esto confirma, como se ha

comentadoanteriormente,quela mayorpartedelarsénicoingeridoapartir dealimentos

de origenmarino,seencuentraprincipalmenteen formade lasespeciesno tóxicas,AsB

y AsC, que son detectadasen el análisisde arsénicototal, pero no en la determinación

de arsénicotóxico.

Los resultados obtenidos para cinco determinaciones en cada muestra se resumen

en la Tabla XLVII. Las concentracionesde arsénicono tóxico, AsE y AsO, hansido

calculadas por diferencia entre la concentración total y la <le arsénico tóxico.
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Tabla XLVII.- Determinación de arsénico total, tóxico y no tóxico sn mnestra~de arma. Los
resultados se expresanen concentraciónde arsénico” X + s(t/V’n). (n = 5)

Contenido de arsénico , /~tg L”’

Blanco de orina Muestrade orina

53±4 38±3 15±5 144±7 49±3 95±6

IL2~ntario2 91±6 41±2 50±6 707±18¡ 77±5 630±21

total tóxico no tóxico total tóxico ¡ no tóxico

Comose puede observar en la Tabla XLVII, el arsénico total en orina aumenta

drásticamentedespuésde hacer una dieta rica en alimentos procedentesdel mar,

especlaimenteen el voluntario2, queconsumiómásvariedady cantidadde estetipo de

alimentos,mientrasquela concentraciónde arsénicotóxico se ha incrementadosólo

ligeramentedelblancoa la muestra.Por tanto,comoeradeesperar,el aumentosedebe

principalmentea la ingestiónde compuestosdearsénicono tóxico, comoAsB y AsC, lo

cual concuerdacon las especiesencontradasen los análisis realizadosen muestrasde

alimentosprocedentesdelmar (Larseny col., 1993).Lasconcentracionesde arsénicoen

los blancosestánpróximas a las obtenidaspor otros autores(Foay col., 1984), que

observancantidadestraza de compuestosorganoarsenicalesen muestrasde orina de

individuosqueno ingierenregularmentealimentosprocedentesdel mar.
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VIII.5.- DETERMINACIÓN INDIVIDUALIZADA DE LAS ESPECIES DE

ARSÉNICO EN ORINA

Se han descrito algunos métodos en la bibliografía para determinar las especies

de arsénico en ¡nuestras de orina empleando acoplamientos tales como HPLC-HG-AAS

(Chanay Smith, 1987) o HPLC-ICP-MS(I-leitkempery col., 1989). Sin embargo,como

ya sehadicho, la técnicabasadaen la generaciónde hidrurosno puedeserusadapara

la detecciónde AsB o AsC (Morer y col., 1992), siendonecesariaunatransformación

previadeestasespeciesaotrasformadorasdehidruros.El sistemaHPLC-MO-FIG-AAS,

descrito anteriormente para la determinación de seis especies de arsénico en muestras

acuosas(ApanadoV.3.1), sehaempleadoen el análisis deestosmismoscompuestosen

muestras reales de orina.

VA.- Pretratamiento de la muestra (“Clean-up”)

La orina contiene gran cantidad de sales minerales y materia orgánica, por lo que

no es recomendable,para la columna cromatográfica,inyectaríasdirectamenteen el

sistemadeseparación,siendonecesario,por tanto,una limpieza’ previa de la muestra

con el fin dc poder preservarla columna, no provocar aumentosde presión por

ensuciamientode la cabezay mantenerconstantela resolucióncromatográfica.

Las muestrasque se han empleadoen la determinaciónde las especiesde

arsénicoprocedende cuatro voluntariosque, al igual queen el casoanterior, se han

sometidoa una dieta con y sin alimentosde origen marino. Los voluntarios 1 y 2

ingirieron gambas,almejas,boqueronesy navajas,mientrasque el voluntario 3 y 4

ingirieron pescadosvariados,gambasy almejas.

Tanto los blancosde orina, recogidosa la mañanadel cuarto día, como las

muestras,recogidasenla mañanadelquintodía, sesometierona un procesode ‘clean-

up.El procedimientoexperimentalutilizado esunaversiónmodificadadeldescritopor

Kraus y col., en 1985, y serepresentaen la Figura 46.
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Enfriamiento hielo-acetona,20 ruin

Centrifugación (-150C),4000 rpm, 15 ruin

EXTRACTO RESIDUO

.1~
DESECHO

RESIDUO SÓLIDO

10 mL eluyente

INVECCION, 100 ,aL

Figura 46.- Representaciónesquemasicadel proccdimiento experimental de “clean-up” cíe orina
para el análisis de especiesde arsénico por HPLC-MO-I-IGAAS.

Con objetode optimizar las condicionesdel procesode clean.uphseefectuaron

estudiossobrela relaciónmuestra/etanoly el volumendeeluyentenecesarioparapoder

disolverel residuoy obteneruna resoluciónadecuadaen la separación.El estudiode

la proporciónde muestra/etanolse realizó manteniendoconstanteel volumende orina
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(2 mL) y variandola cantidadde etanolen el intervalo de 4 a 20 mL, obteniéndoseuna

extracciónconstantey prácticamentetotal a partir de la relaciónvolumende muestra:

volumen de etanol2:20. Por lo tanto, estaes la proporciónconsideradacomoóptima y

es la quese ha utilizado parallevar a cabo la aplicacióndel método.

Por otro lado seefectuóun estudiodel volumendeeluyente(tampónfosfatode

concentración17 mmol L’ apH 6.1) necesarioparadisolverel residuo,variandodicho

volumen entre 1 - 110 mL. En todos los casosel residuo se disuelvetotalmente,pero

apareceun acusadoefectomatrizque impide unabuenaresoluciónen la separaciónde

las especies,cuandoseutiliza un volumeninferior a 5 mL. Por consiguienteestees el

volumende eluyenteescogidoparadisolverel residuode todaslas muestrassometidas

al procesode ‘clean-up”, antesde realizarel análisis correspondiente.

Las condicionesde trabajo empleadasen el sistemaHPLC-MO-HG-AAS son:

- Volumende inyecciónen el sistemaHPLC-MO-HG-AAS: 100 pL

- Eluyente:Tampónfosfato 17 mmol L’ a pH 6.0 con un caudalde2.0 mL min~’

- Agenteoxidante:5% (m/v) K2S208 en 5% (m/v) NaOH conun caudalde 4.6

mL mii?

- Longitud del reactor de oxidación asistida con microondas: 1.5 m

- Medio ácido: 1-ICí 4 mol L”’ conun caudalde 1.9 mL mli?

- Agentereductor:3% <m/v) NaBK en 1% (m/v) NaOHconun caudalde 1.9

mL mm”’

VIIJ.52.- Característicasanalíticas del método

Se han realizadocurvasdecalibradoparalas seisespeciesenmedio acuoso,en

el intervalodeconcentracióncomprendidoentre25 - 150 ¡cgU’ dearsénico.Los valores

de las pendientes,ordenadasen el origeny coeficientesde correlaciónde las curvasde

calibradoen medioacuosoy en muestras de orina pretratadas, para todas las especies,

se recogenen la Tabla XLVIII y Tabla IL, respectivamente.
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Tabla XLVIII.- Parámetrosdelas curvas de calibrado obtenidas para las seisespeciesde arsénico
estudiadas,en medio acuoso,en el intervalo de concentración25 - 150 pg L”1 de
arsénico, empleando HPLC-MO-}IG-AAS.

Especie Pendiente,u,A. ¡cg’ L Ordenadaen el Coeficientede

x 10~) origen,u.A. correlación

AsC 8.9±0.6 0.01±0.01 0.994

AsB+As(III) 6.1±0.5 0.01±0.01 0.991

DMA 6.17±0.05 0.010±0.001 0.9998

MIvIA 6.7±0.3 0.016±0.007 0.998

As(V) 3.8±0.2 0,009±0.001 0.9998

TablaIt.- Parámetrosde lascurvasde calibradodelmétodode adicionesestándarobtenidaspara
lasseisespeciesdearsénicoestudiadas,en muestrasdeorinapretratadas,en elintervalo
de concentración25-150pg L”’ de arsénico,empleandoHPLC-MO-HG-AAS.

Especie Pendiente,u.A. ¡cg1 L Ordenadaen el Coeficientede

( x 10~) origen,u.A. correlación

AsC 9.0±0.2 0.015±0.005 0.9992

AsB+As(III) 6.4±0.4 0.032±0.008 0.998

DMA 6.1±0.3 0.018±0.007 0.996

MMA 6.67±0.04 0,020±0.001 0.99996

As(V) 3.3±0.3 0,018±0.006 0.995
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Conel fin de determinarsi existeefectomatriz en las muestrassometidasa este

procedimiento,serealizó un estudioestadísticocomparativoentrelaspendientesde las

curvas(le calibradocorrespondientesacadaunade las especiesde arsénico,en medio

acuoso,y las pendientesde las curvasde calibradodel métodode adicionesestándar,

en las muestrasde orinasometidasal procesode “clean-up”, tal y como se describeen

el ApartadoVIII.4.2 deesteCapítulo.De los resultadosobtenidossepuedeconcluirque,

paraun nivel designificación del 0.05,en ningún casoexistendiferenciassignificativas

entrelas pendientescomparadas.Por consiguiente,empleandoel pretratamientode la

muestra y realizandola determinaciónen lascondicionesmencionadas,no es necesario

utilizar el métododeadicionesestándarporquesepuedeconsiderarqueno existeefecto

matriz. Por tanto, la concentraciónde cadaespeciede arsénicopuedecalcularsepor

interpolación directa de la medida de absorbanciaen la curva de calibrado

correspondiente,obtenidaen medio acuoso.

Con objeto de evaluar la exactitud del método propuestopara realizar el

pretratamientode la muestray determinaciónmediante1-IPLC-MO-HG-AAS, se han

llevado a cabo estudiosde recuperacióntras añadir una cantidad conocidade cada

especiede arsénicoa la muestraantesde realizarel procesode clean-up”.Así, 2 mL

de una muestrade orina seenriquecieroncon 100 p¿g Ii de arsénicoen cadaespecie,

aplicándosea continuación el procedimiento de ‘clean-up” descrito anteriormente.

Obviamente, paradeterminarla cantidadrecuperadade cadaespeciede arsénico,se

ha interporladola absorbancíamedidaen la correspondientecurva de calibradoen

medio acuoso. Los resultadosobtenidos para cinco recuperacionesse encuentran

recogidosen la Tabla L.
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Tabla L,- Recuperaciónde las seisespeciesde arsénicoen orina, empleandopretratamiento de la
muestray determinaciónmedianteHPLC-MO-HG-AAS. Fasemóvil: tampón fosfato 17
mmol U’, a pH 6.0 y a un caudal de 2.0 mL min’. Concentración de 100 gg U’ de
arsénicoen cada especie.

Especie Cteórie, de As,

¡cgL’

Cexperim de As, % recuperación

AsC

100

97 97±8

AsB+As(III) 103 103±5

DMA 99 99±8

MMA 102 102±4

As(V) 98 98±5

Se observaque, para todaslas especies,la recuperaciónestápróxima al 100%,

lo queconfirmala validezdel métodopropuestoparallevaracabola determinaciónde

las seisespeciesde arsénicoestudiadas,en estetipo de muestras.

Por otro lado, sehanrealizadoestudiosde la reproducibilidaddel métodopara

cadaunade las seisespeciesde arsénicoestudiadas.Dicha reproducibilidadseexpresa

en términos de la desviaciónestandarrelativa. Los valores del tanto por ciento del

R.S.D. se han calculadoa partir de las medidasobtenidascon 5 muestrasde orina

enriquecidascon 100 ¡cg L”’ de arsénicoen cadaespecie.

Los resultadosobtenidossemuestranen la Tabla LI.
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Tabla LI.- Reproducibilidad (% R.S.D.) dclmétodoanalítico para la determinacióndc lasespecies
de arsénico objeto de estudio en muestrasde orina. Concentración de LOO pg J1 de
arsénicoen cada especie.(n = 5).

Especie % R,S.D.

AsC 2,5
AsB + As(III) 3,2

DMA 5,3

MMA 2,7

As(V) 4,8

Como se puedeobservar,los coeficientesde variación obtenidospara las seis

especiesde arsénicoson, en todoslos casos,menoresdel 5%, lo que indica la buena

reproducibilidaddel método desarrollado.

VflI.5.3.- APLICACION

Comose ha reseñadopreviamente,lasmuestrasde orina fueronaportadaspor

cuatrovoluntariosque durantetres días siguieronunadieta que excluía todo tipo de

alimentosde origenmarino.La muestrablancode orinaerarecogidaen la mañanadel

cuartodía.Esemismodíaseconsumióunadietaricaenalimentosmarinosqueconsistió

en: voluntario 1) gambas,almejas,navajasy boquerones;voluntario2) gambas,almejas

y pescado;voluntario3) pescado,gambasy almejas;voluntario 4) pescadoy gambas.La

muestrade orina parael análisisserecogióen la mañanadel quintodía y sealmaceno

durante2- 3 horasen la oscuridada 40C, sin adición de ningún tipo de conservante,

antesdeprocederal pretratamientode la muestra(clean-up),El métododesarrollado

permiteobtenerlasseñalescorrespondientesa lasespecies:AsC, DMA, MMA y As(V)

individualmentey la de AsB y As(III) conjuntamente.Parapoder diferenciar entre

As(III) y MB se sustituyó, como ya se ha explicadoanteriormenteen el Apartado

V.3.3.2.4, el agenteoxidantepor agua, de forma que sólo se obtienen las señales
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correspondientesa las especiesformadorasde hidruros,As(IIl), DMA, MMA y As(V),

y no seobservaningunaseñaldebidoa la presenciade AsB y/o AsC. La concentración

de AsB se determinapor diferenciaentrela concentraciónde arsénicocorrespondiente

a la mezclade AsB y As(III), obtenidaempleandooxidación asistidacon microondas,

y la concentraciónde As(III) medidacuandosetrabajaen ausenciadeagenteoxidante.

El análisisdel blancode orinasellevo a caboempleandoel mismo sistema,con

y sin agenteoxidante,sin obtenerseñalen ningúncaso,por lo quescpuedeconcluir que

las especiesde arsénicoobjeto de estudiono se encuentranen el blanco de orina por

encimadel límite de detecciónde estemétodo.Además,tampocoseobtuvo señalalguna

en el análisisde las muestrasde orinade los cuatrovoluntarioscuandoseempleabael

sistemaen ausenciade agenteoxidante.Por tanto, en estasmuestras,la concentración

de As(III), DMA, MMA y As(V>, si estánpresentes, seencuentranen concentraciones

que quedanpor debajodel límite de deteccióndel método.

Los cromatogramasobtenidospara cadauna de las muestras,empleandoel

sistemaHPLC-MO-HG-AAS, semuestranen la Figura 47.

8
A

Figura 47.- Cromatogramas obtenidos a partir de lasmuestrasde orina de los cuatro voluntarios,
empleandopretratamiento de la muestra y determinación mediante I-IPLC-MO-HG-
AAS.

-1

8

A E4

A
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Como se puedeapreciaren los cromatogramas,se obtuvierondos picos bien

definidoscorrespondientesa dos compuestosdistintosde arsénico.Con el fin de poder

identificar estasespecies,se compararonlos tiemposde retenciónde estospicos: pico

A, 1.20 mm y pico B, 1.70mm, conlos obtenidosparalas seisespeciesobjetodeestudio

apartirde unadisoluciónpatrónde 100 ~g12’ dearsénicoencadaespecie.Los tiempos

de retenciónde los distintoscompuestosen las disolucionespatrón semuestranen la

Tabla LII.

Tabla LII.- Tiempos de retenciónde las seisespeciesde arsénico obtenidosa partir de disoluciones
patrón, empleandoel sistemaHPLC-MO-HG-AAS.

Se observaqueel tiempo deretencióndelpico B concuerdaexactamentecon el

correspondienteal obtenidoparaAsB, mientrasqueel tiempo de retencióndel pico A

no concuerdacon ningunaespecie,teniendoun tiempo de retención menor que el

obtenidoparaAsC. Además,seharealizadoun cromatogramaenriqueciendola muestra

de orina del voluntario2 con 50 pg L’ de arsénicoen cadaespecie,AsB y AsC, con

objeto de comprobarsi, efectivamente,el pico E de las muestrascorrespondea AsE y

si el pico A pudieracorrespondera AsC, El cromatogramaobtenidose muestraen la

Figura 48.
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‘3
A

Figura 48.- Croinatograma correspondientea la muestra de orina del voluntario 2 enriquecida con
una concentraciónde 50 pg U’ de Arsénico en Asl3 y AsC.

A la vistade los resultadossepuedededucirqueel pico B corresponde,comoera

de esperar,a AsB mientrasque el pico A correspondea unaespeciedearsénicoqueno

está incluida entrelas estudiadasen este trabajo, por lo que no esposiblerealizarsu

cuantificación.

La concentraciónde los compuestosde arsénicoen las muestrasse calculópor

lecturadirecta de la señalmedidaen cadacaso,en las curvasde calibradoobtenidas

correspondientea cada una de las especies en medio acuoso. Para realizar la

determinaciónde estasespeciesen las muestrasde orina de los voluntarios1 y 4, fue

necesariohacerdiluciones1:1.

Los resultadosobtenidosparacinco determinacionesencadamuestraserecogen

en la Tabla LIII.

O*As6 As C

A
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Tabla LIII.- Especiaciónde arsénico en muestras de orina de cuatro individuos que ingirieron
aliIuentos4>roceden~sdel mar. Los resultados sc expresan en concentración de
arsénico; X ± s (t/Vn). (n = 5)

Muestra
de

orina

Contenido de arsénico, ~gL”’

CompuestoX AsB

Voluntario 1 sin cuantificar 223±12

Voluntario 2 sin cuantificar 61±7

Voluntario 3 sin cuantificar 69±9

Voluntario 4 sin cuantificar 1157±10

Como se puede observar,en todas las muestrasde orina se encontraronlos

mismos compuestos,pero en distinta concentración.Teniendo en cuentaque el

voluntario 1 y el voluntario 2 habíanseguidola mismadieta, igual que los voluntarios

3 y 4, estadiferenciapodría atribuirse a la distinta dilución de las correspondientes

muestrasde orina, que se debe, principalmente,a la cantidad de liquido ingerida

diariamentepor cadaindividuo. Con el fin de comprobaresta hipótesis,severifico el

volumen de agua ingerido cada día aproximadamentepor todos los voluntarios,

encontrándosequelos individuos2 y 3 bebenunos3 L de aguaal día, mientrasquelos

voluntarios1 y 4 no llegana los 2 L, lo cual concuerdaconla menorconcentraciónde

arsénicodetectadaen su orina,

Los resultadosobtenidosconfirman, además,que los compuestosencontrados

mayoritariamenteen muestrasde orina de individuos que han ingerido alimentos

procedentesdel mar, son especiesde arsénicono tóxicas, principalmenteAsE.
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VLII.&- ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DE LAS ESPECIES DE ARSÉNICO

EN AGUA Y ORINA

Uno cíe los principalesproblemasqueincidenen la dificultad de validación de

los métodosanalíticospropuestospor los distintosinvestigadoresparala determinación

deespeciesmetálicasen muestrasmedioambientales,esel desconocimientoexistentede

la estabilidadde las distintas especiesen función de la matriz quele acompaña.La

consecuenciainmediatade este hecho es la falta de patronescertificadosy muestras

certificadasquehaganposiblela validaciónde estosmétodosanalíticos.Estehechose

agrava en el caso del arsénico, ya que poseeuna química muy complicadacomo

consecuenciade las reaccionesespontaneasque ocurrenen el medio ambientey en

mediosbiológicos,dandolugar a muy diversasformasquímicas.

Es un hechonormalque lasmuestrasno seanaliceninmediatamentedespuésde

su recogida,sino quetranscurranvarios díashastaquese efectúael análisis.Durante

estetiempo la naturalezaquímicade las especiespuedecambiar,e incluso producirse

pérdidasbien por volatilidad o por adsorciónen las paredesdel recipiente.Por esta

razón,el material(leí recipientedebeserelegidocuidadosamenteparaevitarefectosno

deseables,como la adsorción,Además,duranteel almacenamientosepuedenproducir

alteracionessignificativasde lasproporcionesrelativasde las diferentesespeciesdeun

analito por diversos factores, talescomo, la actividadmicrobiológica,la temperatura,la

luz, etc, Por ejemplo,la actividadmicrobiológica,producidapor los microorganismos

presentesen las muestras,origina la inetilación del arsénicoinorgánico,la cual está

fuertementefavorecidapor el incrementode la temperatura.Porotro lado,la luz esuna

de las principalescausasde inestabilidadde los compuestosorganometálicosya que,

normalmente,el enlace metal-carbonoes lo suficientementedébil como para ser

fotodegradado.Por estemotivo las disolucionesdebenconservarseen la oscuridad.

La mayor partede los trabajos encontradosen la bibliografíatratan sobre la

estabilidadde la concentracióntotal de arsénicoo de las especiesinorgánicasde este

elementoen agua, pero se han realizadopocos trabajossobre la estabilidadde las

218



Resultados y Discusión

especiesorgánicasde arsénicoen otros medios.Los mediosensayadosparaestabilizar

las especiesinorgánicasdel arsénicoen muestrasde agua son los ácidos nítrico,

perclórico, clorhídrico y acético, pero existen muchasdiscrepanciasen cuanto a la

magnitudde las pérdidasde arsénicoen lasdisolucionesalmacenadas.Sin embargo,las

muestrasde agua conservadasa temperaturasinferiores a -150C es la forma de

almacenamientoconsideradacomo óptima por varios autores(Portmanny col., 1964;

Wagner, 1976 y 1-larrisony col., 1975).

El aguay la orina hansido las muestrassobrelas quesehancentradola mayoría

de los métodosdesarrolladosen esteTrabajo,por lo que se ha consideradode gran

interés realizaren estasmatrices un estudiosobre la estabilidadde las especiesde

arsénicoestudiadas.Además,el procedimientode limpieza (clean-up)propuestopara

aislar los analitos de la matriz, conduce a la obtención de un residuo seco en la orina

que, en principio, puedefavorecer la estabilizaciónde las especies.Con estasbases,en

este apartado se realiza un estudio comparativo sobre la influencia de los principales

parámetrosfísico-químicosque inciden en la estabilidadde As(V), MMA, DMA, AsB

y AsC, en las muestras no tratadas de agua bidestilada, orina y en el residuo seco de la

orina despuésdel tratamiento de clean-up”.

VIII .6.1.- Preparación y conservaciónde las muestras

Parallevar a caboel estudiode la estabilidaddedichasespeciesde arsénico,se

procedióa preparardos disolucionesmezclade As(llO, DMA, MMA, AsE y AsC (200

gg Li’ de arsénico en cada especie),una en medio acuosoy otra en orina humana.De

cada disolución se almacenaronel mismo día veintiuna alícuotas de 5 miL, en

contenedoresde poliestireno y en la oscuridad,a tres temperaturas:Temperatura

ambiente,¿WC (refrigerador)y -200C (congelador).Por otro lado, unamuestradeorina

seha enriquecidoconunamezclaquecontenía500 ,ug U’ de arsénicoen cadaunade

las cinco especiesobjeto de estudio. De esta disolución y en el mismo día de su

preparación,setomaron14 alícuotasde 2 mL y setrataronmedianteel procedimiento

de “clean-up”, descritoen el apartadoanterior,paraobtenerlos residuos secos de orina
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que sealmacenaron a destemperaturas: Temperatura ambientey 40C (refrigerador),en

contenedoresde vidrio de borosilicatode bajocoeficientededilatación.En el momento

delanalisís,lasmuestrasserestituyeroncon5 mL del eluyente cromatográfico (Tampón

fosfato 17 mmol U’ a pH 6.0) empleadoen el procedimientoanalítico.La Tabla LIV

muestra,de maneraresumida,las condicionesde conservación las muestras.

Tabla LT1t~ Condicionesdeconservaciónde tas muestrasalmacenadaspara realizar el estudiode
estabilidad de las especiesdc arsénico.

Muestra de una mezcla de
As(V), MMA, DMA, AsE y AsC

Medio Condiciones de
Conservación

L-1 acuoso poliestireno
oscuridad

T~ ambiente

L-2 acuoso poliestireno
oscuridad

40C

L-3 acuoso poliestireno
ocurídad

-200C

L-4 orina poliestireno
oscuridad

T~ ambiente

L-5 orina poliestireno
ocnridad

40C

L-6 orina poliestireno
ocuridad

-200C

L-7 residuoseco
de orina

poliestireno
oscuridad

T~ ambiente

L-8 residuoseco
de orina

poliestireno
ocuridad

40C
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VIII.6.2.- Procedimiento analítico

El estudio de estabilidad seha realizado cuantificando cada especiemediante el

sistemaHPLC-MO-HG-AAS descrito en el apartado V.3.1, despuésde transcurridos 1,

3, 7, 35, 30 y 67 días a partir de la preparación de las disoluciones.

Las disolucionesalmacenadasa

referenciaen cadamedio, exceptodel

temperatura,ningunamuestra, por lo

acuosaa -200C,ya quetieneunamatriz

up”.

-200C sehan empleadocomo disolucionesde

residuo seco, del cual no se conservó, a dicha

que se empleó como referencia la disolución

másparecidaa él, debidoal procesode “clean-

VI.3.- Tratamiento estadístico

Lainfluenciade losparámetrosfísico-químicossehadeterminadoportratamiento

estadísticode los datos obtenidos,Por lo tanto, la estabilidadpuede ser valorada

mediantela relación(RA ~~):

RAXY —

XAx.2oc

donde XAXY es el valor medio de las medidasrealizadasparauna especieA, en un

medio Xy almacenada a una temperatura Y, y X4x..wc es el valor medio de las medidas

obtenidas para dicha especie A, en el medio X y a la temperatura de -200C. Ambas

medidasse realizaronen el mismo di a.

La incertidumbre(Uy) se ha calculadoempleandola expresión:

RAXY

UAZY = (RSD.2A,X,Y + RSD2kx2
0c)H

loo
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dondeRSDAKY y RSDAX.20.cson las desviacionesestándarrelativasobtenidasal analizar

una especie A, en el medio X y almacenadaa una temperaturaY ó -20
0C,

respectivamente.

La estabilidadseha evaluadoa partir de la representaciónde RAX,Y frentea los

distintos tiempos de almacenamiento. En el caso de que la estabilidad fuera total, RAXY

deberíatenerel valor de 1, pero en la prácticasepuedenproducirvariacionesdeeste

valor debidoala incertidumbrede lasmedidas.Por lo tanto, RAXY deberáencontrarse

entre los límites (1 - UÁXY) y (1 + UÁXY) para poder concluir la estabilidadde la

especie correspondiente,

VIII.6.4.- Resultadosy discusión

Los resultadosobtenidospara las distintas especiessehan representadoen las

Figuras49, 50, 51, 52y 53, quecorrespondena la representaciónestadísticade lascinco

especiesde estudio, en cadamedio y temperatura.Cadapunto representadoen las

gráficases el valormediode tresmedidasobtenidasapartir deunamismamuestra,tras

un periodode almacenamientodeterminado.
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Influencia del tiempo de almacenaje dc la muestra, enriquecida con una mezcla do
As(V), DMA, MMA, MB y AsC (200 pg L” de arsénico en cada especie),sobre la
estabilidad de As(V). (A) acuoso,40C; (13) acuoso,temperatura ambiente; (C> erina,
40C; <O) orina, temperatura ambiente; (E) residuo seco,4C y <F) residuo seco,
Lemperatura ambiente.
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Figura 50.- Influencia del tiempo de almacenaje de la muestra, enriquecida con una mezcla de
As(V), DMA, MMA, AsB y AsC (200 pg U5 de arsénicoen cada especie),sobre la
estabilidad de DMA, (A) acuoso,40C; (13) acuoso,temperatura ambiente; (C) orina,
40C; (D) orina, temperatura ambiente; (E) residuo seco, 40C y (E) residuo seco,
temperatura ambiente.
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As(V), DMA, MMA, AsE y AsC (200 pg U’ de arsénico en cada especie),sobre la
estabilidad de MMA. (A) acuoso,4C; (B) acuoso,temperatura ambiente; (C) erina,
40C; (O) orina, temperatura ambiente; (E> residuo seco,40C y <F) residuo seco,
temperaturaambiente.
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(O) erina, temperatura ambiente; (E) residuoseco,4W y (E) residuoseco,temperatura
ambiente.

2

1.5

1.0 -

0.5 -

o

2

1.5

15 30 45 60 75

día
AsE. erina líquida, T.amblonte

>4 4.0

0.5 -

0-

2

‘.5

O~1.o

0.5

o

75

750 15 30

Figura 52.-

226



<1

Resultadosy Discusión

AsO, acuoso. 40Q

2

1.5

0rto

0.5

o

dta

AsO, orina líquida, 4R0

15 30 45 60

dta

2

1.5 -

‘4
‘It

75

1.0 -

0.5 -

o

o

AsO, acuoso, 7. ambIente

d fa

¡ 1

15 30 45 60

dla

Aso, residuo de erina, 400

45 60

2

1.6

n~l.o

OS

o
75

AsO, residuo orine. T. ambiente

dtadin

Figura 53.- Influencia del tiempo de almacenaje de la muestra, enriquecida con una mezcla de
As(V>, DMA, MMA, AsB y AsC (200 pg U’ de arsénico en cada especie),sobre la
estabilidaddeAsC.(A) acuoso,4

0C; (B) acuoso,temperatura ambiente; (C) orina, 40C;
(O) orín, temperatura ambiente; (E) residuoseeo,40Cy (E) residuoseco,temperatura
ambiente.
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Del estudiode las Figuras 49-53, se deduce que:

- El As(V) se mantieneen los diferentesmedios y temperaturasdentro del

intervalo de incertidumbre,no haciéndosepatentela pérdidao gananciade esta

especiequímicaa lo largo de los 67 díasde almacenamiento(Figura 49). Esta

observaciónimplica queningunaespeciesetransformaen As(V), lo que daría

lugara un aumentodesuconcentración,ni queel propioAs(V) se transformaen

otra especie(pérdidade concentración).La permanenciade la concentraciónde

As(V) ensu valor inicial tambiénimplica la falta de adsorcióndel analito en las

paredesdel recipientequelo contiene.

- El MMA (Figura Si) puedeconsiderarseestableen las diferentescondiciones

de temperaturay medios,ya queno sehacepatentela transformaciónde esta

especieen otras,ni queestaespecieseael productofinal de la degradaciónde

otras más metiladaso de la metilación de especiesinorgánicas.La fuerza del

único enlaceC-As existentepuedeser la causade la estabilidaddel MMA. Al

igual que el As(V) estaespecieno pareceser adsorbidapor las paredesdel

recipienteque la contiene.

El DMA muestraun marcadoaumentode la concentraciónen medio acuoso,

desdelos primerosdíasdel almacenamiento,siendomásacusadoa temperatura

ambienteque a 40C. Por el contrario, su concentraciónse mantienedentro del

intervalo de incertidumbreen la orina líquida y en el residuo secode orina

(Figura SO). El aumentode la concentraciónobservadaen el medioacuososólo

puedeachacarseal hechode qu.e aparezcacomo subproductode la degradación

de especiesmás metiladas, ya que el As(V) y el MMA permanecenen sus

concentraciones iniciales, lo que implica la falta de metilaciónhaciael DMA.

- Cornopuedeobservarseen la Figura 53, la AsC no es estableen medioacuoso

desdeel primer día, tanto a 40Ccomo a temperaturaambiente.En orinalíquida,

la tendenciaestambiéna inestabilizarseaunqueen menorproporciónqueen el
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medio acuoso.Además,debidoa la naturalezade la especieno pareceprobable

quela inestabilidadseaproductode la adsorciónen las paredesdel recipiente,

sino a la transformacióna otra especiemásestableen el medio. En el residuo

secode orina tratada,la especiepareceser establea las temperaturasensayadas.

- Finalmente,del estudiode los diferentesgráficosqueconformanla Figura 52,

se deduceque la AsB presentael comportamientomás anómalode todaslas

especiesde arsénicoestudiadas,quedandomanifiesta la permanenciade la

concentracióna lo largo de los 67 díassólametiteen el casodel residuosecode

la orina. El habito anómaloquepresentala curva de estabilidada 40C en el

medioacuoso,impidededucirconclusionesacercade la estabilidado inestabilidad

de la especiea temperaturaambiente,sin embargo,puedeverseun incremento

de la concentraciónen los primerosdíasseguidode un decrecimientopaulatino

a partir de la primerasemanay hastael final del estudio.En el casode la AsB

contenidadirectamenteenla orina,puedeobservarseun incrementopaulatinode

la concentracióna ambastemperaturas>Este comportamientoopuestode la

misma especieen los dos medios (acuosoy orina) sugieremecanismosde

transformacióndiferentesen funcióndel medio,

Tratandode correlacionarsi, en los medios dondeexiste transformaciónde

especiesparaunamismatemperatura,la disminución/aumentoen la concentraciónde

una especieocurre de forma paralela al aumento/disminuciónde otras especies

presentesen el medio, se han estudiadolos correspondientescromatogramasde las

disolucionesqueconteníanlas cinco especiesy paralos casosen los quesehaobservado

en algunaellasresultadosqueconducena pensaren su inestabilidad.

El primer caso que nos encontramos es el medio acuoso a 40C. Los

cromatogramascorrespondientesa las especiescontenidasen esemedio,al primer día

de preparaday despuésde los 67 díasde almacenamiento,se hancomparadocon la

soluciónacuosaconservadaa -200C, dondelas especiesresultansertotalmenteestables.

Como puede observarse,del estudio comparativo(Figura 54) parecededucirseuna
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primera transformaciónde AsC a AsB y, posteriormente,la paulatinadegradaciónde

AsB hacia la forma del DMA. Esteresultadoestáen consonanciacon los gráficosde

estabilidaden esemedio (y a esa temperatura)de la AsC, que desaparecedesdeel

primermomentode la disoluciónacuosa,Figura 53Ay el aumentoquedesdelos 30 días

ocurre parala especieDMA, Figura SOA.

A temperaturaambienteen medio acuososeobservala mismatransformación

de especies,lo quepareceavalarla inestabilidadgeneralde la AsC y AsB en medio

acuoso.Los resultadosobtenidos en los cromatogramasde la Figura 55, parecen

confirmar la inicial transformaciónde la AsC (Figura 53B) en AsB (Figura 52B) y la

posteriordegradaciónde éstaa la forma del DMA (Figura SOB).

La Figura 55 muestrala transformaciónde las especiesen la orilla mantenidaen

el refrigeradora40G. Comopuedeobservarse,y al igual queocurreen el medioacuoso,

existe una paulatinatransformaciónde la AsC en AsB, pero en estemedio parece

estabilizarsela AsB, no ocurriendola posteriortransformaciónal DMA. Este hecho

vuelvea corroborar,en parte, los resultadosobtenidosen el estudiode estabilidadde

la AsC (Figura 53C), quedisminuyeen proporciónsimilar al aumentode laAsB (Figura

52C), mientras que el DMA (Figura SOC) mantienesu concentracióndentro del

intervalo de incertidumbreen esemedio.

Finalmente, la Figura 57 confirma la estabilidad de todas las especiesa

temperaturaambientea lo largo de los 67 díasen estudio,dondetodas las especies

mantienensusconcentracionesal margende la sensibilidadconseguidaesedía parael

análisis.

230



Resultadosy Discusión

tipA t) ÉM

As.B

Mtd

44/ ~dV½M~11 YK4t}tiy~

Figura 54.- Cromatogramas obtenidos a partir de una mezclaque contiene 200 pg L’de As como
As(V), MMA, DMA, AsIS y AsC, en medio acuosoy almacenada:(A) 1 día a -20

0C;
(13) 1 día a 40C; (C) 3 días a 40C y (D) 67 días a 40C.
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Figura 55. Cromatogranias obtenidos a partir de una mezclaque contiene200 pg ¡ide As como

As(V), MMA, DMA, AsB y AsC, en medio acuosoy almacenada:(A) 1 día a -20C;
(13) 3 días a r ambiente y (C) 67 días a T

5 ambiente.
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Cromatogramasobtenidos a partir de una mezclaque contiene200 pg U’ de As como
As(V), MMA, DMA, MB y AsC, en arma líquida y almacenada: (A) 3 dias a 4

0C;
(B) 7 dias a 40C y (C) 67 diasa 40C.
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Cromatogramas obtenidosa partir dc una mezcla que contiene200 pg U’ de As coma
As(V), MMA, DMA, AsB y AsC, en el residuo seco de arma y almacenada a
temperatura ambiente durante: (A) 3 dias; (B) 7 dias y (C) 67 dias.
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1) El acoplamientode unatécnicade separacióna un detectoratómicoeshoy en

día unaherramientaimprescindibleparala determinaciónde especiesquímicasorgánicas

e inorgánicasdeelementosmetálicosy metaloidesa las bajasconcentracionesqueaparecen

en las muestrasmedioambientales.En el trabajo realizadose ha puesto a punto un

acoplamientode estastécnicaspara la determinaciónde las especiesquímicasdel As:

As(III), As(V), MMA, DMA, AsE y AsC, en diferentetipo de muestras.El acoplamiento

comprende:

a) Un sistemacromatográficoparala separaciónde especiespor cromatografíade

intercambioaniónico(HPLC).

b) Un módulo de descomposiciónpor horno microondas(termoreactor)de las

diferentesespeciesorgánicas,a especiesderivatizables(MO).

c) Un sistemade derivatizacióna la forma de hidrurovolátil (HO) de las especies.

d) Un sistemadetectoratómicode granversatilidadcomoesla AbsorciónAtómica.

El horno de microondas(termoreactor)y el generadorde hidruros actdan de

interfaseentrela técnica de separación(HPLC) y la técnica de detección (AAS). La

novedaddel acoplamientoes el hechode quepor primeravez seha acopladoel horno de

microondasa la salida del cromatógrafoy como parte integrantede la interfase de

generaciónde hidruros.

2) El sistemadiseñadoorigina cinco picoscromatográficospara lasseisespeciesen

estudio.Estosignifica el solapamientode dosespeciesen todoslos métodosde separación

estudiados.Para poder determinarlas seis especiesde forma individualizada, se han

desarrolladoprocedimientosanalíticosbasadosen lo siguiente:

a) Diferentecomportamientocromatográficode lasespeciesquesolapanen función

del pH.

b) Diferente comportamientode las especiesque solapan en el proceso de

derivatizacióna la forma de hidruros.

c) Retencióndiferenciadade las especiesquesolapanen cartuchosque actúande

atrapadoresiónicos.



En los tres casosla determinaciónindividual de las seis especiesse realizapor

combinaciónde dos cromatogramas.En los dos primeros casos,la especiesolapadase

determinapor diferencia.En el tercercasopuedendeterminarsedeformadiferenciadalas

seisespecies.

3) El procesode la termooxidaciónen el horno de microondasse lleva a cabo

introduciendounacorrienteadicionalde K2S20,comoreactivooxidante.Simultáneamente

a la termooxidaciónde las especiesorgánicasdel As ocurrela destrucciónde la materia

orgánicade la muestra. De esta forma se minimizan los problemas de matriz y puede

abordarseel análisisde muestrasorgánicaslíquidas (orina, suero,etc.) sin pretratamiento

previo.

4) Mediante el simple acoplamiento del horno de MO al sistema HG-AAS,

trabajandoen inyección en flujo es posible distinguir entre los contenidosen As tóxico

(As(III), As(V), MMA y DMA) y As no tóxico (AsB y AsC). Esta distinción es

extraordinariamenteimportantedesdeel puntode vistade la toxicidad.

5) Los métodosdesarrolladosconlos acoplamientosHPLC-MO-HG-AASo FI-MO-

HG-AAS se han aplicado a la determinaciónde las seis especiesdel As en muestras

medioanibientales,talescomoaguasde distinta procedencia,extractosde sedimentoy de

pescadoy orina. Se ha observadoquelas aguascontienenfundamentalmentelas especies

tóxicasdel As, mientrasqueen la erinapredominanlas especiesmenostóxicas. Estehecho

sugierela posibilidadde un mecanismode biometilacióndel organismohumanohacialas

formas menosperjudiciales.

6) La posibilidad de diferenciar las formas químicasdel As permite abordarel

problemade la biodisponibilidady asimilacióndel As por el organismohumano. Como

puedeobservarseen las aplicacionesdesarrolladas,una dieta de pescado rica en AsB,

aumentaextraordinariamentelos contenidosde AsB en orina,lo quepareceindicar quela

inocuidadde la AsB en el organismohumanoprocedede queesteAs no esbiodisponible

al no ser asimiladaestaespecie.



7) La determinacióndiferenciadade las especiesdel arsénicopermitela posibilidad

de fabricar materiales de referencia con contenidos certificados en cada una de estas

especies,a fin de podervalidar los métodosexistentesquedeterminanalgunade estas

formasquímicas.Comopasoprevioseha estudiadola estabilidadde estasespeciesenagua,

orina y orina sometidaa un procedimientode limpieza (clean-up),por espaciode 70 días.

Los resultadosobtenidosmuestranqueexisteuna tendenciade las especiesorgánicasa la

degradaciónhacia especiesmás simples cuando se encuentranen disolución. Por el

contrario, todas las especiespermanecenestablespor espaciode los 70 díasensayados

cuandola orina sesometeal tratamientode “clean-up’.
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