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Objetivos del trabajo

OBJETIVOS Y PLANIFICACION DEL TRABAIO

Probablemente Lucrecia Borgia, hija del Papa Alejandro VI, en el siglos XVI fue,
al regir los destinos de la Iglesia Romana y la promocion eclesidstica de su familia con
unas dosis de arsénico vertidas en el vino del préximo cesado (a perpetuidad), la que
decidi6 el trigico destino de este elemento, y aunque muchas cosas han cambiado desde
Lucrecia Borgia, no ha cambiado la visién que se tiene del mismo. No hay duda de que
en una encuesta popular, el arsénico, el cianuro y la estricnina (estos ultimos
popularizados por Agatha Cristie), serdn los tres venenos que alcanzarian los primeros

puestos de la lista de los posibles.

Sin embargo, el conocimiento que se tienc del arsénico en los ambientes
cientificos, ha cambiado extraordinariamente en las diltimas décadas. Uno de los primeros
cambios importantes es que actualmente se cuestiona su posible esencialidad para los
organismos vivos y el hombre. De ser elemento esencial, al igual que el resto de ellos,
participaria en alguno de los complicados procesos bioquimicos que ocurren en el interior
de las células vivas; sin embargo se duda que pueda ratificarse su esencialidad ya que
es en dosis tan pequefias que précticamente en todos los alimentos se encuentran las

cantidades necesarias de la toma diaria.

Otro cambio importante en el conocimiento del arsénico, son Jas transformaciones
a diferentes especies quimicas que experimenta en el medio ambiente. Las mds conocidas
son las transformaciones bioldgicas a través de los organismos vivos y del SAM (S-
adenosilmetionina), sustancia segregada por las bacterias que produce la transformacion
del arsénico inorgénico a formas orgénicas del mismo. Asi, a través del SAM, que posee
en su estructura un grupo metilo, se metilan las especies inorgdnicas del As, obedeciendo

probablemente a un mecanismo de destoxificacién. Las metilaciones sucesivas a través
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del SAM conducen a formas mono- (monometil As) di- (dimetilarsénico) y trimetiladas
(trimetilarsina, 6xido de trimetilarsonio), y a compuestos como la arsenobetaina y la
arsenocolina, presentes fundamentalmente en los organismos marinos. Sin embargo, no
son estos los finicos derivados orgdnicos que se originan por reaccion con el SAM, ya que
su resto orgdnico también puede reaccionar con el arsénico inorganico para formar
diferentes compuestos de cadena larga y complicada que son conocidos genéricamente
como "arseno azficares”, presentes en la plantas marinas, fundamentalmente en las algas,

que sirven de alimente a los peces y al hombre.

Pero estas transformaciones quimicas que experimenta el arsénico, no serfan muy
importantes si no fuera por la diferente toxicidad que presentan las distintas especies;
asi, mientras que el arsenito y el arseniato son extraordinariamente téxicos, la toxicidad
de los compuestos orgdnicos formados a partir de ellos va disminuyendo a medida que
aumenta el grado de metilacién, siendo la arsenobetaina, la arsenocolina y se cree que
los arseno aziicares, las especies menos téxicas. EIl NORI, compuesto de algas tipico de
la alimentacién japonesa, posee una concentracién de arsénico, en forma de arseno
azlcares, de 50 ppm, lo que producirfa consecuencias fatales si esa concentracioén se
debiera a cualquiera de las especies inorgdnicas del elemento. Por otro lado puede

decirse que la dosis normal de AsB en peces seria letal si se encontrara en forma de
As(IID).

Estos ejemplos ponen de manifiesto la necesidad de conocer no sélo la

concentracién total de As presente, sino también la especie quimica en que se encuentra,

El desarrollo de métodos analiticos para conocer las concentraciones reales de las
distintas especies que aparecen en las muestras ambientales, presenta grandes dificultades
debido a que dichas especies no poseen en su mayoria procedimientos especificos para
determinartas. Hace ya muchos aiios Gutzeit y colaboradores propusieron la generacion
de arsina como procedimiento para controlar las concentraciones de arsénico inorgdnico

en los tejidos bioldgicos. Hoy en dfa, la generacién de arsina unida a una técnica
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de deteccion elemental, sigue siendo el mejor método para determinar el arsénico

cuando se encuentra en bajas concentraciones, como es el caso de las muestras
medioambientales.

Con estas bases, el objetivo del trabajo de investigacién contenido en esta
Memoria ha sido establecer métodos analiticos que permitan, mediante el acoplamiento
de la técnica de generacién de hidruros con la absorcién atémica, determinar ias seis
especies de arsénico sobre las que se estd realizando una investigacién més exhaustiva
en la actualidad. Dichas especies son As(IIl), As(V), monometilarsénico (MMA),
dimetilarsénico (DMA), arsenobetaina (AsB) y arsenocolina (AsC). Las muestras objeto
de estudio han sido,por un lado, de tipo medioambiental, habiéndose utilizado diversas
matrices: aguas dulces, agna de mar, sedimentos, etc. y, por otro, algunas muestras

biol6gicas, fundamentalmente de orina.

El trabajo desarrollade puede resumirse esquemdticamente de la manera

siguiente;

1) Cuando se aborda el problema de la especiacién con una técnica elemental
como es la generacién de hidruros - absorcién atémica, el primer inconveniente que
aparece s¢ debe, fundamentalmente, a 1a necesidad de separar las distintas especies antes
de realizar la determinacién individualizada, Por otra parte, la AsB y AsC no generan
el correspondiente hidruro y el resto de las especies lo generan pero con muy diferente
eficiencia. Con estas premisas se ha abordado el desarrollo en linea del procedimiento
analitico por acoplamiento de técnicas instrumentales incorporando una técnica de
separacién de especies, como la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) y una
etapa intermedia de termoxidacién de las especies orgdnicas (no formadoras de hidruros)
a sus formas orgénicas, previas a la técnica de generaci6n de hidruros. Asi mismo, se han
evaluado las prestaciones de diferentes columnas cromatogréficas, en funcion de los
pardmetros fisicoquimicos que influyen en la separacion. Todos estos estudios han dado
lugar a tres publicaciones (Lépez A.(1993), Lépez A,(1994), Lopez A.(1995)).
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2) El procedimiento desarrollados por HPLC - OXIDACION MICROONDAS -
GENERACION HIDRUROS - ABSORCION ATOMICA (HPLC-MW-HG-AAS), se ha
utilizado para la especiacién de As en diversas muestras medioambientales. Por otro
lado, su aplicacién en muestras de orina de individuos expuestos a las distintas especies
de As, a través de la alimentacion ha permitido conocer la evolucion de dichas especies
en el organismo y distinguir entre las formas téxicas y no toxicas del As, as{ como
abordar el problema de la estabilidad de las especies orgdnicas del As en aguas y orina.
Dando lugar a nna publicacién (Lopez A. (1995)).

3) Finalmente, se han tratado de desarrollar métodos de preconcentracién de las
distintas especies mediante el empleo de cartuchos de intercambio aniénico y técnicas
de "clean up" con el fin de mejorar los limites de deteccién y poder realizar la
determinaci6n de las concentraciones a los niveles en que se encuentran en determinadas
muestras reales. Dando lugar a una publicacién (Lépez A.(1995)).
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Compuestos inorgénicos y organometélicos

LOS COMPUESTOS ORGANOMETALICOS Y SUS

ESPECIES INORGANICAS EN EL MEDIO AMBIENTE

L.1.- LOS COMPUESTOS ORGANOMETALICOS EN EL MEDIO AMBIENTE

Las especies organometdlicas pueden encontrarse en el medio ambiente bien a
partir de los metales presentes o bien porque se introduzcan mediante procesos
industriales o agricolas (Craig, 1986a). A lo largo de los 1iltimos afios, se ha desarrollado
considerablemente la produccién y utilizacién de estos derivados, lo que conileva un
aumento en los depésitos antropogénicos. Las especies asi introducidas en el medio
ambiente no conservan necesariamente su forma quimica inicial, produciéndose
alquilaciones o, en ciertos casos, etapas de degradacién sucesivas que conducen a
diferentes especies inorgénicas. Los productos de descomposicién pueden reacionar con
los metales, presentes ya en sus formas inorgdnicas, formando nuevas especies
organometélicas. Las nuevas especies son el resultado de reacciones de metilacién o
alquilacién quimicas o biolégicas. La Figura I muestra los elementos que pueden ser

metilados y/o alquilados (Thayer, 1993).

1 18
2 13 14 15 16 i -

3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 P s |cf

Co | Ni Ge | As | Se | Bry

Rh Sn | 8b [Te |1 |

Hg [T | Pb .

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




Compuestos inorgdnicos y-organometdlicos

La formacién y degradacién de las especies organometélicas en el medio ambiente
son procesos que tienen un papel importante en la movilizacién y el transporte de los
metales a través de los diferentes compartimentos del ecosistema terrestre (Thayer,
1989). Ademas, la formacién natural de estas especies a partir de precursores inorganicos
conduce, generalmente, a especies mds toxicas. En efecto, la mayor parte de los
compuestos organometélicos estables en medio natural son extremadamente toxicos.
Aunque en general las formas organometdlicas son més toxicas que las formas

inorgdnicas, esto no es asi para el arsénico, antimonio y selenio.

La fuerte toxicidad de los compuestos organometalicos se debe, esencialmente,
a que su solubilidad en los tejidos lipidicos es mayor que la de los iones metdlicos y a
su capacidad para atravesar las membranas biol6gicas, lo que conduce a un tiempo de
residencia mayor en los organismos y a mecanismos de bioconcentracion. Estos
fenémenos de bioacumulacién se suceden a lo largo de toda la cadena alimenticia y
pueden conducir a unos niveles de contaminacién muy importantes. Asi, la proporcion
de las formas alquiladas en relacién con los contenidos totales de los metales no es muy
importante en las aguas naturales, pero, por el contrario, aumenta rapidamente a través
de los diferentes eslabones de la cadena alimenticia. L.a Tabla I muestra la abundancia
relativa de las formas organometdlicas en el medio ambiente acudtico para los elementos

mercurio, estafio, plomo y arsénico.

La identificacién y cuantificacién correctas de las especies organometélicas en el
medio ambiente tienen una gran importancia, ya que permiten demostrar las diferentes
transformaciones (degradacién, alquilacién) de estos compuestos, comprender mejox el
transporte de estas especies a través de los compartimentos del ecosistema terrestre y
mejorar el conocimiento de los ciclos bioquimicos de los elementos. En los tiltimos afios
ha sido posible estudiar el comportamiento de las especies organometélicas en el

ccosistema terrestre, gracias a la evolucién de las técnicas analiticas.
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Tabla 1.- Abundancia relativa de formas organometélicas en el medio ambiente acuético (Pinel y
col. 1990). Mec = metilo, Et = etilo, Bu = butilo y EtMe = etil-metil.

Muestra Concentracion % formas Formag
Total alquiladas quimicas
Mercurio
Agua (ng/ml)
rio 0.013 1 Me
mar 0.01-0.03 10 Me
Sedimentos (ng/g)
naturales 200-400 o -
polucionados 1000-20000 1-3 Me
Organismos {(ng/g)
pescados(rio) 360-1000 70-95 Me
pescados(mar) 10-15000 60-90 Me
Estafo
Agua (ng/L)
lago 0.009 53 Me
estuario 0.130-0.385 16-100 Me,Bu
mar 0.004 60 Me
Sedimentos (ng/g)
nalurales 830-1235 65-75 ] Me
polucionados 7700-25000 3-50 Me,Bu
Organismos (ng/g)
algas 250-550 20-30 Me,Bu
pescados(mar) 86-260 3-6 Me
ostras (contam.) 3700 97 Bu
Plomo
Aire (ng/mL) - 0.3-22 Et,EtMe,Me
Agua (ng/mL)})
Havia 130-28C <1 Et,EtMe,Me
lixiviacién 8 <1 Et,EtMe,Et
Organismos (ng/g)
pescados - 10-90 Et
Arsénico
Agua (ng/mL)
lago . 60 16 Mc
mar 1.7-1.9 7-16 Me
Organismos (ng/g)
algas 33000-57600 1-18 Me
fitoplacton 2000-3400 22-37 Me
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Actualmente no existe reglamentacién para los valores limite de concentracion de
los compuestos organometélicos en el medio ambiente. Sin embargo, estd claramente
indicado en ciertas directrices europeas que estas especies deben ser convenientemente
controladas para la proteccién del medio ambiente marino o la verificacion de la calidad
de las aguas potables. Los compuestos organoestinnicos y organomerciricos, asi como
una lista de otros metales y metaloides y sus derivados orgdnicos (Zn, Cu, Nj, Cr, Pb, Se,
As, Sb, Mo, Ba, B, V. Co..), estdn explicitamente mencionados en las directrices
76/464/EEC "Pollution caused by certain dangerous substances discharged into the
aquatic enviroment" y 80/68/EEC "Protection of ground water against pollution caused

by certain dangerous substances".

I1.1.1.- Formacién de compuestos organometédlicos.

La deteccién de formas organometdlicas que no son compuestos antropogénicos
ni productos de su degradacién en medios naturales, ha demostrado que la formacion de
compuestos organometélicos es posible en el medio ambiente por via quimica o

bioldgica, esencialmente a partir de precursores inorganicos (Ridley y col., 1977).

La reaccién mds simple y répida que conduce a la formacién de compuestos
organometélicos es la metilacién. Sin embargo, para ciertos metales la formacion de
compuestos organometalicos en el medio ambiente no proviene de dicha reaceidn, sino
de reacciones que ponen en juego grupos orgénicos mds complejos. Asi, ciertos metales
como el selenio y el arsénico pueden ser metilados y/o formar especies organometalicas
de pesos moleculares mds elevados en funcién de las condiciones quimicas y bioldgicas

del medio.

La formacién de compuestos organometdlicos en el medio ambiente se produce,
generalmente, por la adicién sobre un metal de un grupo orgénico (CH,), que reacciona
bajo forma radical, aniénica o catiénica en funcién del agente metilante que suministra

el grupo metilo. Los mecanismos de formacién de dichas especies dependen de la forma
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quimica del grupo orgdnico considerado, del grado de oxidacién inicial en el que se

encuentra el metal y de la forma final que resulta de la reaccion.

1.1.1.1.- La metilacién

Los mecanismos de metilacién han sido estudiados por numerosos autores para
distintos elementos (Craig, 1986a; Rapsomanikis y Weber, 1986). Este fenomeno es
particularmente importante en el medio marino y en los estuarios, donde las formas
metiladas del estafio pueden alcanzar del 60 al 90% de la masa total de estafio presente
en la fase disuelta.

Las reacciones de metilacién no conducen tnicamente a compuestos
monometilados, sino también a especies di, tri o tetrametiladas, algunas de las cuales son
especies voldtiles que pueden pasar a la atmésfera. El mercurio y el estafio pueden
formar asi, por metilaciones sucesivas, dimetilmercurio y tetrametilestafio
respectivamente. Las reacciones de metilacién tienen lugar en diferentes compartimentos
del medio ambiente (agua, sedimentos o tejidos bioldgicos). La cinética de formacion de
compuestos metilados y la naturaleza de los compuestos formados dependen de
numerosos factores, como son la concentracién de los metales en el medio cpnsiderado
(Xun y col,, 1987), la cantidad de materia orgdnica (Jackson, 1988), la temperatura
(Callister y Winfrey, 1986), la naturaleza de los microorganismos presentes y la cantidad
de sulfuro (Compeau y Bartha, 1985). Los fendémenos naturales de metilacién no
conciernen tinicamente a los metales en formas inorgénicas, sino que igualmente pueden

producirse con especies ya alquiladas,
Principales agentes metilantes

Existen numerosos agentes metilantes naturales, si bien no todos estan todavia

bien identificados. Los agentes metilantes mds conocidos actualmente son:

11
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a) Metilcobalamina

La metilcobalamina es una metilcoenzima de la vitamina B12 encontrada en los
animales y las bacterias. El enlace metilo-Co en la metilcobalamina es estable pero

permite la transferencia del grupo metilo a ciertas especies metélicas.

De todos los agentes biometilantes, la metilcobalamina es Gnica, en el sentido de
que es capaz de transferir un grupo metilo en tres grados de oxidacién: como carbanién
(CH,), como carbocation (CH,') y como radical metilo (CH,-). Entre estas
posibilidades, los mecanismos de transferencia por carbanion o radical metilo son
predominantes. L.a metilcobalamina es un agente metilante muy conocido para la
metilacién del mercurio por sustitucién directa. En La Figura 2 se representa la molécula

metilcobalamina,

CONH;q

Figura 2.- Molécula de metilcobalamina
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b) S-adenosilmetionina

La S-adenosilmetionina (SAM) es una forma activada de la metionina que
transfiere un grupo metilo en forma de carbocation (CIH,"). La especie que la recibe
debe ser nucledfila, es decir, poseer un par de electrones disponibles. La estructura de

este agente metilante estd representada en la Figura 3.

1
AN _—~N
N ¢ N\
| I cu
HC %N/C ——N
o CHj
HOCCHCH.CHy — S-(I:nz PPN _
- .
NIy D 7 tll lil Ci'
;Ii\c—--c H
| ]
oH OH

Figura 3.- Estructura de la molécula §-adcnosilmetionina.

La biometilacién del arsénico en trimetilarsina proviene de un intermediario de
la S-adenosilmetionina. Este mecanismo propuesto por primera vez por Challenger en
1945 estd ahora bien establecido para el arsénico y el selenio, donde la biometilacién

conlleva una desintoxicacién, formando compuestos menos téxicos que las formas

inorganicas.
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¢) Otros agentes metilantes.

La metilacién en el medio ambiente puede producirse igualmente a partir de otros
agentes metilantes tales como el yoduro de metilo (Craig, 1986a), los productos
de la degradacién de los 4cidos himicos y falvicos (Nagase y col, 1982) y el
3-(dimetilsulfonio) propionato (Reed, 1983). Gtros agentes metilantes posibles son los
metales metilados que pueden transferir sus grupos metilos a otros metales en forma

inorgénica. Este iltimo mecanismo es conocido como transmetilacién.,
Mecanismos de metilacion

Los mecanismos de metilacién dependen esencialmente del estado de oxidacién

en el que se encuentra el metal considerado, pero también del agente metilante que

suministra el grupo metilo.

Segtn Ridley y col. (1977), los diferentes mecanismos de metilacién dependen de

los potenciales esténdar de oxidoreduccién (E°) de los pares redox considerados
(Tabia 11).

Los elementos para los que los valores de E° son superiores a +0.8V, reaccionan
en su estado de oxidacion mas elevado con un carbanién para dar el metal metilado sin
modificacién de su estado de oxidacién inicial (sustitucion directa). Estos elementos son
aquellos en los que el estado de oxidacién més bajo no se oxida fdcilmente. Los

elementos que se oxidan mds facilmente son metilados por via radical o por transferencia

de un carbanién, con una oxidacién concomitante del metal.
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Tabla 1I: Potenciales estandar de oxidoreduccion y mecanismos de metilacion (Ridley y col.,1977).

Sistema redox E® (V) Mecanismo i,
Pb(IV) / Ph(ID) +1,46
TI(TIT) / TI(T) +1,26 Sustitucién directa
i Se(VI) / Se(1V) +1,15 de un grupo metilo
en medio 4cido (CHy)
Hg(II) / Hg(0) +0,854
Sb(V) / Sb(III) +0,678
As(V) / As(III) +0,662
en medio dcido
Sn(1V) / Sn{Ii) +0,154 7| Metilacién por (CH,")
Pb(II) / Pb(0) 0,13 6 (CH,+) con oxidacion
| Ge (IV} / Ge(I]) 0,13 del metal
Sn(1I) / Sn(0) 0,14
Cr(III} / Cr(II) 0,41
As(V) / As(IIT) 0,67

en medio basico

a) Sustitucion directa

Para los metales que en su estado de oxidacién més elevado no dispongan de un
par de electrones disponibles, el grupo metilo es transferido al metal en forma de
carbanién (CHjy). El carbanién metilo proviene generalmente del agente metilante
biolégico, la metilcobalamina, pero puede también provenir de otras especies
organometélicas presentes en el medio, por ejemplo (CH;);Sn" o (CH,),Pb*

(transmetilacion). En este caso no hay cambio del estado de oxidacién del metal.
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Para el i6n mercirico, en disolucién acuosa en presencia de metilcobalamina, la

reaccién puede escribirse de la siguiente forma:

CH;CoB,, + Hg** + H,0 » CH,Hg* + H;OCoB,," (Ec 1)

b) Adicion radical

Los elementos que tienen un electrén libre y que pueden ser oxidados a un grado
de oxidacion estable pueden sufrir una metilacién por una transferencia del radical
metilo. Se conocen varias posibilidades de ataque por via radical. La metilcobalamina
puede perder en ciertas condiciones un grupo metilo en forma de radical CH,+ después

de la ruptura homolitica del enlace Co-C. Este radical metilo se transfiere rdpidamente
al metal.

En el caso del estafio, por ejemplo , el mecanismo puede ser esquematizado de
la siguiente forma (Fanchiang y Wood, 1981):

CH,CoBy; + Sn(II) » CH,Sn(IIl): + CoB,,- Ee 2
CH,$n(IID) - —22 . CHSn(IV) (aerébica) E 3
CH,Sn(Ill)* + H,0CoB;,* ~———» CH,Sn(IV) + H,0 + CoB,- (& 4)

c) Adicion oxidante

Los metales de potencial de oxidacién bajo pueden sufrir este tercer tipo de
metilacién si el agente metilante es capaz de oxidar el metal. Este mecanismo estd
relacionado con los procesos anteriores. Asf, un elemento inorgénico facilmente oxidable
es transformado, por un proceso de adicién oxidante, en una especie metilada con un
grado de oxidacién dos unidades mayor. En el caso del estafio esquematizado a

continuacion, el estafio (II) es oxidado a estafio (IV) y metilado simultineamente.
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CH,I + Sn(II)(acac); —————> CH,Sn{IV)}{acac),l Be 5)

(acac = enlace bidentado acetilacetona, CH,COCH-COCH,)

d) Adicion del carbocatién CH,'

Este mecanismo se llama a menudo el mecanismo de Challenger, ya que este
autor fue el primero en formularlo (Challenger, 1945). La adicién directa de un
carbocatién metilo (CH,*) sobre un metal de grado de oxidacién bajo proporciona el
metal metilado con un grado de oxidacién dos unidades mayor. Los cationes metilo
pueden provenir de diferentes fuentes, como la S-adenosilmetionina. La transferencia de
carbocatién para los procesos enzimaticos de la metilacién del arsénico es bien conocida
(Challenger, 1978):

CH,* + As(Ill)(OH); —————» CH,As(OH)," Ee 6)

CH,As(OH),* ————» CH,As(V)O(OH), + H" Ec 7

e) Transmetilacion

Para ciertos elementos en determinadas condiciones, la metilacién puede
producirse por mecanismos abibticos de transmetilacién (Chau y col, 1987). Este
mecanismo es posible para diferentes metales, pero se conoce sobre todo para el
mercurio. Bl grupo metilo que se transfiere al metal inorgénico proviene de una especie

organometélica metilada presente en el medio:

(CH,),Sn* + Hg**

» (CH,),Sn*" + CH,Hg* E 8

(CH,),Pb* + Hg' » (CH,),Pb* + CH,Hg' E 9)

17



Compuestos inorgdnicos y organometfllicos

1.1.2.- La transformacion de los compuestos organometalicos

Los compuestos organometilicos presentes en el medio ambiente, ya sean de
origen antropogénico o resultado de reacciones de alquilacion naturales, estdn en

permanente evolucidn.

Las modificaciones que sufren los compuestos organometalicos en el medio
ambiente dependen de numerosos factores, entre los que cabe destacar la concentracion
de azufre y oxigeno, el pH, la salinidad, la temperatura y la intensidad de las radiaciones
UV. Las transformaciones quimicas de los compuestos organometélicos mds interesantes
en el medio ambiente conciernen esencialmente a los grupos orgdnicos enlazados al
metal. Estas transformaciones se acompailan de un aumento (metilacién) o una

disminucién (degradacion) del niimero de enlaces metal-carbono.

Existe una competencia permanente entre las diferentes reacciones quimicas
posibles de los organometdlicos presentes en base a su cinética, Estas cinéticas no se
conocen todavia bien y resulta dificil cuantificar las diferentes transformaciones de las
formas quimicas de los metales y la distribucién de las formas organometdlicas en los
diferentes compartimientos del ecosistema terrestre. Las transformaciones quimicas de
los metales controlan muy estrechamente su toxicidad y su cinética de transferencia en

los medios naturales.

I.1.3.- Principales compuestos organometdlicos. Toxicidad y aplicaciones

Debido a que la toxicidad de los compuestos organometdlicos es altamente
dependiente de la especie quimica de que se trate, es importante conocer sus diferentes
fuentes antropogénicas y estudiar la influencia que tienen en el medio ambiente.
Ademds, aunque en muchos casos la forma inorgédnica del elemento es inocua, en otros
casos ocurre lo contrario, siendo las especies inorgdnicas las mds tdxicas, como por

ejemplo el arsénico. Por todo esto, es importante conocer los compuestos de los
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elementos capaces de formar organometélicos estables en el medio ambiente y como

pueden éstos modificar el ciclo biogeoquimico de dichos metales en la biosfera,

1.1.3.1.- Los compuestos del estafio

La presencia de compuestos organoestinnicos en el medio ambiente debe
controlarse cuidadosamente, dado su gran uso industrial y multitud de aplicaciones, Los
grados de oxidacién que se encuentran generalmente en el medio ambiente son Il y IV,
Los compuestos orgénicos del estafio poseen las siguientes estructuras: R,Sn, R;SnX,
R,SnX; RSnX,, en las cuales R puede ser alifdtico (metilo, etilo, butilo, octilo,..) o
aromadtico (fenilo), y X, grupo aniénico, es generalmente un fluoruro, 6xido, hidréxido,
carboxilato o tioxalato, Los compuestos m4s interesantes son principalmente los di o
trisustituidos.

L.a toxicidad de los compuestos organoestdnnicos aumenta proporcionalmente con
el nimero de grupos alquilados ligados al 4tomo de estaiio (Blunden y col. 1985) y

depende del tamafio del grupo alquilado:
RaSnX = R,Sn > R,8nX, > RSnX; > SnX,

El estafio en forma inorgdnica (mineral o sales) presenta numerosas propiedades
y su empleo se sitiia, esencialmente, en los sectores industriales. Las aplicaciones de las
formas del estafio orgdnico son variadas: catalizadores, agentes estabilizantes
(particularmente para los polimeros y el PVC), agentes biocidas y fungicidas para la

agricultura, pinturas o proteccién de la madera (Blunden y Chapman, 1986).

A causa de sus maltiples usos, los organoestannicos tienen numerosas posibilidades
de entrar en el medio ambiente. En el aire, su introduccién procede fundamentalmente
de tratamientos biocidas, de la incineracién de restos de materiales tratados o

estabilizados por organoestdnnicos, o de la pulverizacion de organoestdnnicos sobre
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vidrio a alta temperatura para producir peliculas de SnO,. En el suelo, la presencia de
organoestinnicos proviene de las utilizaciones agricolas, de la conservacion de la madera
y del enterramiento de residuos. En el agua, se vierten compuestos organoestannicos por
las pinturas antisuciedad de los barcos, e} lavado de los suelos y de los materiales en
PVC. Son bien conocidos los problemas causados por la presencia del tributilestaiio
empleado como aditivo en la pintura de los barcos, en la extincién de moluscos bivalvos

tales como ostras, almejas y otros crganismos marinos.

Se ha estudiado la metilacién del estafio en el medio ambiente ya que se han
detectado compuestos metilados de estaiio en aguas no contaminadas (Maguire y col,,
1986; Donard y col.,, 1986; Rapsomanikis y col, 1987). El estafio inorginico en sus
diferentes grados de oxidacién puede metilarse en el medio ambiente. Las especies
formadas no son necesariamente las mismas en funcién del grado de oxidacién 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 autores han demostrado que el Sn(Il) y el Sn(IV) pueden transformarse
en los sedimentos en derivados metilados, tales como el tetrametilestafio (Guard y col.,
1981; Chau y col.,, 1981; Hallas y col.,, 1982; Rapsomanikis y col,, 1987).

Los mecanismos de metilacion del estafio pueden producirse por adicién oxidante
de un grupo CH,*, ataque nucledfilo por CHy o por un ataque radical por CH,-.El
Sn(Il) o el Sn(IV) pueden reaccionar con el yoduro de metilo (CH,I) en medio acuoso
para dar diferentes compuestos (Chau y col,, 1981). La biometilacién 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(II) como el Sn(IV) por
procesos de transmetilacién en presencia de (CH,;),Pb’, para dar compuestos

monometilados (Chau y col., 1987).

20



Compuestos inorganicos y organometdlicos

Los mecanismos de metilacién del estafio son bastante conocidos, pero es muy
dificil evaluar la cinética de estas reacciones. Ademds, las especies metiladas formadas

se pueden recombinar entre ellas o con otros metales © bien desmetilarse de nuevo.

1.1.3.2.- Los compuestos de mercurio

Los compuestos organomercuriales son los organometélicos mds estudiados ya que

han sido el origen de varias catdstrofes ecoldgicas importantes.

La toxicidad de los compuestos monoalquilados de mercurio de cadenas cortas,
y particularmente del metilmercurio, es muy importante por su fuerte tendencia a la
bioacumulacién 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
permiten atravesar las membranas celulares y la barrera sanguinea del cerebro. Ademas,
pueden unirse a enlaces bioldgicos que conducen a tiempos de vida media de estas
especies en el hombre mucho mds largos (60-70 dias) que para las especies inorgénicas
(3-4 dfas) (Craig,1986b). El metilmercurio ataca particularmente las funciones motrices

del sistema nervioso.

Los usos mds importantes del mercurio inorgénico se sitian en los sectores
industriales de fabricacién de baterias eléctricas, pinturas y sintesis orgénicas. Las formas
organometdlicas del mercurio (CH;HgX, CH,HgX, C,H;HgX) se utilizan en el
tratamiento de granos de cereales, fungicidas, bactericidas o catalizadores en la
produccién de productos quimicos. Otras formas mas complejas de compuestos
organomercuriales estdn contenidas en productos farmacéuticos y medicamentos, ya que

poseen caracteristicas interesantes fundamentaimente como biocidas (Craig, 1986b).

La biometilacién del mercurio da lugar a la formacion de monometil-Hg cuya
toxicidad se demostré draméticamente en Minamata (Japon) causando 12 muerte de mas

de un centenar de personas (Kudo y Miyahara, 1991).
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En la bibliografia pueden encontrarse numerosos estudios acerca de este proceso
de biometilacién. La conversién de mercurio inorgdnico en metilmercurio fue descrita
por primera vez por Jensen y Jernelov (1969). La metilacién del mercurio se produce
tanto en medio aerdbico (Masson y Fitzgerald, 1990) como anaerdbico, pero los mejores
rendimientos parecen producirse en zonas oxidantes anaerdbicas, donde se encuentran
una gran variedad de microorganismos, En condiciones mas bien 4cidas y neutras se
forma el metilmercurio, mientras que el dimetilmercurio se genera en condiciones mds
basicas (Craig, 1986b). Numerosas moléculas formadas en procesos biolégicos, que
pueden ceder grupos metilo al mercurio, estdn disponibles en medio acuoso. La
metilcobalamina es la m4s conocida de estas molécnlas. Su reaccién con Hg(If) en medio
acuoso se presentd en la Ecuacién 1. Bl metilmercurio formado puede ser metilado de
nuevo por la metilcobalamina para dar dimetilmercurio, pero esta (iltima etapa es mucho
mids lenta que la formacién de metilmercurio (Tanzer y col. 1974). Por otro lado, el
dimetilmercurio puede aparecer después de la reacci6én del metilmercurio por
dismutacién en presencia de un i6n sulfuro (Parris y col. 1977). El dimetilmercurio asf

formado es voldtil y puede por tanto, pasar a la atmésfera,

La transferencia de un carbani6én al mercurio inorgdnico puede igualmente
producirse en zonas contaminadas por procesos de transmetilacién de otros metales
metilados. Igualmente, se ha propuesto una metilacién de mercurio por bacterias sulfato
reducidas que son los organismos principales de la biometilacién en sedimentos
(Compeau y Bartha, 1985).

I.1.3.3.- Los compuestos de plomo

De todos los organopltimbicos, las formas trialquiladas son las mds neurotédxicas
para los mamiferos (Grandjean y Nielsen, 1979) y se sabe que las formas tetraalquiladas
se degradan rdpidamente en especies trialquiladas después de la ingestién. En la
Tabla 111 se presentan las dosis letales de los distintos compuestos orgénicos de plomo
para las ratas (Grandjean y Nielsen, 1979).
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Tabla IIL- Dosis letales (DL, de los compuestos plambicos para las ratas (Grandjean y Niclsen,

1979).
Compuestos DL, (mg Pb /Kg)
Tetraetilplomo 15
Trictilplomo 20 |
Tetrametilplomo 80
Trimetilplomo <36

Los primeros compuestos organoplimbicos se prepararon en el siglo XIX por
reaccion del hidruro de etilo con plomo metélico (Lowig, 1853 y Cahours, 1853). Los
diversos estudios sobre la quimica de estos compuestos han llevado al descubrimiento de
las eficaces propiedades antidetonantes del tetraetilplomo (Midgley y Boyd, 1992). Los
aditivos antidetonantes de plomo son derivados tetraalquilados, incluyendo el
tetraetilplomo, el tetrametilplomo y sus tres derivados mixtos (Radojevic, 1989).
Aproximadamente el 98% de este plomo se convierte en plomo inorgdnico durante la
combustién de la gasolina y el resto se emite sin modificacién al medio ambiente (Hewitt
y Rashed, 1988). Una vez en la atmdsfera, el tetraalquilplomo se descompone

fotoliticamente y produce especies tri- di- y monoalquiladas de plomo.

El empleo de compuestos tetraalquilados de plomo para otras aplicaciones,
industriales o comerciales, que no sea como aditivo de la gasolina, ha sido severamente
restringido por consideraciones de salud pablica y para la proteccion del medio ambiente.
Sin embargo, estos compuestos se han utilizado como agentes alquilantes en la
fabricacién de fungicidas merciricos. Se propusieron igualmente para la conservacién de
madera y algodén, pesticidas, aditivos de lubricantes, agentes antisuciedad y catalizadores
(Shapiro H. y Frey, 1968). El trifenilplomo se utiliz6 en baja proporcion en las pinturas
antisuciedad en medio marino. La produccién de tetraalquilplomo se consider

responsable de la aparicién de elevadas concentraciones de alquilplomo en ciertos
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medios acudticos (Wong y col., 1989}, Ademds, estos compuestos y sus productos de
descomposicién pueden contaminar el agua después de acumularse en los sedimentos.
Si su tiempo de vida media es lo suficientemente largo puede haber incluso

bioacumulacién en la fauna y flora acudticas.

La presencia de algunas especies organopliimbicas en el medio ambiente acuatico
hace pensar que se producen transformaciones quimicas y biolégicas de los alquilplomo
de origen antropogénico (hidrélisis, fotdlisis, dialquilacién biolégica, metilacién) después
de la entrada de estos compuestos en el medio natural. Se ha demostrado un claro
predominio en el medio ambiente de las formas trialquiladas que proviene de su gran
solubilidad en agua y su baja volatilidad (Hewitt y Rashed, 1988). Sin embargo, no
existen actualmente pruebas suficientes que permitan afirmar que se produce la

metilacién de plomo en el medio ambiente.

Chau y col. (1987) demostraron que las especies metiladas de plomo pueden dar
lngar a la formacién de derivados metilados de Sn(II) y Sn(IV) por transmetilacién, pero
que el Pb(IV) no puede aceptar un grupo metilo a partir de As, Sn o Hg. Walton y col.

(1988) demostraron igualmente que las sales de plomo{II) pueden ser metiladas por

sedimentos biolégicos activos.
1.1.3.4.- 1.os compuestos de selenio

El interés por los compuestos del selenio es mds reciente que para las otras

especies organometdlicas citadas anteriormente.

Al igual que ocurre para el arsénico, las formas inorgdnicas de selenio son las mds
toxicas, y en especial en su grado de oxidacién (IV). Para las especies organicas, el ién
trimetilselenonio ((CH,),Se*) es el que presenta la toxicidad més elevada. Sin embargo,
¢l selenio es un elemento esencial para numerosas especies animales, incluido el hombre.
Este elemento es un componente de la glutanamida peroxidasa, que es necesaria para

el metabolismo y la reaccién de H,0, y de lipidos peroxidados en la células.
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Los organoselénicos sintetizados son utilizados por sus propiedades terapéuticas,
antiinflamatorias y antibi6ticas y en quimioterapia. Sus aplicaciones industriales se sitian
en el campo de los polimeros como materiales semiconductores 0 fotoeléctricos (Chau,
1986).

Los compuestos orgénicos del selenio que se forman principalmente en medios
vivientes, tales como los derivados proteinicos, no tienen atn aplicacion comercial o

médica significativa.

La biometilacién del selenio ha adquirido un interés creciente en los dltimos afios,
Las especies que resultan de la metilacién del selenio son principalmente el
dimetilselenio ((CH,)Se), el dimetildiselenio ((CH;).Se;) y el trimetilselenonio
((CH,),Se*). Se han propuesto numerosos mecanismos de formacién de derivados
metilados de selenio (Chau, 1986), ya que es posible que la metilacién de este elemento
sea un proceso de desintoxicacién, dado que las especies inorgédnicas son mds toxicas que
la mayor parte de los compuestos organoselénicos. Ademds, se han descrito varios
mecanismos de metilacion de selenio inorgénico (Se(IV)) por microorganismos
(Challenger (1951); Reamer y Zoler (1980)).

La formacién de selenometionina, selenocistefna u otras especies organoselénicas
tiene lugar en las plantas, pero pueden producirse transformaciones después de la
ingestién de estas especies por los animales. La forma dominante del selenio en los
tejidos de los mamiferos es la selenocisteina, que resulta de una conversion de la
selenometionina. Numerosos estudios muestran que los diferentes compuestos del selenio
se metabolizan por dos caminos principales: reduccién seguida de metilacién o
incorporacién directa en las protefnas formando directamente dcido amino selénico
(Ganther, 1986).
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1.1.3.5.- Los compuestos de teluro

El teluro presenta un comportamiento quimico parecido al del selenio y se podria
esperar que sus efectos biolégicos fueran similares a los de éste. Sin embargo, no se

conoce que sea esencial para los organismos vivos (Karlson y Frankenbergen, 1993).

Se dispone de poca informacién sobre la presencia de compuestos alquilados de
teluro en el medio ambiente, pero parece posible que su devenir sea el mismo que el del
selenio (Wood, 1974). En cuanto a los umbrales de toxicidad de los compuestos orgdnicos
de teluro, son poco conocidos y contrariamente al selenio, la alquilacién del teluro no

disminuye su toxicidad.

La metilacion de teluro se ha estudiado menos que la de selenio. Sin embargo,
parece que el teluro puede ser metilado por procesos de transmetilacién en presencia de
dimetilseleniuro ((CH,),Se) antes que por procesos directos de metilacién biolbgica
(Fleming y Alexander, 1972). Por otro lado, bacterias y microorganismos capaces de
metilar al selenio, pueden producir, en ausencia del mismo, (CH,),Te, (CH,)Te, y otro

compuesto atin no identificado (Chasteen y col., 1990).

1.1.3.6.- Los compuestos de germanio

Se han identificado tres compuestos de germanio en aguas naturales (germanio
inorgdnico, monometilgermanio (MMGe) y dimetilgermanio (DMGe)). Las especies
metiladas representan el 70% de la cantidad total conocida de germanio en agua de mar,
y estdn repartidas uniformemente a través de todos los océanos. Las especies trimetiladas
(TMGe), que se producen en los sedimentos, no se han detectado en agnas dulces o
marinas. Estos compuestos son menos estables y pueden ser desmetilados en

dimetilgermanio o pueden entrar en la atmésfera (Lewis y Mayer, 1993).
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Parece que el metilgermanio se produce en los continentes y pasa a convertirse
en germanio inorgénico en medios ambientales anoxicos (Lewis y col. 1989). La
posibilidad de metilar el germanio no parece depender tinicamente del tipo de bacterias
presentes en el medio, sino que mas bien se rige por una interaccién compleja entre la
poblacién bacteriana y varios pardmetros fisico-quimicos tales como el pH, la salinidad,
la fuerza iénica, etc. Todos estos factores complican la localizacién de la produccién
activa de compuestos metilados de germanio en el medio ambiente, pero las condiciones

necesarias se retinen en zonas contaminadas (Lewis y Mayer, 1993).

1.1.3.7.- Los compuestos de antimonio

El comportamiento quimico del antimonio es parecido al del arsénico; sin
embargo, este elemento ha sido menos estudiado y el comportamiento de los compuestos
alquilados de antimonio en el medio ambiente es mucho menos conocido que el del
arsénico. Las especies que generalmente se encuentran en el medio ambiente son las dos
formas inorgénicas (Sb(III) y Sb(V)), y los 4cidos mono- Yy dimetilantiménico
(CH,SbO(OH), y (CH,),SbO(OH)). En ciertos casos, las cuatro especies citadas
anteriormente pueden estar presentes en la misma muestra (Andreae, 1983). En las aguas
naturales la proporcién de antimonio inorgdnico es mas importante que la de las formas

orgdnicas y estd principalmente como Sb(V) (Andreae y col,, 1981).

Al igual que el arsénico, los compuestos orgdnicos del antimonio son menos
téxicos que sus homoélogos inorgdnicos y la metilacién puede servir como proceso de

desintoxicacién para los organismos marinos.

Aunque la alquilacién biolégica del antimonio en las algas ha sido descrita por
varios autores, la fuente de especies metiladas del antimonio no se conoce
verdaderamente. Se han realizado pocas experiencias en laboratorio dirigidas a estudiar
los procesos de metilacién del antimonio en comparacion con las que se han realizado

para el arsénico. Sin embargo un trabajo dirigido por Barnard (1947) demosird la
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produccién de formas voldtiles del antimonio a partir de cultivos de "penicillium

notatum".

Se han determinado compuestos metilados de antimonio en agua de mar y es
posible, basdndose en el comportamiento del arsénico, que estén también presentes en
las algas, invertebrados marinos y peces. Sin embargo, no hay indicacién de que se
produzca la alquilacién del antimonio orgdnico en los mamiferos. Por otro lado,
contrariamente al arsénico trivalente, el antimonio no es metilado en vivo. Estudios
sobre el comportamiento del Sb(II) y Sb(V) en animales de laboratorio han demostrado

que después de la absorcién, todo el antimonio se elimina en forma inorgénica (Vahter
y Marafante, 1993).
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1.2.-LOS COMPUESTOS ORGANICOS E INORGANICOS DEL ARSENICO EN
EL MEDIO AMBIENTE

El arsénico es un importante agente toxico del medio ambiente en el que entra
a partir de varias fuentes antropogénicas. Desde un punto de vista biologico y
toxicoldgico, es necesario conocer la distribucién de las especies quimicas del arsénico,

ya que sus propiedades téxicas varfan ampliamente en funcién de dicha forma quimica,

Muchos organismos, incluido el hombre, transforman quimicamente el arsénico
inorgdnico. Los 4cidos metilarsénico (MMA), dimetilarsénico (DMA) y fenilarsénico,
varios ésteres orgdnicos de los oxidcidos de arsénico y las alquilarsinas volatiles son
algunos de los productos conocidos de estas transformaciones biologicas. Es obvio que
no es posible una valoracién exacta del desarrollo toxicoldgico del arsénico sin el
conocimiento de las concentraciones, formas quimicas e interacciones de las distintas

especies moleculares implicadas en la carga total de arsénico en el medio ambiente.
1.2.1.- Compuestos de arsénico

Los estados de valencia normal del arsénico son IIl y V, como en el HyAs, AsF,
y AsF;, mientras que el niimero de coordinacién para el arsénico cubre el rango de
3 (AsF,), 4 (As(CH,),"), 5 (AsF) y 6 (AsFy). El estado de oxidacidn del arsénico en sus
compuestos, como para cualquier elemento, depende de un modelo de distribucion de
carga en los enlaces. El modo usual de estimacion de esta distribucién de carga es a
través de la electronegatividad relativa de los 4tomos interesados. Segiin los valores de
electronegatividad de cada elemento el enlace As-X esté polarizado As®* - - - X* cuando

X=C 0OySs

Dentro de los compuestos de arsénico, en funcién del estado de oxidacién con

que participe este elemento, se pueden distinguir tres grupos:
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1.2.1.1.- Combinaciones del arsénico en estado de oxidacién (-III)

El compuesto mds importante de arsénico en estado de oxidacién (-II1), desde el
punto de vista analitico, es la arsina, H;As. Sus puntos de fusién y ebullicién son de -117
y -55°C, respectivamente. La arsina es un agente reductor fuerte, incluso frente a
numerosos agentes oxidantes débiles. Otros compuestos conocidos que contienen
arsénico en estado de oxidacién (-IIT) son Na,As, Ca,As,, Zn;As,, AlAs. En la naturaleza
pueden encontrarse diversos arseniuros o sulfoarseniuros como la niquelina (AsNi), el

mispiquel (SAsFe), etc.
£2.1.2.- Combinaciones del arsénico en estado de oxidacién (III)

Con este estado de oxidacion se forma el trioxido As,O,, los arsenitos y el catién
AsO? (frecuentemente formulado como As**), todos ellos de gran interés analitico y
toxicoldgico, En disolucién acuosa puede existir como catién, hidréxido, oxi-ién negativo

e i6n negativo sulfarsenito.

El As(III) tiene una especial tendencia a formar compuestos con ciertos radicales
orgénicos, Tienen interds analitico los derivados del dcido arsenioso, entre los que
podemos encontrar compuestos de trialquilarsénico y ésteres de écidos arseniosos.
También son importantes el cacodilo (CH,),=As-As=(CH,;), y el 6xido de cacodilo
(CH,),=As-OAs=(CH,),.

1.2.1.3.- Combinaciones del arsénico en estado de oxidaciéon (V)

El mds conocido es el pentdxido de arsénico, As,Os, cuya toxicidad es menor que
la del As,O,. Ademds, el efecto toxico del dcido arsénico disminuye notablemente
cuando se sustituyen los grupos OH por radicales orgdnicos que pueden conferir a la
molécula resultante interesantes propiedades farmacol6gicas. Entre estos compuestos
tenemos la arsenobetaina (AsB), la arsenocolina {AsC), el dcido metilarsonico (MMA),

dcido dimetilarsénico (DMA) y el 4cido tetrametilarsénico (TMA).
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1.2.2.- Bspecies mds importantes en el medio ambiente

Las especies mds importantes de arsénico identificadas, fundamentalmente en
muestras medioambientales de origen marino, son: arsenito, arseniato, MMA, DMA,
AsB y AsC. Los pardmetros fisicos y quimicos de estas especies se muestran en la Tabla
Iv.

Tabla IV.- Férmulas y parmetros {isicos y quimicos de las especies de arsénico més importantes
en muestras medioambientales.
a* Handbook of Chemistry and Physics
b* Kortu y col. (1961)
¢* Hansen y col. (1992)

Nombre Formula Quimica Ctes de disociacién A Rel.

Arsenilo As — O 9.2 197 a

¥ 23
Arseniato O—As— 0O 6.9 192 a
g 114
CH,
I 26 192 b
MMA HO - )lf-'\s — OH 8.2
0
DMA HO — fls — B 128 104 c
6.2
CH,
Arsenobetaina CH; -— ;Lf — CH,COO 2.18 <190 C
H,
CH,
Arsenocolina CH; — /lus‘ — CH,CH,OH, Br Desconocido 199

L,
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Los dcidos arsenioso, arsénico, MMA y DMA son compuestos capaces de formar
el hidruro correspondiente mediante reaceién con un reductor fuerte (NaBH,) en medio
acido. Tanto el dcido arsenioso como el 4cido arsénico dan lugar al mismo hidruro, la
arsina (H,As). El MMA y DMA forman monometilarsina, CH;-AsH,, y dimetilarsina
(CH;),-AsH, respectivamente. Los puntos de ebullicién de los hidruros respectivos se

muestran en 1a Tabla V. La arsenobetaina y arsenocolina no forman hidruros.

Tabla V.- Caracteristicas de las distintas formas de hidruros de arsénico.

Compuesto _ Hidruro Punto de ebullicién (°C)
HAsO, H;As -55
H,AsQ, H,As -55
CH;AsO(OH), CH,AsH, 2
(CH;),AsO(OH) (CH;),AsH 35.6
I

L2.3.- Formaci6én natural de los compuestos orgdnicos del arsénico

Las transformaciones quimicas y bioldgicas que este elemento puede sufrir en el
medio natural son reacciones de oxidacién, reduccién y metilacién, que modifican el
comportamiento de las diferentes especies consideradas. La metilacién del arsénico no
s6lo puede producirse en las aguas dulces sino también en medio marino, pudiendo
generar especies mono, di o trimetiladas. Las especies inorganicas de arsénico (arsenito,
y arseniato) se transforman en especies metiladas principaimente bajo la accién de la
S-adenosilmetionina (SAM) segregada por mohos y bacterias. El mecanismo propuesto
por Challenger (1945) para la metilacién del arsénico por accién de la SAM comprende
diferentes etapas de oxidacién y reduccién que pueden ser esquematizadas de la

siguiente forma:
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H
2" O CH,” H* .
CHy=As' =0
HAs O, N asmo(oH)T M4 Hy o —
arseniato reduccidn arsenito metilacion  écido monometilarsénico
e QF o- CH,” H® L
L—-Zp CH_‘—,I\s“['.:::O .\._A‘. CIl‘ 35‘_ H’O At
anién monometilarénico acido dimetilarsénico
CH,
o T N A CHis =0
T CH_\‘AS“I'O_ !
CH:
anién dimetilarsénico oxido trimetilarsénico
. CH
Z:E_ O:- :}?SHI—'CH‘
CHa,

trimetilarsénico

Los compuestos organoarsenicales formados en el medio ambiente son
esencialmente compuestos metilados, pero existen igualmente numerosas especies con
grupos orgénicos mucho mds complejos. La producci6n de estas especies més complejas
puede ser el resultado de la accién de la S-adenosilmetionina (SAM) que es capaz de

transferir a los metales otros grupos distintos a los radicales metilo.

La biometilaci6n del arsénico puede ser producida por numerosos 0rganismos y
fa naturaleza de los compuestos obtenidos y las proporciones respectivas son muy
variables. En los organismos terrestres, la biometilacién del arsénico conduce a su
eliminacién por volatizacién (como metilarsina, (CH,)AsH,, dimetilarsina (CH,),AsH o
trimetilarsina  (CH,);As) o por excrecion (como d4cido monometilarsénico
(CH,)AsO(OH), o 4cido dimetilarsénico (CH,),AsO(OH)). Sin embargo, los organismos
marinos eliminan el arsénico bajo formas de especies solubles (azicares o lipidos)
(Thayer, 1993).

Las posibles transformaciones de este elemento en medio marino se presentan en
la Figura 4. La primera etapa es la metilacién del arsénico por el mecanismo Challenger

descrito anteriormente. Esta etapa conduce a una serie de arsenoazicares (Kortu y col,,
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1961) tras la adenosilacién oxidante por accién de la SAM, seguida de una
glucoxidacién. Estos arsenoaziicares estdn presentes en concentraciones muy importantes
en las algas (Edmonds y Francesconi, 1987). La siguiente etapa es una degradacion
anaerdbica de los arsenoaziicares para formar dimetilarsinoetanol (Hansen y col,, 1992).
Finalmente, la arsenobetaina puede ser sintetizada por dos vias diferentes, a través de

procesos de oxidacién y metilacién del dimetilarsinoetanol (Cullen y Reimer, 1989).

o O 0 ol no OH o OH Ho o o Cll HO CII,
N 7 4 A N/ N 7 N/ N/
As P A ———p M —— A p A —Pp A —P As
N N, | N | 7N |
[4) (0] §) [8) O’ o CIly ci, HO cH, i,
AGUA . 2 4 s s 5
DE MAR =
L=
ALGAS 2
G
NH, b4
N g
cit, ci, CH, Vs “')N <
[ | |
LIPIDOS 00 0= As O on O == As o on O = As 0 N7 N
| 4+— | 4— |
Cl, ciH, ca,
HO OH  Mucosldaeldn 1o o HO ol
9 & 7
- Descomposicldn
— anaerilica
o,
|
0 = As-—CIH, COOH Moy
v yaéh“ | actg,
cn, o™ cil, c,
| » l
0 == As— C1l; ClI, &N n CH, — As*— CI[, COO"
| I
cn, "&-% f{“s o ci,
o, A B
10 O Cll,—As'—CIl, Cl, 01 X o¥ 13
|
SEDIMENTOS Clly PESCADOS, CRUSTACROS, cte
12

Figura 4.- Formaci6n de distintos compuestos orgénicos del As en medios marinos (Edmonds y
Francesconi, 1987).
1: Arscnialo; 2: arsonito; 3: MMA; 4: dihidréxido de monometilarsénico;
5: DMA; 6: monohidréxido de dimetilarsénico; 7, 8: nucletxidos;
9: arscnoazficar; 10: dimetilarsinoetanol; 11: 4cido dxmctllarsmoaccnco
12: arsenocolina; 13: arsenobetaina.
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1.2.4.- Fuentes de introduccién y aplicaciones del arsénico en el medio ambiente

La historia quimica de los compuestos orgénicos de arsénico se remonta a 1760,
cuando Cadet y Gassicourt destilaron una mezcla de anhidrido arsenioso y acetato de
potasio. Obtuvieron un liquido pesado, inflamable al aire y de olor muy desagradable.
Este liquido se conoce ahora con el nombre de "Licor humeante de Cadet". Este
producto ha sido estudiado por un gran nimero de eminentes quimicos (Berzelius,
Dumas, Bunsen y Bayer), y el elemento principal de esta mezcla ha sido identificado
como oxido de bis-dimetilarsénico [(CH,),As],0. El trabajo de Cadet representa, en
efecto, la primera sintesis de compuestos organometalicos en laboratorio. La quimica de
los compuestos organoarsenicales tuvo de nuevo interés en el siglo XIX en Inglaterra
y Alemania, Numerosas personas se envenenaron a causa de la presencia de arsénico
en el yeso que recubria los muros y en los papeles pintados donde los colorantes eran
a base de pigmentos de arsénico. El compuesto t6xico fue identificado por Challenger
como trimetilarsina ((CH,);As) (Challenger, 1945). Este quimico es considerado como
el pionero de la quimica de los organometélicos en el medio ambiente y de la metilacién
de los metales por los microorganismos. Los estudios de Ehrlich acerca de las
propiedades farmacolégicas de los compuestos organoarsenicales han conducido al
descubrimiento de una molécula arsenical que llegd a ser un medicamento eficaz contra

la sifilis y otras enfermedades infecciosas.

Los compuestos de arsénico son frecuentemente utilizados, de ahi su
omnipresencia en el ambiente. Por la accién antropogénica se introducen 124 mil
toneladas por afio de arsénico al medio ambiente procedente de las minas, las industrias
y la combustién de carburantes fésiles. Por medios naturales (volcanes y deriva de
continentes) se introducen 2800 toneladas por afio. Las fuentes mads importantes de
particulas en suspensién de arsénico son las fundiciones de metales (principalmente de
niquel-cobre), combustién de carbén, volcanes y empleo de pesticidas. Las principales

fuentes de arsénico en el medio ambiente proceden de su empleo en:
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Usos industriales:

- Produccién de aceros industriales.

- Fabricacién de pinturas, vidrio, esmaltes, cosmética y cerdmica.
- Industria textil y de curtido,

- Manufactura de fuegos artificiales.

- Fabricacién de semiconductores, circuitos integrados, diodos,

detectores de infrarrojos y tecnologfa ldser.

Usos agricolas y dreas relacionadas:
- Herbicidas, fungicidas, alguicidas.

- Insecticidas.

- Fosfatos.

- Conservantes de la madera.

- Desecantes para la recogida mecdnica del algodén.

Suplementacién mineral de los piensos:
- Utilizacién de 4cido arsenilico en la alimentacién de cerdos y

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,
tuberculosis y diabetes.
- Tratamiento de la sffilis.

- Bstimuladores de la produccién de hemoglobina.
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1.2.5.- Aspectos toxicos y biolégicos

Los elementos metdlicos juegan un papel primordial en el organismo humane. Por
lo tanto, las concentraciones de los elementos metélicos se deben mantener entre limites
muy estrechos, variables de uno a otro elemento, pero siempre a niveles de trazas (1g/g)
o ultratrazas (ng/g), por lo que reciben la denominacién genérica de "elementos traza".
Existen elementos que en defecto son causantes de diversas enfermedades, mientras que

en exceso producen efectos toxicos.

Los efectos toxicos del arsénico son ampliamente conocidos. Hoy en dfa se sabe
que su toxicidad depende en gran medida del estado de oxidacién en que se encuentre

y del radical al que esté unido.

Las especies inorgénicas de arsénico son las més t6xicas siendo la toxicidad de los

compuestos, por orden decreciente, la siguiente:
As(IIT) > As(V) > MMA > DMA > Arsenocolina > Arsenobetaina

Las formas inorgdnicas son las que se retienen preferentemente en los
organismos, y son las mds toxicas. Esto justifica la necesidad de controlar la cantidad de
arsénico aportado en la dieta alimenticia, ast como el gran interés existente en la

determinacién de las distintas especies de arsénico,

El LD;, (dosis letal para el 50% de la poblacién) en ratas para las distintas

especies de arsénico se muestran en la Tabla V1 (Kaise y Fukui, 1992).

Las principales vias de acceso del arsénico al organismo humano son la piel, el
sistema respiratorio y el digestivo, debido a su presencia en la atmésfera por las

emisiones industriales o por la contaminacion de las aguas y de los alimentos.
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Tabla VL.- Dosis letales de especies de arsénico para ratas.

Compuesto Férmula LD;, (g Kg™)
Trigxido de Arsénico As,0, (32.4 - 37.7) x 10°
| Acido Metilarsénico (CH,)H,0,As 1.7-19
" Acido Dimetilarsénico (CH,),HO,As 10- 1.3
Oxido Trimetilarsina (CH,),AsO 0.4 - 11.5
Arsenobetaina (CH,);CH,CC,As > 10
Arsenocolina {CH;),(CH,),OHAs* 58-172
Yoduro de Tetrametilarsénico (CH,),As*® 0.8 - 1.0

Las especies de arsénico son facilmente absorbidas en el tracto intestinal, La
cantidad total absorbida depende de la especie quimica de que se trate y de la totalidad
de arsénico en la dieta. Una vez absorbido, se distribuye en todos los érganos y tejidos
como un complejo proteinico. Los arseniatos tienden a ser rdpidamente excretados por
los rifionies y no se acumulan, pero los arsenitos se unen a las proteinas tisulares y se

concentran en los leucocitos, acumuldndose finalmente en el pelo, ufias y piel.

En cuanto a la contaminacién de los alimentos, los arseniatos y los compuestos
organoarsenicales son los que aparecen con mayor frecuencia y en concentraciones més
altas. Sin embargo, el compuesto més téxico del arsénico, la arsina, tiene muy poca

relevancia.

El arsénico puede llegar a la cadena alimenticia del hombre a través de su
contenido en los suelos, ya que puede ser absorbido por las plantas. Dicha absorcién
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depende no soélo de la concentracién del elemento en el suelo, sino también de la

naturaleza de dicho suelo y de la especie de arsénico de que se trate.

Se sabe que los productos derivados de la pesca pueden contener cantidades
elevadas de arsénico. Recientemente se ha demostrado que la mayor parte del arsénico
detectado en pescados y mariscos se encuenira en forma organoarsenical,
fundamentalmente como arsenobetafna o arsenoazicares. Estas especies no incrementan
los niveles de arsénico inorgdnico en orina en la especic humana, y son rdapidamente
excretadas. De esto se desprende, en general, que elevados niveles de arsénico en este

tipo de alimentos no son necesariamente peligrosos para la satud.
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METODOS ANALITICOS PARA LA ESPECIACION

DE COMPUESTOS ORGANOMETALICOS

II.1.- INTRODUCCION

La determinacién de la forma molecular en la cual un elemento estd presente en
el medio ambiente ha sido un requerimiento bésico en muchas investigaciones quimicas.
Esta informacién es particularmente crucial debido a que el comportamiento
medioambiental de los metales (toxicidad, biodisponibilidad, bioacumulaciony transporte
geoquimico) a menudo depende criticamente de su forma fisicoquimica. Por lo tanto, la
determinacion de la cantidad total de metales no es suficiente, siendo necesario,
actualmente, identificar y cuantificar las diferentes formas quimicas de los elementos.
Esto implica que el andlisis debe conducir al conocimiento de los distintos grados de
oxidacién de los metales presentes bajo las formas inorgénicas, pero también al de las
especies organometélicas, permitiendo comprender mejor la evolucién de los metales en

el medio ambiente.

De forma general, en la determinacién analitica se efetfian tres tipos de

operaciones:

- Extraccién del medio de las especies en estudio;
- Separacién de las mismas;

- Deteccién y determinacién de cada una de ellas.
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I1.2.- Extraccién y derivatizacion

E| andlisis de especies orgdnicas e inorgdmicas de metales se lleva a cabo

principalmente en tres tipos de matrices que pueden contener estos organometdlicos:

- Agua dulce o de mar,
- Medios bioldgicos: pescados, moluscos, vegetales, etc.

- Sedimentos cuya naturaleza puede ser muy diversa.

Las cantidades de estos compuestos que se encuentran generalmente en estos
medios raramente estdn en concentraciones de los mg L", si no més a menudo en la de
los ng L7; pero tambi€n a bajas concentraciones sus efectos ecotoxicolégicos pueden

manifestarse,

Si la muestra es acuosa, ciertas técnicas pueden permitir un andlisis sin més
pretratamiento que una acidificacién, En el caso de material biol6gico o sedimentos, la
extraccion es una fase crucial ya que nunca se esté seguro de haber extraido los analitos
completamente o de no haber destruido las especies quimicas investigadas. Los tejidos
biolégicos tras la liofilizacién deben ser triturados y homogeneizados antes de proceder
a dicha extraccién. Salva en el caso de un andlisis directo en el agua, los
organometalicos se extraen con un disolvente. Se utilizan diferentes disolventes, pero los
més corrientes son el cloruro de metileno, el agua, el metanol, el cloroformo, el tolueno
o el 4cido acético, que parece particularmente eficaz en la extraccién de tetrabutilestafio
(Desauziers y col., 1989). Las recuperaciones para estos extractantes, calculadas sobre
muestras preparadas artificialmente, varian segiin los antores del 90 al 1059 (pero en

ciertos casos puede ser mucho menor).

La extracci6n presenta la ventaja de permitir, ademads, una preconcentracion. Por
ejemplo, MMA y DMA se pueden extraer en forma de ftriyoduros con algunos

disolventes organicos (Vasui y col., 1978). Los extractos asi obtenidos muy a menudo no
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ary [ Ly F !
se pueden utilizar directamente, ya sea porque no son lo suficientemente voldtiles o
porque no son adecuados para el método cromatogréfico empleado, siendo necesario

una derivatizacion previa de la muestra.
Los métodos de derivatizacion mas empleados, debido a su gran eficacia, son:

- Transformacién en hidrures por reaccién con borohidruro sédico en medio dcido

segun la reaccidén:

R Me™™* + NaBH, » R MelH,,

(x = estado de oxidaxion del metal y R = resto orgénico)

Este procedimiento se ha aplicado con éxito a As, Sb, Bi, Sn, Pb, Se, Te, Ge y
a algunos de sus compuestos organometdlicos, ya que son capaces de formar

hidruros covalentes.

- Alquilacién por NaBR,, que consiste en la adicién de grupos alquilo a un mono,
di o trialquilmetal para formar compuestos tetralquil sustituidos, que son mds
volétiles que los anteriores, La etilaci6n, por NaBEt,, de los metilplomos ha sido
descrita por Rapsomanikis y col. (1986), obteniendo derivados de la férmula
general R,Pb, que son suficientemente voldtiles. El mecanismo de alquilacion

para CH,Hg" es:

3CH,Hg" + NaB(C,H;), + 6NaOH » CH,HgC,H; + B(C.H;); + Na*
- Reaccién de Grignard, obtencién de productos totalmente alquilados que
pueden dar lugar a una mejor separaracién. Se emplea como reactivo el n-propil,

n-butil o n-pentil magnesio, El mecanismo para el trimetilplomo es:
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(CH,);Pb* + (CoH)MgCl —————» (CH;)5(C,H,)Pb + MgCl*

Cai y col. (1993) han realizado un estudio comparativo entre la generacién de

hidruros y la etilacién para compuestos organicos de estafio.

I1.3.- Separaci6n y determinacion de las diferentes formas: métodos quimicosy
técnicas acopladas

Hasta hace pocos aflos, las investigaciones en este campo se centraban
fundamentalmente en la determinacién diferencial de las especies mediante un control
de la quimica involucrada en el proceso. Los principales procedimientos involucrados en
la separaci6n de las especies eran: extraccién liquido-liquido o sélido-liquido, formacién

de complejos, generacién selectiva del hidruro, etc..

En la bibliografia pueden encontrarse numerosos trabajos con este enfoque. Por
ejemplo:

- Se han estudiado algunos métodos de generacién selectiva del hidruro para la

especiacion de Sh(IIl) y Sb(V) (De la Calle Guntinas y col.,1992a). El control del

pH permite la reduccion selectiva del Sb(III) al hidruro correspondiente en

presencia de Sb(V), la posterior reduccién de Sb(V) a Sb(III) en presencia de KI

permite la determinaci6n total de Sb. El Sb(V) se determina por diferencia entre

el contenido total y el Sb(III) (De la Calle Guntinas y col. 1992b).

- Sakamoto y col. (1992) describieron un proceso de extraccidn quimico selectivo
para la determinacién diferencial de Hg orgdnico, HgO y HgS en sedimentos
mediante CVAAS, Jian y McLeod (1992) han desarrollado un procedimiento FI-
CVAFS que incluye la separacién de Hg inorginico y CH,Hg" en columna,
Rezende y col. (1993) extraen selectivamente el metilmercurio del pescado con

CHCl,, quedando el Hg inorgénico en la fase acuosa. Ambas fases se analizan por
separado empleando CVAAS.,
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- Chikuma y col. (1992) preparan una resina que retiene selectivamente Se(IV)
y posteriormente inyectan la resina en forma de suspensién en la cdmara de

grafito para el andlisis.

Una quelatacién selectiva del Cr(IIl) seguida de su extraccion con disolventes
permite la determinacién, por un lado, del Cr total y por otro, del Cr(III), utilizando la
técnica de ETA-AAS (Becerio-Gonzilez y col. 1993). Por otro lado, la preconcentracion
por electrodeposicién del Cromo sobre una plataforma L'vov junto con el control del
potencial de electrdlisis permite determinar independientemente el Cr(VI) y Cr(111) por
ETA-AAS (Vidal y col,, 1992). Cai y col. (1993) preparan compuestos organoestannicos
volatiles por etilacién. Estas especies volatiles son atrapadas en una trampa fria, rellena
con material cromatogréfico, y posteriormente se liberan térmicamente para el andalisis
por AAS con célula de cuarzo. Por otro lado, Yoshimura y col. (1993a) estudian nuevas
aplicaciones del carbono para favorecer la disociacién de varios compuestos de un
mismo metal con una extensién diferente para cada uno de ellos. El método se ha
aplicado a la especiacién de estafio (Yoshimura y col. 1993b), donde se analiza por

FAAS con y sin la adicién de carbono.

Aunque la determinacién de las distintas especies de un elemento se viene
abordando por procedimientos quimicos desde hace mas de 20 aflos, el verdadera
desarrollo de la especiacién se ha conseguido con el acoplamiento de técnicas
instrumentales. Durante la Gltima década se han desarrollado miiltiples sistemas
analiticos formados por miitiples composiciones instrumentales. L.os mds utilizados
combinan el poder de separacién de la cromatografia (CG, HPLC) o de la electroforesis
capilar con la selectividad y sensibilidad de la espectroscopia atomica, tanto en emision

como en absorcién 6 fluorescencia,
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I1.3.1.- Cromatografia de Gases

Para lograr separaciones eficaces, la técnica de cromatografia de gases requiere
que las especies a determinar sean volétiles y térmicamente estables a la temperatura
programada para el andlisis. Generalmente, los metales, no metales y algunos
compuestos organometdlicos son poco voldtiles y, con frecuencia, es necesario formar
previamente derivados voldtiles de los analitos, siendo la formacién de hidruros y la

alquilacién los dos métodos mas utilizados con este fin (Chau y Wong, 1986).

Los detectores mas comiinmente utilizados en cromatografia de gases, tales como
el de captura electrénica, conductividad térmica, etc., no son totalmente satisfactorios
en la determinacién de las especies de metales, ya que no son detectores especificos. No
obstante, aunque el detector de captura electrénica no tiene la suficiente selectividad
como para hacer identificaciones especificas, ha sido aplicado a la determinacién de
compuestos organometélicos de Pb (Forsyth y Marshall, 1983), Hg (Filippelli, 1987), Se
(Uchida y col, 1980) y As (Daughtrey y col, 1975; Andreae, 1977). Pero estas
aplicaciones estdn estrictamente limitadas al andlisis de muestras "limpias" debido a su
escasa selectividad. Cuando sensibilidad y selectividad son requisitos imprescindibles, la
elecci6n estd limitada a unos pocos detectores, siendo los detectores atémicos los que

ofrecen, en principio, la mejor opcién desde el punto de vista analitico.

El acoplamiento GC - AAS se utilizé por primera vez, empleando la lama como
sistema atomizador, para la determinacidn de compuestos de alquilplomo en gasolinas
(Kolb y col, 1966), y mds tarde en la especiacién de metilplomo y otros compuestos de
alquilplomo 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 cromatogréfica hacia el nebulizador. No obstante, el
andlisis de la mayoria de las muestras reales no puede realizarse mediante este
acoplamiento debido a la escasa sensibilidad obtenida, resultado del corto tiempo de

residencia de los 4tomos en la llama, la dilucién por el gas combustible y la temperatura
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de la llama. La capacidad de detectar estos compuestos aumentd extraordinariamente
cuando se empled como sistema de atomizacién un tubo de cerdmica (Ebdon y col.,
1982), un tubo de silice calentado en la llama o eléctricamente (Chau y col,, 1976) o un
horno de grafito (Radziuk y col., 1979). Sin embargo, siguen siendo las células de silice,
calentadas eléctricamente o en la llama del espectrémetro de absorcién atdmica, los
atomizadores por excelencia en este tipo de acoplamiento. Estos atomizadores se han
empleado en la determinacién de compuestos de alquilplomo (Chau y col, 1976;
Chakraborti y col., 1984; Radojecvic y col., 1986), metilselenito (Chau y col, 1975; Van
Loon, 1979; Jiang y col., 1982), butilestafio (Chau y 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 silice,
generalmente es necesario introducir hidrégeno con el fin de intensificar la atomizacién
de muchos organometdlicos, como por ejemplo para compuestos de alquilplomo,

alquilestafio y metilseleniuros.

En el acoplamiento GC-AES, el primer detector utilizado fue el fotémetro de
llama (FPD), que ha dado buenos resultados en el andlisis de compuestos orgénicos de
estafio (Waldock y col., 1989; Tolosa y col., 1991). La espectroscopia de emision atdmica
(AES) no es una técnica tan selectiva como la absorcién atémica, pero las distintas
fuentes de plasma, plasma inducido por microondas (MIP), plasma acoplado
inductivamente (ICP) y plasma de corriente directa (DCP), poseen temperaturas de
excitacion muy altas, produciendo lineas de emisién muy intensas, lo que conlleva bajos
limites de deteccién. Durante los dltimos afios ha habido un auge de la espectroscopia
de emisién atémica con plasma en la determinacién de especies de metales. A pesar de
ser el ICP el m4s utilizado en quimica analitica, no es una fuente adecuada para la
deteccién acoplada a cromatografia de gases. La razén esencial es la poca sensibilidad
resultante, debido a que se produce una gran dilucién del efluente cromatogréfico con
los gases del plasma (Hill y col., 1993). No obstante, este acoplamiento se ha aplicado
a la determinaci6n de compuestos de alquilplomo por Ibrahim y col en 1985, Se obtuvo

un mayor éxito empleando el DCP, con el cual se han obtenido limites de deteccitn para
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metales en el intervalo de sub-pg (Krull y col., 1989). De todos los plasmas, el MIP es
el que ha proparcionado la fuente de excitacién més adecuada para el acoplamiento con
el cromatdgrafo de gases (Lobinski y Adams, 1993; Uden, 1991), Se ha utilizado en la
determinacién de plomo como tetraalquilplomo en petréleo (Estes y col,, 1982), en la

determinacién de mercurio como dimetil y dietil derivados (Wasik y Schwartz, 1980).

La espectrometria de fluorescencia atémica (AFS), en teorfa, parece ser una
técnica de deteccién muy apropiada en combinacién con la cromatografia de gases, ya
que posee una selectividad similar a la AAS ademds de la capacidad multielemental del
AES y gran simplicidad en el disefio de la interfase, pero, en la préctica, las aplicaciones
a la especiacion son escasas y no reflejan esas caracteristicas potencialmente atractivas.
La razén es la falta de rendimiento y estabilidad de las fuentes continuas de luz que se
requieren para un andlisis simultaneo multiclemental, Fuentes de radiacion de lineas,
tales como ldamparas de descarga sin electrodo (EDL), son una alternativa pero su
intensidad, la cual determina la sensibilidad, suele ser demasiado baja en comparacién
con las caracteristicas de deteccion obtenidas empleando AAS o AES. El acoplamiento
GC-FAS se ha utilizado poco en los estudios de especiacion desde que Van Loon (1979)
y Radzink y col. (1979) lo emplearan en la especiacién de los compuestos de
alquilplomo.

La espectrometria de masas de iones moleculares es una técnica de detecciéon muy
usada en cromatograffa de gases para compuestos orgénicos, pero rara vez ha sido
utilizada en el andlisis de organomet4licos. Por otra parte, la espectrometria de masas
de iones atémicos permanece ain en sus inicios como detector acoplado a la

cromatografia de gases.

El ICP-MS es una buena técnica de produccién de iones atémicos (ue
posteriormente se detectan con un analizador cuadrupolo. En el acoplamiento ICP-MS
se obtiene una ganancia de dos ordenes de magnitud en términos de sensibilidad
respecto al obtenido con ICP-AES (Fill y col., 1993). Sin embargo, en el caso del MIP-
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MS no se produce apenas ninguna mejora con respecto al MIP-AES (Suyani y col,
1989¢). La informacién sobre las aplicaciones del acoplamiento GC-MIP-MS al andlisis

de organometalicos es escasa debido al alto coste del equipo y su mantenimiento.

El uso del laser para intensificar la produccién de iones ha comenzado a ser
popular. La ionizacién electrénica amplificada por ldser (LEI) combinada con la
espectrometria de masas de tiempo de wvuelo se ha aplicado al analisis de

organoestdnnicos obteniendo una gran sensibilidad (Colby y col,, 1990).

11.3.2.- Cromatografia de Liquidos

Para muchos compuestos oganometdlicos cuyos puntos de ebullicién no son lo
suficientemente bajos como para utilizar cromatografia de gases, la cromatografia liquida
de alta resolucién se convierte en la eleccion més adecuada. Las técnicas
cromatogréficas en fase liquida son interesantes ya que eliminan a menudo la etapa de
derivatizacién de las distintas especies metalicas (necesaria en cromatografia de gases
por ser compuestos no vol4tiles). Esto no solamente reduce el tiempo de preparacién
de la muestra sino que también reduce las posibles pérdidas durante el proceso de
derivatizacién. Ademds, hay més pardmetros con posibilidad de ser variados; tanto la
fase mévil como la fase estacionaria pueden modificarse simultdneamente para lograr
una mejor separacién. Existe una gran diversidad de fases estacionarias, lo que origina
diferentes tipos de cromatografia (permeabilidad, geles, adsorcién, cambio idnico, fase
normal y fase reversa) que permiten la separacién de iones, especies voldtiles,
organometdlicos con alto peso molecular y especies biolégicas complejas. La técnica
tiene, en conjunto, mayor versatilidad que la cromatografia de gases. Sin embargo, la

interfase utilizada entre ¢l cromatdgrafo y el detector es mucho més delicada,

En la separacién de analitos de especies metdlicas u organometélicas, la
cromatografia de intercambio iénico es la forma méds comiin y mds ampliamente

utilizada de la cromatografia liquida, debido a su capacidad para separar especies de
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iones libres. La técnica de fase reversa se utiliza también con frecuencia empleando un

agente formador de pares idnicos, lo que se conoce como fase reversa modificada.

Los detectores utilizados comfinmente en cromatografia de liquidos carecen de
la sensibilidad y selectividad necesaria para la determinacién de las formas quimicas de
los metales en muestras medioambientales. La espectrometrfa atdémica es, actualmente,
el sistema de deteccién més aplicado como detector especifico, unido a un cromatégrafo

de liquidos, para la determinacién de muchos compuestos organometélicos.

Como ya se ha comentado, la espectroscopia de absorcién atémica (AAS) brinda
la posibilidad de una deteccién selectiva para gran variedad de metales. La
espectroscopia de absorcién atdmica con llama fue el primer candidato para el
acoplamiento con la cromatografia liquida. Generalmente, la velocidad de flujo en
cromatografia liquida es de 0.5 - 4 mL min”, que es compatible con la velocidad de flujo
del nebulizador del espectrémetro de absorcién atémica, por lo que es posible el
acoplamiento de las dos técnicas directamente usando un tubo como interfase. Sin
embargo, la mayor dificultad estd en el equilibrio de flujos debido a que la velocidad
Optima de flujo del HPLC es la que proporciona una buena separacién, mientras que
la velocidad de nebulizacién 6ptima es aquella en la que se obtiene mayor sensibilidad
usando una solucién patrén. En general, las velocidades de flujo de nebulizacién son
mucho mayores que las del HPLC, Para superar estos problemas de descompensacion
de flujos se puede introducir a la salida de la columna cromatografica un canal adicional
de disolvente (Yoza y Obashi, 1973), pero con este procedimiento se produce una
importante disminucién de la sensibilidad, debido a que se produce una gran dilucién
de la muestra. Se han disefiado otras interfases para el acoplamiento HPLC-AAS (Slavin
y Schmidt, 1979; Ebdon y col. 1985; Gustavsson y Nygren, 1987), pero se han efectuado
pocas aplicaciones al andlisis de compuestos oganometilicos debido a que la sensibilidad

sigue siendo inadecuada para el andlisis medioambiental.
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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,
mediante el empleo del nebulizador disefiado originalmente para ICP (Gustavsson y
Nygren, 1987) como interfase nebulizadora en el FAAS. Esto se traduce en una
eficiencia de transporte del analito de casi un 100% como resultado de las mejores
caracterfsticas de ftujo y de una desolvatacién eficiente (Nygren y col., 1989). El disefio
incluye una zona de calentamiento, una conexién de gas auxiliar y una entrada cénica
para el aerosol. Parte del gas oxidante se usa como gas nebulizador y el resto se afiade
al flujo del gas auxiliar. Con este disefio, la sefial del detector es 10 veces mejor que la
obtenida usando un nebulizador convencional. Los recientes desarrollos en interfase
directa HPLC-FAAS incluyen un microatomizador de microespray, calentado en una
llama, donde el efluyente de HPLC se evapora instantdneamente a un aerosol antes de
entrar al horno (Blais y Marshall, 1989a). Con este sistema de nebulizacion los limites
de deteccibn para cuatro compuestos i6nicos de alquilplomo se mejoran

significativamente y estdn en el margen de 1 a 2 ng.

Muchos grupos de investigacién utilizan la espectroscopia de absorcién atémica
con cadmara de grafito debido a sus excelentes limites de deteccidn. Algunas de las
principales dificultades del acoplamiento HPLC- GFAAS, se encuentran en la
incompatibilidad de las operaciones. Mientras que la cromatografia opera de forma
continua, el horno de grafito trabaja de forma discreta, por ello se han ideado diferentes
interfases entre estos dos instrumentos. El ejemplo mds tipico es emplear un
muestreador automdtico para la recogida del efluyente a la salida del cromatégrafo y
posteriormente su introduccién en el horno; sin embargo, esta técnica genera seflales
pulsadas y su suma da la cantidad de analito presente. La exactitud de la determinacion
depende del niimero de pulsos medidos. Este método ha demostrado ser apropiado para
la especiacion de compuestos de estafio (Brinckman y col,, 1977; Vickrey y col., 1980),
de plomo (Koizumi y col., 1979; Vickrey y col., 1979) y de arsénico (Brinckman y col.,

1980). Los limites de deteccién en las aplicaciones citadas estén en el rango de 0.5-100
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ng como organometilicos. Nygren y col. (1988) propusieron una mejora en la interfase
HPLC-GFAAS que consiste en la utilizacién de un tubo de acero inoxidable calentado
a 200 °C, donde el efluente es volatilizado a un aerosol que es directamente introducido
en un tubo de grafito vitrificado. El disolvente y las disoluciones tampones del eluyente
causan algunos problemas, debido a que generan hollin y degradacion de la linea base.
Esta técnica fue aplicada a la determinacién de especies de di- y tributilestafio. A pesar
de obtener una total mejora en la sensibilidad de la GFAAS, el acoplamiento HPLC-
GFAAS no es deseable debido a la natural discontinuidad del GFAAS y a que no suele

operar bien con una gran variedad de disolventes que se utilizan normalmente en HPLC.

Otra interfase muy empleada en HPLC-AAS consiste en utilizar la técnica de
generacién de hidruros post-columna, lo que proporciona una sefial continua. Las
especies alquilmetal, después de la separacién por HPLC, se convierten en los
correspondientes hidruros, los cuales son aislados de los reactivos en un separador de
fases gas-liquido 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 espectrémetro de
absoreién atémica. La unidad de generacién de hidruros no solamente convierte los
analitos a formas voldtiles, sino que también los afsla de la muestra, minimizando las
interferencias. Para superar el problema de detectar todas las especies de los metales,
y no solamente las especies capaces de formar hidruros voldtiles, Ebdon y col.
introducen un reactor de fotdlisis UV en linea entre el HPL.Cy el generador de hidruros
(Hill y Ebdon, 1985; Hill y col,, 1986; Ebdon y col., 1988; Ebdon y Hill, 1989), donde
las especies orgdnicas se destruyen a su forma inorgénica, a partir de la cual se forma
el hidruro correspondiente. Se puede obtener un limite de deteccion de 2 ng para
tetrabutilestaiio utilizando esta combinacién post-columna UV-fot6lisis-HG. Otra técnica
empleada por Blais y col. (1989b) consiste en la etil derivatizacién post-columna
empleando tetraetilborato sédico. Bsta técnica estd limitada a aquellos compuestos

organometalicos que pueden convertirse en sus correspondientes etil derivados.
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Blais y col. (1990) han disefiado un sistema de derivatizacién a la forma de
hidruros de modo que el efluente de la columna cromatogrifica se nebuliza por
termoespray dentro del tubo de silice y se piroliza en una llama metanol-oxigeno. Los
analitos se derivatizan a la forma de los hidruros en presencia de un gran exceso de
hidrégeno.

Los compuestos de Mercurio procedentes del HPLC son convertidos a vapor de
Hg® por calentamiento (Holak, 1982) o por reduccién quimica con cloruro de Sn(II)
(Munaf y col.,, 1990) y el vapor generado pasa a una célula de vidrio alineada en la
trayectoria de la radiacién de un AAS. Se obtiene un limite de deteccién de 0.1 ng de
Hg por reduccién quimica con cloruro de Sn(IX), mientras que con la conversion por
calor se alcanza un limite de deteccién de 0.6 ng. Por otro lado, Sarzanini y col. (1992)
separaron y determinaron compuestos orgénicos e inorgnicos de mercurio mediante un
sistema en linea HPLC-CVAAS,

En general, la sensibilidad se exalta cuando se emplean detectores atdmicos de
emision, tales como los plasmas DCP, MIP y ICP. El acoplamiento no presenta
problemas cuando se emplean disoluciones acuosas como eluyentes cromatograficos. Por
el contrario, con disolventes orgénicos 1a estabilidad del plasma se altera frecuentemente

con los nebulizadores convencionales.

El acoplamiento del MIP de baja potencia al HPLC est4 limitado por la velocidad
de flujo empleada en HPLC, ya que extingue el plasma. Las nuevas columnas capilares
con flujos de uL. min™® pueden ser una solucidn a este problema pero entonces, la
pequefia capacidad de muestra que admite la columna limita la aplicacién al anélisis de

trazas.

El DCP parece ser una propuesta ventajosa al acoplarlo con HPLC, dando lugar
a un plasma més estable, especialmente con la introduccién de eluyentes mixtos

orgénicos/acuosos. La estabilidad del plasma es superior a la obtenida con el plasma
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ICP (Krull, 1983). Sin embargo, con interfase DCP directa, existe el problema de limites
de deteccién altos, en el rango de 100 pg L*, asi que la aplicabilidad al medio ambiente

estd limitada,

El ICP fue el primer plasma desarrollado en los afios 60 y ahora es la fuente
espectroquimica mds usada en general (Uden, 1989). Cuando se emplea el acoplamiento
HPLC-ICP-AES se alcanzan limites de deteccién altos, debido a la ineficiente conversién
de los efluentes cromatograficos en aerosoles y su transporte al plasma. En general, solo
el 1 - 5% de la muestra alcanza la antorcha del plasma. Una observacion frecuente ha
sido la escasa tolerancia del ICP para las fases méviles usadas coménmente en HPLC,
particularmente en las técnicas de separacién de cromatografia liquida de pares i6nicos
o de exclusién por tamafios. Los métodos propuestos para superar estos problemas estdn
directamente relacionados con el perfeccionamiento de la velocidad de nebulizacién y
de la transmisién del analito al plasma. Se han utilizado diferentes tipos de
nebulizadores como interfases HPLC-ICP para mejorar la velocidad de nebulizacién,

siendo los més usados los signientes:

- Nebulizador concéntrico; recomendado para la mayoria de las disoluciones, pero
tiende a obstruirse, especialmente, con flujos bajos de gas, para los cuales el

transporte es poco eficiente.
- Nebulizador de flujo cruzado; similar al nebulizador concéntrico.

- Nebulizador de frita de vidrio ("glass-frit"); es capaz de nebulizar disolventes
orgdnicos cominmente usados en HPLC de fase reversa. Sin embargo, los
disolventes de elevada tensién superficial generan una espuma que afecta a la
eficiencia de nebulizacién (Ibrahim y col., 1985).

- Nebulizador por termoespray; produce un 100% de eficiencia en la produccién

de aerosol con flujos de alrededor de 1 mL min™ y ofrece condiciones 6ptimas
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para la interfase HPLC-ICP (Denton y col,, 1990).

- Nebulizador de reja dual de platino; recomendado para muestras con un alto
contenido en sales.

El nebulizador concéntrico y el de flujo cruzado se usan comiinmente en sistemas
acoplados de HPLC-ICP. Si bien, actualmente estdn siendo reemplazados por el
nebulizador de introduccién directa (DIN), nebulizadores termoespray y ultrasénicos que
ofrecen grandes mejoras para la introduccién de la muestra. Asi, el acoplamiento HPLC-
ICP-AES ha sido aplicado a la determinacién de orgaoestdnnicos (Koropchak y Winn,
1987; Suyani y col., 1989a). De cualquier manera fos limites de deteccién obtenidos son
altos, oscilando entre 200 y 1770 ng, lo que limita las aplicaciones medioambientales de

este sistema.

Como en FAAS, la continua generacién de hidruros en linea después de la
separacién HPLC puede ser usada como interfase para el ICP-AES (Ebdon y col., 1988;
Bushee y col., 1984; Rauret y col,, 1991; Colon y Barry, 1991). El uso de un separador
gas-liquido evita la entrada de la fase mévil y los reactivos de la generacién de hidruros
al nebulizador, dando como resultado una sefial del blanco muy-pequefia. Con este
sistema Colon y Barry (1991) han obtenido limites de deteccién del orden de unos pocos

Nanogramos.

La cromatografia liquida, empleada comiinmente para separar compuestos ibnicos,
polares y no polares, as{ como iones complejos y especies neutras, es la técnica més
utilizada para la especiacién elemental con deteccién ICP-MS. Sin embargo, no esta
exenta todavia de problemas de dificil resolucion, tales como compatibilizar los
eluyentes cromatograficos con el sistema detector y el disefio de interfases apropiadas
entre ambos médulos (Carey y col., 1993). La interfase con la que actualmente se trabaja
es una linea de transferencia que va desde la salida de la columna cromatografica al
nebulizador del ICP-MS. Esta linea est4 fabricada generalmente de un material inerte,

tal como el teflén. Es muy importante emplear la longitud del tubo lo m4s corta posible
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y optimizar el didmetro interno del mismo, a fin de minimizar el recorrido fuera de la
columna y por tanto el ensanchamiento de los picos producidos por la linea de
transferencia. Los caudales de muestra tipicos en cromatograffa (0.5-2 mL/min) pueden
emplearse en el plasma con nebulizadores convencionales; sin embargo, estos
nebulizadores presentan algunos inconvenientes entre los que se encuentra la baja
eficiencia del transporte del analito hacia el plasma. Es siempre deseable, por tanto, una
mayor eficiencia de transporte de la muestra, ya que se traduce en una mejora en los
limites de deteccién. El empleo de los nebulizadores ultrasdnicos o los de inyeccién
directa, minimizan el ensanchamiento de los picos y aumenta en un 100% la eficiencia
del transporte con flujos de fase mévil de aproximadamente 0.5 mL min™. (Montaser,
1992; Shum y col., 1992).

Shum y col, (1992) utilizaron un nebulizador de inyeccion directa (DIN) como
interfase entre el cromatégrafo de liquidos y el ICP-MS, Esta interfase inyecta toda la
muestra en el ICP y tiene un volumen méximo de 0.5 yL. Los limites de deteccién
absolutos obtenidos estdn en el rango de 8 - 10 pg, pero los limites de deteccién relativos
son, sin embargo, bastante altos debido al pequefio volumen de inyeccién de muestra de
los analitos.

La generacién de vapor frio de mercurio también se ha empleado como interfase
entre HPLC'y el ICP-MS para la determinacién de metilmercurio en tejidos de pescado
(Bushee, 1988), produciendo un limite de deteccién 10 veces mejor que en el andlisis
directo HPLC-ICP/MS, con una desviacién estdndar relativa del 6%.

Como ya se ha mencionado previamente, otro problema adicional lo constituyen
las fases méviles de la cromatografia liquida. Estas fases consisten, generalmente, en una
mezcla de disolventes orgdnicos, disoluciones salinas tamponadas, y/o reactivos
formadores de pares i6nicos. Los disolventes orgdnicos pueden disminuir las prestaciones
del ICP-MS ya que, frecuentemente, producen inestabilidad en el plasma y deriva

instrumental por formacion de depésitos carbonosos en los conos muestreadores yenla
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antorcha, pudiendo llegar incluso a bloquear el sistema. El empleo de una cdmara de
nebulizacién enfriada con agua y el aumento de la energia de radiofrecuencia, puede
ayudar a disminuir la inestabilidad del mismo (Suyani y col. 1989¢). La adicién de
oxigeno (1-3%) en el nebulizador ayuda a minimizar los depdsitos carbonosos. Sin

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

Las fases méviles que contienen elevada concentracidn de sales disueltas pueden
causar derivas en las sefiales, un espectro de masas complejo, fundamentalmente por
encima de m/z=80, e interferencias isobdricas; ademds, la deposicién de sales en el
nebulizador y en los conos muestreadores puede bloquear la entrada de muestra
(Heitkemper y col., 1989). La nebulizacion de dcido nitrico al 2% entre las inyecciones
en el cromatdgrafo, reduce alguno de los problemas producidos por las sales y aumenta,

por tanto, el tiempo (til de la experimentacidn.

En general, cualquier método de cromatografia liquida acoplado a un ICP-MS
requiere una cuidadosa seleccibn de los pardmetros instrumentales, tanto del
cromatégrafo como del plasma, a fin de tener una separacién adecuada, manteniendo

en condiciones Gptimas las prestaciones del detector.

La determinacién de organoestdnnicos ha sido realizada por HPLC - ICP-MS
(Suyani y col., 1989a y 1989b; Shum y col., 1992), usando pares i6nicos (IP), cambio
aniénico (IE) y cromatografia liquida micelar (MLC). El modo de separacion MLC
proporciona los mejores limites de deteccién (27 pg para tetrabutilestafio en
comparacién con 400 pg obtenidos cuando se emplea IP e IE). No obtante, sélo se
obtuvo una buena separacién de los compuestos alquilestdnnicos para los de pequefias

cadenas alquilicas.

La cromatografia de fluidos supercriticos (SFC) también ha sido acoplada
satisfactoriamente al ICP-MS (Shen y col,, 1991). Este acoplamiento posee un alto
potencial para la determinacién de especies organometdlicas a concentraciones

medioambientales. Se ha obtenido una buena separacibn para compuestos
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tetralquilestdnnicos, con unos limites de deteccién de 0.034 y 0.047 pg para

tetrabutilestafio y tetrafenilestafio respectivamente, utilizando un volumen de inyeccidn
de 10 nL.

La especiacién de organometalicos puede, finalmente, abordarse también por
combinacién del HPLC con algunas otras técnicas de deteccién, tales como
espectrometrfa de absorcién ultravioleta (UV), ionizacién activada por ldser (LEI) y
espectrometria de fluorescencia atémica excitada por ldser (LEAFS) (Walton y col,,
1991; Evans y McKee, 1987; Hempel y col,, 1992; Epler y col., 1988; Wilken, 1992), Sin
embargo, la sensibilidad m4s alta puede obtenerse usando la deteccién LEL Esta elevada
sensibilidad proviene de su gran capacidad para ionizar cualquier dtomo irradiado por
el ldser y a la excelente eficiencia de deteccién. Esta téenica ha sido aplicada a la
determinacion de alquilestafio (Epler y col,, 1988). Finalmente, el acoplamiento del
HPLC al LEAFS permite alcanzar excelentes limites de deteccién en la determinacion

de compuestos trialquilestdnnicos.

ElIHPLC puede también acoplarse a detectores electroquimicos, su acoplamiento
a la deteccitn electroquimica amperométrica en reduccién ha proporcionado buenas

sensibilidades para nueve compuestos organomerctiricos.

Debido a los niveles tan bajos de concentracién de las especies de metales en las
muestras medioambientales, se han desarrollado, en los Gltimos afios, métodos en los que
se incluye una etapa de preconcentracién previa. Esta fase puede realizarse
independientemente de la determinacién analitica o instrumental. Los limites de
deteccitn alcanzados con estos métodos son del orden de picogramos para detectores
de espetrometria atémica. La eficiencia en la etapa de preconcentracién 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
preconcentracion es que aislan al analito de la matriz, lo que evita posibles

interferencias en la determinacidn.
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I1.2.- METODOS ANALITICOS PARA LA DETERMINACION DE LAS
ESPECIES DE ARSENICO

El arsénico ha sido, desde la antigiiedad, un elemento ampliamente estudiado
debido a sus propiedades tdxicas. Actualmente, se sabe que el grado de toxicidad
depende de la especie o forma quimica bajo la que se encuentre, de ahi que haya sido
y sea uno de los elementos mds estudiados y sobre el que se centra un notable niimero
de trabajos de investigacién, Desde hace aproximadamente diez afios, las investigaciones
sobre el arsénico se han orientado no sélo hacia la mejora de las caracteristicas
analiticas en su determinacién, empleando cada vez técnicas més sensibles y selectivas,
sino también hacia la determinacién de la especie quimica, mediante la combinacion de
varios métodos y/o técnmicas analiticas. Hasta la actualidad se han utilizado,
fundamentalmente, dos vias para la determinacién de los distintos compuestos de
arsénico. La primera estd basada en las diferencias observadas en la eficiencia de
generacién del hidruro correspondiente, a partir de las distintas especies de arsénmico,

mientras que la segunda se basa en el empleo de técnicas acopladas.

IL.2.1.- Métodos para la determinacién diferencial de las especies de arsénico sin

acoplamiento de técnicas instrumentales

El control de la quimica involucrada en el proceso, muchas veces permite la
especiacién con la técnica de HG-AAS. La eficiencia en la reduccién de las distintas
especies inorgdnicas de arsénico depende, enormemente, del pH, asi, mientras a pHs
muy 4cidos pueden reducirse cuantitativamente ambas formas inorgdnicas del As al
hidruro correspondiente, a pH superior a 4 solamente el As(IIl) se reduce
completamente. El mecanismo de reduccion del As(V) se cree que comprende dos pasos:

Primero reduccién a As(III) y posterior reduccién a la arsina.

» As(IIl) + 2 B(OH), + 7 H,t
» HyAst + 3 B(OH), + 9 Hy1

As(V) + 2 BH; + 6H,0
As(Ill) + 3 BH, + 9 H,O
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Sin embargo, la reduccién preliminar de As(V) a As(IIl) no ocurre a valores de
pH superiores a uno. Por tanto, con un control cuidadoso de la acidez de la disolucién
es posible, en una muestra que contenga las dos especies, inhibir la reduccién de As(V)
a As(III) y asi, producir la arsina a partir de (As(III)) o a partir de ambos estados de

oxidacion (Lopez y col,, 1992).

Los organoarsenicales, 4cido monometilarsénico (MMA) y 4cido dimetilarsénico
(DMA), pueden asimismo generar las correspondientes arsinas a los pHs éptimos. Asi,
Anderson y col (1986) determinan las formas inorgdnicas y metiladas del arsénico por
reduccion selectiva al hidruro correspondiente en distintos medios dcidos, seguidos por
deteccion por AAS o ICP-AES. Un problema de la especiacién por reduccién selectiva
es que, en la mayorfa de los casos, los calibrados univariantes no son adecuados, debido
a la distinta eficiencia en la generacién del hidruro a partir de cada especie. Por el
contrario, si se utiliza una calibracién multivariante es posible el procesamiento de datos
para la reduccidn selectiva, permitiendo la determinacién simultanea de las diferentes
especies en muestras complejas. La calibracién multivariante ILS (inverse least squares)
ha sido empleada por Torralba y col,, (1994) para la determinacién de As(V), As(lI),

MMA y DMA, usando un sistema de generacién de hidruros en continuo y AAS.

El atrapamiento criogénico de las especies también se utiliza como método de
especiacion basado en las distintas propiedades fisicas de las especies. Las funciones de
¢ste atrapamiento son la de actuar como preconcentrador cuando se enfria con nitrogeno
liquido, y como una columna cromatogrfica cuando la trampa cromatogréfica se
calienta gradualmente. Los distintos hidruros se eluyen secuencialmente en orden
creciente de su punto de ebullicién. Los limites de deteccién alcanzados dependen del

volumen de muestra y del sistema utilizado para la deteccién. Generalmente son del
orden de ng L,

El primer método aplicado que utiliz6 una combinacién de éste tipo fue
construido por Braman y col. (1977) para la determinacién tanto de las especies de

arsénico inorgdnico como de los compuestos metilados (MMA y DMA). Posteriormente,
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se han realizado varias modificaciones de este sistema, incluyendo la semiautomatizacién

(Feldman, 1979), alcanzdndose mejores limites de deteccién y mayor reproducibilidad.

La metodologia del atrapamiento criogénico fue extendida significativamente por
Andreae (1982, 1983), quien lo acopld a la AAS equipada con una cubeta de silice. Con

este sistema se ha realizado la especiacién de arsénico y antimonio en aguas naturales.

En el trabajo de Howard y Arbab-Zabar (1981) se ofrece una alternativa para la
especiacién de arsénico, en la que el sistema de atrapamiento criogénico se acoplo entre
el sistema de generacidn de hidruros y el AAS. Como la interaccién de los hidruros con
el material de empaquetado (bolas de vidrio) es débil, es posible eluirlos todos en 1
minuto sin que sea necesario calentar. Con este sistema se ha realizado la separacién de
arsina, monometilarsina y dimetilarsina. Sin embargo, la reproducibilidad depende de
las fluctuaciones de la temperatura ambiente. Cuando se combina la generacién de
hidruros con el atrapamiento criogénico pueden surgir una serie de problemas, que
provienen de la contrapresién y la obstrucci6n de la trampa fria con el agua transportada
desde el generador de hidruros, La condensacién de agua puede evitarse realizando una
etapa de secado después de generar el hidruro, mediante desecantes, agentes quimicos
o métodos fisicos, del tipo de un tubo en U sumergido en un baflo de hielo. Sin
embargo, este método estd limitado a la determinacion de especies organometalicas con
baja temperatura de ebullicién (metilo, etilo, propilo y butilo) y s6lo ofrece un bajo nivel

de separacion.

Por tltimo, también se ha descrito un método, basado en la diferente volatilidad
de los cloruros de As(IIl) y As(V), para la determinacion selectiva de ambas especies.
Mediante una atomizacién a 1100°C se elimina totalmente el As(III), mientras que el

As(V) es retenido cunantitativamente para su posterior atomizacion (Cheny col., 1993).
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IL2.2.- Determinacién de especies de arsénico por acoplamiento de técnicas

instrumentales

Se han desarrollado varios métodos que utilizan técnicas instrumentales acopladas
para la especiacion de los compuestos de arsénico. Estos acoplamientos constan,
basicamente, de una técnica de separacién combinada con un sistema de deteccion. Asi,
para la separacién de las especies de arsénico se han utilizado, principalmente, las

siguientes técnicas:

- Cromatografia de gases
- Cromatograffa liquida de alta resolucién (HPLC)

- Blectroforesis capilar.

I1.2.2.1.- Cromatografia de gases

Se han descrito pocos métados para la determinacién de las especies de arsénico
empleando la cromatografia de gases como técnica de separacién. Esto es debido,

principalmente, a la escasez de métodos de derivatizacién de arsénico, siendo los méis
utilizados:

- formacién de complejos arsenicales con ditiocarbamato (Daughtrey y col., 1975).
- empleo de derivados trimetilsilil (Henry y Thorpe, 1978).

- formacién de iododimetilarsina a partir de DMA (Sederquist y col., 1974).

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

- formacién de metiltioglicolatos de arsénico (Dix y col., 1987).

- generacién de hidruros o etilaciéon (Howard y Comber, 1992; Van Elteren,
1991).
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Sin embargo, ninguno de estos métodos, excepto el de generacion de hidruros, ha
frecido resultados satisfactorios, debido a la escasa estabilidad de los derivados o a su
degradacién en la columna. Por otro lado, en la derivatizacién mediante generacion de
hidruros es necesario que el acoplamiento al cromatégrafo de gases se haga via

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

La cromatografia de gases se ha acoplado a distintas técnicas atémicas, pero no
han sido muy utilizadas para la especiacibn de los compuestos de arsénico. El
acoplamiento GC-AAS se ha utilizado Gnicamente para la separacién de los
metiltioglicolatos de monometilarsénico y dimetilarsénico (Ebdon, 1988). EI
acoplamiento HG-CT-GC-AAS se ha aplicado a la determinacién de arsénico inorgénico
(As(IIl) y As(V)), monometilarsénico y dimetilarsénico, alcanzdndose limites de

deteccién comprendidos entre 0.2 y 0.5 ng.
11.2.2.2.- Cromatografia de liquidos.

El acoplamiento HPLC-AAS ha sido empleado, con varios disefios de interfases,
para la determinaci6n de las especies de arsénico (Woolson y Aharonson, 1981; Hansen
y col., 1992; Larsen y Hansen, 1992). Excepto la generaci6n de hidruros, las interfases
utilizadas no han proporcionado buenos limites de deteccion, por lo que no pueden ser
aplicadas al andlisis de muestras medioambientales. La generacién de hidruros, como
interfase entre el HPLC y la AAS, ha sido utilizada por numerosos autores para la
determinacién de las especies de arsénico (Maitani y col., 1987, Ebdon y col., 1988;
Chana y Smith, 1987; Hakala y Pyy, 1992; Miirer y col., 1992), sin embargo, en principio,
s6lo puede utilizarse para la determinacién de especies que sean capaces de formar
hidruros volatiles. Para poder determinar también las especies no formadoras de
hidruros, tales como la arsenobetaina y la arsenocolina, algunos autores han incorporado
una etapa de digestion de la muestra en linea, previa a la generacion de hidruros. Dicha
digestion puede tener lugar mediante una fotooxidacién (Atallah y Kalman, 1991; Cullen

y Dodd, 1988; Rubio y col., 19933, 1993b) o una oxidacién en horno microondas (Le y
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col., 1992, 1994). Otros autores han descrito un método termoquimico de generacion de
hidruros basado en una nebulizacién termoespray seguida por una pirdlisis del analito
y, por Ultimo, generacién del hidruro mediante un exceso de hidrogeno. Esta interfase
en linea se ha aplicado con éxito a la especiacién de compuestos de arsénico, incluyendo
AsB, AsCy sales de tetrametilarsénico (Blais y col., 1990, 1991; Momplaisir y col., 1991,
1994; Huyghues-Despointes y col., 1991).

Por otro lado, la ETA-AAS, principalmente con horno de grafito (GFAAS),
ofrece la ventaja de su gran sensibilidad para pequeiios tamarios de muestra, aunque las
etapas de secado y calcinacién, previas a la atomizacién, hacen muy dificil acoplar el
cromatdgrafo directamente al horno. Generalmente, se trabaja con muestreo en
discontinuo, introduciendo en el horno de grafito las distintas fracciones recogidas a la
salida de la columna. Este acoplamiento se ha aplicado a la determinacién de las
especies de arsénico en organismos marinos y sedimentos (Maher, 1981; Woolson y col.,
1982; Cullen y Dodd, 1989).

Asimismo, el HPLC ha sido acoplado en un gran nimero de trabajos al I[CP-AES
(Rubio y col,, 1993¢; La Freniere y col., 1987; Low y col, 1986; Spall y col., 1986; Morita
y col., 1981; Anderson y col., 1986). Morita y col. (1981) han utilizado este acoplamiento
para separar y determinar arsenito, arseniato, MMA, DMA y arsenobetaina en algas
marinas. Low y col. (1986) llevaron a cabo la especiacion de estos cinco compuestos en
muestras de orina, Se ha comprobado, que el empleo de un sistema continuo de
generaci6n de hidruros tras la separacién cromatogréfica, introduce grandes mejoras de
sensibilidad en el sistema HPLC-ICP-AES (Rauret y col,, 1991; Rubio y col., 1992;). Los
limites de deteccién para cinco compuestos de arsénico, empleando distintas interfases
entre el HPLC y el ICP, se muestran en la Tabla VII.
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Tabla VIL.- Limites de detecci6na de cinco compuestos de arsénico obtenidos por un sistema HPLC-
ICP-AES. " Limite de deteecidn obtenido por inycccién en flujo utilizando 1a fase mévil
del sistema cromatogrifico. * Estimado

As" AsY MMA DMA  PhAs Ref.
HPLC-ICP-AES 960 480 4000 Bushee y col.
(1984)
convencional 390 126 57 60
Spall y col.
nebulizador 50" 60° 50¢ 50 {1986)
Roychowhdhury y
HPLC-DIN-ICP-AES  19.6 11.2 Koropchak (1990)
La Freniere y col.
HPLC-USN-ICP-AES 6 9 3t 3® (1987)
HPLC-TS-ICP-AES 234 34 31 24  Wang y Jiang
(1991)
HPLC-HG-ICP-AES 3 4 3 Roychowhdhury y
Koropchak (1990)
HPLC-HG-ICP-AES 10 10 21
Colon y Barry
51 128 140 112 (1991)
Bushee y col.
0.3 09 0.4 2.1 {1984}

Blais y Marshall
(1989b)

Rauret y col.
(1991)

Ei acoplamiento HPLC-ICP-MS estd ampliamente recomendado para los

elementos y sus compuestos a nivel traza, ya que el ICP-MS es una técnica que

proporciona bajos niveles de deteccién (sub-nanogramos para la mayoria de los

elementos) y detecciéon multi-elemental. Los bajos niveles de arsénico encontrados en
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la orina con este acoplamiento, junto con el amplio rango de toxicidad exhibido por sus
especies individuales, hacen que la especiacién de arsénico en orina por HPLC-ICP-MS
sea de considerable interés (Heitkemper y col.,, 1989; Sheppard y col., 1992; Larsen y
col,, 1993; Shibata y Morita, 1989) . La generacién de hidruros también se ha empleado

en este acoplamiento, disminuyendo los limites de deteccién (Le y col., 1994).

En la Tabla VIII se muestra un resumen de los métodos desarrollados para la
especiacién de arsénico en diferentes muestras, ordenados segin la técnica de deteccién
empleada. Como se puede observar, los métodos de separacién por HPLC més
cominmente usados para la especiacion de arsénico, debido a la naturaleza iénica de
las especies, son: los de cambio ani6nico, los de cambio catidnico, y la cromatografia de

pares i6nicos en fase reversa, donde se utiliza un reactivo de pares i6nicos.

En la biisqueda de la separaci6n cromatografica de las especies de arsénico se han
usado distintas columnas de cambio anidnico y una variedad de fases méviles: fosfato,
carbonato, acetato y acido sulfirico, en varias concentraciones y pI. Los mejores
resultados se obtuvieron empleando tampén fosfato como fase mévil. Algunos autores
indican que a bajas concentraciones de la fase mévil (2-10 mM/1) se produce una buena
separacion de las especies de arsénico, pero las fltimas especies eluidas, MMA vy
especialmente el As(V), presentan picos anchos debido a los largos tiempos de retencién,
lo que origina un incremento en los limites de deteccién. Utilizando una fase mévil mds
concenirada, se obtienen tiempos de retenci6én mds cortos y mejoran los limites de
deteccién para el MMA y As(V). Estas columnas presentan una buena separacién del
arsenito, MMA, DMA y arseniato, mientras que los compuestos cuaternarios (AsB, AsC,
TMA), debido a su naturaleza catidnica, eluyen juntos en el volumen muerto. En la
separacion de estas especies, el pH es selectivo en base a los pK, de los compuestos
aniénicos, siendo posible la separacién del As(IIT) y de la AsB a pH bésico, donde el
arsenito estd en forma ani6nica. Varios autores coinciden en que la mejor separacién
de las especies cuaternarias, arsenito, DMA, MMA y arseniato, se obtiene a pH 6.0 con

tampoOn fosfato.,
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Para la separacién cromatogréfica por el método de pares idnicos, los distintos
autores optan, en la mayoria de los trabajos, por la utilizacién del ién tetrabutilamonio
como agente formador de pares-iénicos. Beauchemin y col. (1989) emplean como agente
formador de pares-idnicos hidréxido de tetrabutilamonio 5 mM y como fase movil

agua/metanol a pH 7.0, siendo el tiempo de andlisis de 10.10 minutos.

Segtin Larsen y col. (1992), la cromatografia de cambio aniénico proporciona una
mejor separacién de los aniones de arsénico comparada con la cromatografia de pares
i6nicos; hecho que atribuyen a que la retencién de las especies de arsénico es sensible
a los cambios de pH, la naturaleza del tampén y su concentracién. Sin embargo,
Beauchemin y col. (1989) resaltan que el método de pares iénicos proporciona mejores

resoluciones que el de cambio anidnico.
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Tabla VIII: Técnicas acopladas para la determinacidén de compuestos de arsénico

TECNICA COMPUESTOS MUESTRA SEPARACTION CARACT. ANALITICAS REFERENCTIA
IC-F22S as(III), As{V), Aqua ¥ Cambio iénico L.D. (zg L'l]: 10 Woolson y Aharonson
MMA, DMA sedimentos (resina) R{%): 99 - 107 1981
RSD(%): 0.7 - 1.3
HPIC-FARS As(III}, As(V), MMA Suelos Cambio aniépico L.D. (g mL-l}: 0.3-1.4 Eansen ¥ col.
DMA, AsB, BsC, TMA Cambio catidnico 1932
HPIC~FRAS As(III), As(¥), M - Par idnico - Larsen y Ransen
DMR, 2sB, AsC, TMA Cambio aniénico 1992
HPIC-GFRRS As(1II), As(V), Organismos Cambio idnico R(%): no detectado, Maher
MMR, DMA marines y 94, 96.5, 92 1881
sedimentos
BPLC-GFRAS As(III), As(V), Suelos Cambio aricnico R(%): 65, 65, 80, 90 Woolson y col.
MR, DMA T.3. (nin): 32 1982
HPIC-GFRAAS As(III}, Bs(V), Organismos Cambio anidnico RSD {ng): 20 Cullen vy Dodd
MMR, MR, AsB marinos T.3. (min}: >60 1989
HPLC-HG-FARS As(III), Bs(¥), Higado de ratén Cambio aniénico L.D. {ng}: 1, 7,2 2 Maitani y col.
MR, DMA y algas T.2. [min): <20 1987
HPLC-HG-RAS As{III}, As(V}, Aqua Cambio anidnico L.D. (ug L'l]: 6, 27, 2¢, 18 Ebden v col.
MR, DMA 1938
IPLC-HG-22S As(III), Bs(V), Bqua Cambio anidaico L.D. (ag): 1-2 Tye ¥ col.
1985

MMA, DMR
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TECNICA COCMPUESTOS MUESTRA SEPARACION CARACT. ANALITICAS REFERENCIA
HPLC-HG-ARS as(II1), Rs(YV), Orina Cambio aniénico L.D. (ag 1Y 2 Chana y Smith
MMR, DMA RSD(%): 5.1-7.2 1987
T.A. (min): 11
HPLC-HG-RAS As{III), As(V), Orina Pares iénicos L.D.[ugL"I]:l.G—fl.? Hakala y Pyy
MMA, DMR R(%): 83.4-91.9 1992
RSD(%): 1.7-2.1
T.A. (min): 3
HPLC-HG-BRS As(IIT), Bs(V), MR, Marisco v Cambio anidnico- L.D. (g I.'l]: 2.86, 3.31, ¥irer y col.
DMA, AsB, &sC orina cationico en serie 2.86, 2.26, no determinado 18392
T.A. (min): <65
HPL.C-THG-RAS AsB, AsC, TMA - Par-catidnico L.D. (ng): 3.8-4.6 Huyghues-Despointes y col.
7.2, (min): 7 1991
HPLC-TRG-RAS AsB, AsC, TMA Pescado Cambio catidnico L.D. {ng): 13.3, 14.5, 7.6 Blais y col.
RSD (%): 6.0, 2.3, 6.5 1990
R {%): 85, 85, 83
T.A. (min): 10
HPLC-THG-AAS AsB, AsC, TMR QOrina Cambio catidnico L.D. (ng): 13.3, 14.5, 7.6 Blais y col.
RSD (2): 6.0, 2.3, 6.5 1991
R (3): 97, 85, 94
T.2. (min): 10
MO-FI-HG-RAS As(III}, As(V), - - L.D. (ng): 0.5 Le y col.
AsB, AsC, TMA 1992
Fotooxidacidn- As(IIT), As(V), MR, - Cambio aniénico - Atallah y Kalmen
HG-2AS DMA, AsB 1991
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TECNICA COMPUESTOS MUESTRA SEPARACION CARACT. ANAILITICAS REFERENCIA
HPLC-ICP-AES As(III), as(V), Orina Cambio apidnico T.A. (min}: 10 Tow y col.
MHA, DMA, RSB acoplado con 1986
fase reversa
HPLC-TCP-BES As{III), BAs(V), Organismos Cambio: L.D. (ng): 2.6 Morita y col.
MMA, DMA, AsB marinos - aniénico T.A. (min): <15 1981
- catidnico T.A. (min): <10
HPLC-ICP-AES Bs(III), As{V), Suspension Cambio anidnico L.D. {g): 0.390, 0.126, Spall y col.
MMR, DMA de células 0.060, 0.057 1986
cultivadas R(%): 87.4, 97.6, 95.9, 95.5
T.A. (min): 17
HPLC-ICP-AES AS(II1), As(V), g - D. (49 L'Y): 0.2-0.7 Anderson ¥ col.
MMB, DMA natural 1986
HPLC-ICP-AES AS(III), BAs(V), Agua residual y Formacidn de vesiculas en D. {ng): 0. 5 1.2 Lin y col.
MMA, DMR orina ma columa T A {min): 1 1993
RSD{2):2-4
HPLC-ICP-AES As(III), As(V), - Par idnico .. [ng mL'l]: £1-100 La Freniere y col.
MMA, DMA T.A. (min}: <20 1937
HPLC-HG- AS(III}, Bs(V), MR, - cambio anidnico (a) 1.D. (mg &'Y): 0.22-1.52 Rubio ¥ col.
ICP-RES DMA; RAsB, AsC {distinia fase movil) T.2. (min): 11 1993
elucién: (b) L.D. (pg L'Y: 2.1-10.2
(a) isocrdtica T.3. (min}: i2
(b) gradiente
EPLC-HG- Bs(III), Bs(V), Aqua Canbio anidaico LD. {ug 1N 3.5-21.3 Rauret y col.
ICP-RES HMR, DHR mineral R{%): 83.5-100.8 1991

7.3, (min): 7
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TECNICA COMPUESTOS MUESTRA SEPARACION CARACT. ANALITICAS REFERENCIA
HPLC-HG- as(III), Bs(V), Extracto Cambio anidnico (2) L.D. (ug &)z 3.5-21.3 Rubio ¥ col.
ICP-AES WA, DMA de pescado {distinta columa) T.A. (pin): 8 1992
sintético elucidn: (b) L.D. (E Ll] 2.7-11.4
{a) isocrdtica T.3. {min): 9
(b} gradiente R(%): n.d.,
101—183.
HPLC-ICP-MS As{ITI}, Bs(V), Orina Cambio anidnico L.D. (pg): 73, 96, 36, 38 Heitkemper y col.
MMR, DMA RSD(%): <10 1989
T.3. (min): 10.2
HPLC-ICP-HS Bs(111), Bs(V), - Cambio anidnico RSD(%): 3.1-15.3 Branch y col.
MMA, DMA, AsB T.3. (min): <6 1939
HPEC-ICP-MS As(II1), As(V), Misculo de Par anidnico 7.3, {min}: 10.10 Beauchenin y col.
MMB, DMA, BsB pescado (DORM-1) (AsB no determ.) 1989
Cambio anidnico T.3. (min): 8.30
Par-catiénico T.A. (min): 6.30
(WA no determ.)
D. (pg): 50-300
HPLC-ICP-H5 15 especies Materiales Cagbio anidnico - Shibata y Morita
DORM-1 y DOLE-1 1988
HPLC-DIN- As{III}, Bs(V}, - Pares idnicos L.D. {pg I'Y): 1.0-1.2 Shum y col.
ICP-¥S MMR, DA (gradientes) BSD{%): 3.0-3.8 1992
7.3. (min): 15
IC-1CP-MS As(III}, As(N), Orina Cambio iénico L.D. (g I°Y): 1.2-6.0 Sheppard y col.
MMA, DA (gradientes) RSD(%): 2-8 1992

T.3. (min): <12

soo[pi8onqig sajuapasauy
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TECNICA COMPUESTOS MUESTRA SEPARACION CARACT. ANATLITICAS REFERENCTA
IC-TCP-MS Bs(III), As(V), Vino rosado Cambio iénico 1.D. (ug L'Y): 0.73-2.6 Sheppard y col.
MMR, MR (gradientes) RSB(%}: 4-15 1932
IC-1CP(He)-MS As(III), Bs(¥), Vino rosado Cambio iénico £.D. {ug 1Y) 0.63, 0.37, Sheppard y col.
WA, DA (gradientes) 0.32, 0.80 1992
RSD(%): 7, 4, 14, 12
HPLC-ICP-MS as(I11), 2s{V), Orima Cambio aniénico £.D. {ng ot)): 6.5-10.4 Larsen y col.
HMA, DR RSD{%): 5.4-8.9 1993
T.A. (min): <5
EPLC-ICP-HS 2B, AsC, Crina Cambio catinico L.D. (ng nL}): 2.7-6 Larsen § col.
TMR, TMAO RSD(%): 5.8-23 1993
T.3. (min): <2
HPLC-ICP-HS 15 especies Orina Permeacidn en gel L.D. (pg): 100 AsB, 150 AsC Shibata y Morita
Par-idnico L.D. (pg}: 20 AsB, 50 AsC 1989
HPLC-ICP-KS 1sB, DMA, As(V) Pescados y DORM-1 Caghio anidnico Recuperaciones: 85-115% Branch y col.
1994
HPLC-ICP-S Bs(III), Bs(V), ¥, DR, suelo cazbio anidnico L.D. (ng mt): 1-7 Hansen y col.
BsB, AsC, TMEs Par-idnico 1992
HPLC-MO-HG 2s(111), 2s(V), Orina Cambio anidnico 1.D. (ag m01): 10-20 Le y col.
-ICP-H5S MMA, DMA, 2sB fase reversa 7.3, (min): 12 1994
w As{1I1), As[V], - Electroforesis L.D. (pg): 46 Korin y col.
MMA, DM capilar T.A. (min): 6 1992
Conductividad MR, DMA Pesticidas Cromatografia R(%): 10.3, 3.6 Gehrig y Fitzpatrick

liquida

T.3. {minj: 3.2

1989
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Parte Experimental

REACTIVOS Y MATERIAL

La realizacién del presente trabajo se ha llevado a cabo con reactivos de pureza

para andlisis y agua desionizada obtenida con un sistema Milli-Q (Millipore).

- Compuestos de arsénico:

Arsenito sédico (Carlo Erba), arseniato disédico (Merck), monometilarseniato
disédico (Carlo Erba), dimetilarseniato de sodio (Sigma), arsenobetaina (Programa de
Ensayos, Medidas y Pruebas (M&T)), arsenocolina (M&T).

- Reactivos para HPLC:
Acido fosférico (Carlo Erba), fosfato trisddico (Merck), fosfato de

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

- Reactivos para la oxidacion:
Persulfato potdsico (Merck), hidroxido sédico (Merck), grafito en polvo (Ultra ¥
purity, Dicoex)

- Reactivos para la generacion de hidruros:
Acido clorhidrico (Carlo Erba), borohidruro sédico (Aldrich), hidréxido sodico
(Merck), Argén C-50 (Carburos Metélicos), cetileno C-26 (Carburos Metdlicos).

- Reactivos para la preconcentracion:
Acido fosférico (Carlo Erba), fosfato trisédico (Merck), dcido chorhidrico (Carlo
Erba), hidréxido sédico (Merck), agna oxigenada (Faimter, S.A.), nitrato sédico (Merck),

sulfato disddico (Merck), cloruro sédico (Merck).

- Reactivos para el pretratamiento de la muestra "clean-up”

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

91



Parte Experimental

III.1.- PREPARACION DE DISOLUCIONES

Todas las disoluciones utilizidas en la realizacién experimental de esta memoria
S¢ prepararon como se explica a continuacién, con agua de calidad Milli-Q, se

almacenaron en botellas de polietileno y se conservaron en el frigorifico,

- Disoluciones patrén de As(IIl), As(V), DMA y MMA: se prepararon mediante
pesada directa de 0.1734, 0.4165, 0.0547 y 0.0543 de NaAsO,, Na,HAsO,.7H,0,
CH;AsO(ONa),.6H,0 y (CH,),AsO,Na.3H,0, respectivamente, y se enrasé a 100 ml con
agua desionizada, para obtener en cada una de elias una concentracién final de 1000 mg
L™ en arsénico. Bstas soluciones fueron guardadas a 4°C en botes aislados de la luz. Las
disoluciones patrén de menor concentracién se obtuvieron diariamente, a partir de las

anteriores, mediante la adecuada dilucién con agua.

- Disoluciones patrén de AsB y AsC: se prepararon diariamente a partir de las
disoluciones de referencia, proporcionadas por el Programa de Ensayos, Medidas y
Pruebas (M&T), de 366.4 y 3064 mg L' de arsénico respectivamente, por dilucién

conveniente.

- Disoluciones de fosfato: se prepararon disoluciones de 0.5 a 40 mmol L
disolviendo las cantidades adecuadas de Na,PO, en agua desionizada. El pH fue ajustado
con 4cido fosférico. Las disoluciones resultantes se filtraron a través de un filtro de

membrana de nylon de 0.45 um y se desgasificaron antes de usarlas.

- Disoluciones de 4cido fosférico: se prepararon disoluciones de 0.5 a 40 mmol

L™ disolviendo las cantidades adecuadas de H,PO, en agua desionizada.

- Disoluciones de fosfato de tetrabutilamonio (TBAP): se prepararon disoluciones
de 1.5 a 15 mmol L, pesando una cantidad adecuada de TBAP, y e enrasaron con agua
desionizada. El pH fue ajustado con fosfato. Las disoluciones resultantes se filtraron a

través de un filtro de membrana de nylon de 0.45 um.
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- Disolucién de persulfato potdsico (K;S;0s) 1 a 5% (M/V) estabilizada con
hidréxido sédico (NaOH) 0.5 a 5%: las disoluciones se prepararon disolviendo la
cantidad adecuada de NaOH en 250 mL de agua, se afade la cantidad adecuada de
K,S,0; y se enrasa a 500 mL.

- Disolucién de borohidruro sédico (NaBH,) al 3% (M/V) estabilizada con 1%
de hidréxido sédico (NaOH): se disuelven 10 g de NaOH en agua y se afiade 30 g de

NaBH,, La disolucién se filtra y se enrasa a 1000 mL con agua desionizada,

II1.2.- MATERIAL

- Material volumétrico de vidrio de calidad contrastada y recipientes de
polietileno y teflén para almacenar disoluciones y muestras.

- pH-metro de precisién Metrohm E510

- Micropipetas "Brand" de volumen variable y fijo.

- Sistema de purificacién de agua Milli-Q "Millipore”.

- Congelador "Zanussi" (*¥***¥),

- Frigorifivo "Corbero"

- Balanza analitica "Precisa" con sensibilidad 0.01 mg.

- Célula de atomizacidén de cuarzo "Aplitec".

- Soporte para la célula de cuarzo disefiado en el laboratorio de Quimica

Analitica de la Universidad complutense de Madrid
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INSTRUMENTACION

La separacion y deteccién de las especies de arsénico se realizé con la siguiente

instrumentacién:

- modulo de separacion:

* bomba de alta presion Waters 590 para cromatograffa liquida de alta resolucion.
* vélvula de inyeccion de seis vias Reodyne tipo 50 con un bucle de 100 ul.
* columnas: IC-PAK A (50 * 4.5 mm i.d., 10 xm)

Hamilton PRP-X 100 (250 * 4.1 mm 1i.d., 10 xm)

Spherisorb 5 ODS1 (150 * 4.6 mm i.d., 5 pm)

* Cartuchos anidnicos [C-OH (Supelco)

- modulo de oxidacién:

* Placa calefactora "P-Selecta",

* Horno microondas (Balay, modelo BAHM-III) con una potencia mixima de

700 W (variable en nueve posiciones).
* Tubos rigidos de teflén de 0.5 mm de didmetro interno.
* Tubos flexibles de Tygon (0.60 cc m™) "Gilson".
- mddulo de generacién de hidruros:
Para la generacién de hidruros se utilizo un dispositivo, disefiado en el

departamento de Quimica Analitica de la Universidad Complutense de Madrid,

que comnsta de una bomba peristéltica de cuatro canales (Gilson HP4), un bucle
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de mezcla y otro de reaccién (Teflon , d.i. 0.5 mm) y un tubo de vidrio en forma
de U como separador de fases gas-liquido (Philips). Los tubos portadores de las
distintas disoluciones son tubos flexibles de Tygon (0.60 cc m™) "Gilson" y las

uniones de todos los tubos del sistema fueron elaborados con tefldn en nuestro

laboratorio.

- médulo de deteccion:

El detector es un espectrémetro de absorcién atémica modelo Perkin-Elmer
2380, equipado con una lampara EDL como fuente de excitacién y utilizando una
rendija de 0.7 nm para aislar la longitud de onda de 193.7 nm del espectro del
arsénico. Las sefiales de absorbancia se registraron en un registrador Perkin-Elmer

Modelo 56, operando a 10 mV.
- modulo de preconcentraciéon
* Hstaci6n de vacio Visiprep (Supelco) conectado a una bomba de vacio Barna

(2 m* ht)

* Cartuchos Accell Plus QMA (Sep-pak VAC 6 cc de 500 mg) con grupos
funcionales: -C(O)NH(CH,),N(CH,)", CI..

- mddulo de pretratamiento de las muestras

* Centrifugadora P-Selecta meditronic.

* Rotavapor Heidolph W 2000.
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Resultados y Discusién

METODOS ANALITICOS PARA LA DETERMINACION

Y SEPARACION DE LSPECIES DE ARSENICO

V.1.- DERIVATIZACION A LA FORMA DE HIDRUROS

Desde hace mds de cien afios se conoce, y se ha utilizado, el hecho de que el
arsénico y otros elementos de los grupos IV, V y VI del sistema periédico forman
hidruros covalentes volétiles por reaccién con hidrégeno naciente. Sin embargo, esta
técnica sdlo ha sido ampliamente utilizada con fines analiticos en los iltimos afios, como
consecuencia del gran desarrollo de la instrumentacién. La principal ventaja de la
volatilizacion de un elemento como hidruro gaseoso radica en que se consiguen,
simultdneamente, la separacion de la matriz y el enriquecimiento del analito, lo que
supone una considerable reduccién de las interferencias. Ademads, el método puede ser
fécilmente automatizado y acoplado a sistemas de flujo continuo, como es el caso de la

cromatografia.

No todas las especies de arsénico de mayor relevancia son capaces de generar el
hidruro correspondiente. Asi, de las seis especies estudiadas en este trabajo, s6lo cuatro
de ellas son capaces de formarlo: dcido arsenioso, dcido arsénico, MMA y DMA. Los
dos primeros dan lugar a la formacién del mismo hidruro, arsina (H;As), mientras que
el MMA y DMA generan monometilarsina y dimetilarsina, respectivamente. La
arsenobetaina y arsenocolina no sufren esta reaccién de derivatizacion y, por tanto, no

dan lugar a la formacién de ningin hidruro.

En este trabajo se pretende desarrollar métodos analiticos que permitan la
determinacioén de cualquiera de estas seis formas quimicas del arsénico que son objeto

de nuestro estudio, mediante la técnica de absorcién atémica con generacion de hidruros
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por FIA. Teniendo encuenta que las especies se separan en un sistema HPLC, las
condiciones impuestas por el sistema cromatografico, tales como la naturaleza,
concentracion y flujo del eluyente, tienen que estar contempladas en la optimizacidn del
sistema de deteccién. También hay que contemplar la transformacién de las especies del
arsénico que no forman hidruros a otras formas quimicas que sean capaces de
generarlos. El hidruro de arsénico a partir de los grados de oxidacién (III) o (V) se
genera, normalmente con la misma eficiencia, por reaccién con borohidruro sédico al
3% (m/v) en medio 4cido clorhidrico 6 mol L (A. Lépez y col.,, 1992). Como disolucién
portadora del sistema FIA se ha utilizado el eluyente m4s empleado en cromatografia
de cambio anidnico (tampdn fosfato 17 mmol L. El hidruro asf formado es
transportado a la célula de atomizacién del detector por medio de un gas portador

(argén). El esquema del sistema FIA utilizado aparece representado en la Figura 5.

Muestra

A

Portador
—p

Acido

Reductor .

Figura 5.- Esquema del sistema FIA utilizado para la gencracién del hidruro de arsénico. Siendo
A: bomba perisigliica; B: vilvula de inyecciébn (100 uL); C: bucles de reacci6m;
D: separador de fases gas-liquido; E: especirometro de absorcién atémica.

Por tanto, los pardmetros estudiados fueron: (1) velocidad de flujo de argén (gas
portador del hidruro de arsénico), (2) caudal del portador, (3) caudal de los reactivos,
(4) influencia de la longitud y forma de los bucles de reaccién, (5) concentracién del
agente reductor (NaBH,) y (6) acidez del medio (concentracién del acido clorhidrico).

En todos los casos se utilizaron disoluciones independientes de cada compuesto con una
concentracion de 200 ug L de arsénico.
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(1) Influencia de la velocidad del flujo de argon

Para realizar este estudio se varié la velocidad del flujo de argdn, utilizado para
transportar el hidruro formado a ia célula de atomizacion, en el intervalo de 5-30 mL
min™, Los resultados obtenidos se representan en la Figura 6. En la gréfica se observa
que para todas las especies de arsénico la sefial analitica aumenta gradualmente al
aumentar el caudal de argén, observdndose un valor maxinmo cuando dicho caudal es de
10 ml min™, Velocidades de flujo de argén mayores dan lugar a una disminucion de la

sefial debido a un efecto de dilucién del hidruro en el argén.

Absorbancia

AslI) As(N) NMDNMLA D A

Caudal de Ar (ml/min.)
B = -5 Bl 1o U0zc Bl so

Figura 6.- Influcncia del caudal de arg6n sobre la seital analitica de fos hidruros de arsénico
formados a partir de As(IlI), As(V), MMA y DMA. Conccntraci6n dc arsénico:
200 pg L.

A la vista de los resultados se puede decir que la velocidad del flujo de argén
Optima para transportar los hidruros de arsénico formados a partir de todas las especies
es de 10 mL min®. Por tanto, éste es el valor escogido para realizar los restantes

estudios.
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(2) Influencia del caudal de la disolucién portadora del sistema FIA.

Se llevé a cabo un estudio de la influencia del caudal del portador sobre la sefial
de absorbancia manteniendo constantes los caudales de los reactivos a 1.6 mL min™ y
variando el caudal del portador entre 1y 3 mL min™ (intervalo operativo en HPLC). La
disolucién portadora utilizada fue tampén fosfato 17 mM a pH=6.0, debido a que serad
el eluyente utilizado en la separacién de estas especies mediante cromatografia de

cambio anidnico. Los resultados obtenidos se representan en la Figura 7.

o1 s
P I N T T T T T

.1 | - - - - N - - - - .- M- - - e e

Absorbancia

o1 B 3. B B
1O i . - GGILESREY - - . - . . . . . . . .
o o5 . B EESicia e . . . . . . .
.0
O.oa

OO

O oo LS c s :
A1) e (VD

Caudat de portaedor mlbsrmi;m)

1.0 Hfq .5 oo (Ces Hla O

Figura 7.- Influencia del caudal de la disolucién portador en la seiial analitica do los hidruros de
arsénico formados a partir de As(ID), As(V), MMA y DMA. Concentracidn de arsénico:

200 ug L.

Como se puede observar en la Figura 7, la sefial aumenta ligeramente al
aumentar el caudal de portador, para todas las especies de arsénico. Se ha escogido un
caudal de 2.0 mL min® para llevar a cabo la determinacién ya que velocidades de flujo
mds altas ocasionan un consumo de reactivo mayor sin obtenerse mejoras significativas

en la sensibilidad.
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(3) Influencia del caudal de los reactivos.

Se llevo a cabo un estudio sobre la influencia del caudal de los reactivos que
intervienen en la reaccién de formacién de los hidruros. Como ya se ha dicho
anteriormente, estos reactivos son: el borohidruro sédico (NaBH,), que es el agente
reductor, y el 4cido clorhidrico, que proporciona el hidrégeno necesario para formar el

hidruro.

Para realizar este estudio se han mantenido constantes el resto de las variables
experimentales en aquellos valores que se consideran como 6ptimos y se ha variado el
caudal de uno de los reactivos entre 0.2 y 1.9 mL min’, mientras se mantiene la
velocidad de flujo del otro reactivo en un valor constante de 1.9 mL min™ Los

resultados obtenidos se representan gréficamente en las Figuras 8 y 9.

Absorbancia

Am i s (D) N RS

Ceaudat cde NaBHy (rmil/rmim,)
B o.= ES o.- 1.z s

Figura 8.- Influcncia del caudal del NaBH, al 3% en la seital de absorbancia de los hidruros de
arsénico obtenidos a parlir de As(III), As(V), MMA y DMA. Concentracion de arsénico:
200 pg L.
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Absorbancia

As D As (V) N BALA =3V, PN

Caudal dal HCI (mL/min.)

BN o= B oa BEo v C 112 B

Figura 9.- Influencia del caudal del HC1 6 mol L ¢n la sedial de absorbancia de los hidruros de
arsénico obtenidos a partir de As(IiT), As(V), MMA y DMA. Concenlracion de arsénico:
200 ug L.

En ambos casos se observa que la sefial de absorbancia aumenta gradualmente,
para la mayoria de las especies, a medida que se incrementa la velocidad de flujo del
reactivo correspondiente, como era de esperar, ya que al disminuir el tiempo de
residencia de la muestra en el sistema se produce una menor dilucién de la misma en
la corriente de portador, aumentando al mismo tiempo la eficiencia del proceso. En el
caso del DMA, la eficiencia ,sin embargo, disminuye ligeramente a medida que aumenta
el caudal de HCL Por tanto, con objeto de conseguir la mayor sensibilidad posible,
considerando a todas las especies en su conjunto, se ha escogido como caudal éptimo,
tanto de borohidruro s6dico como de 4cido clorhidrico, el mayor de los wvalores
estudiados, es decir, 1.9 mL min™.
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(4) Influencia de la longitud y la forma del bucle de reaccién.

Se estudiaron distintas longitudes del bucle de reaccién sin que se observase
ninguna influencia de este pardmetro sobre la sensibilidad, ni sobre la forma de las
sefiales de absorbancia proporcionadas por los hidruros correspondientes a cada especie
de arsénico. En cuanto a la forma de dicho bucle, se estudiaron dos tipos: lineal y
anudado, sin que se observase tampoco ninguna variacién en la sefial. En los restantes

estudios se ha utilizado un bucle de reaccidn de tipo lineal de 20 cm de longitud.
(5) Concentracién del agente reductor (NaBH,).

Para elegir la concentracién Optima de borohidruro sodico necesaria para
conseguir una mayor eficiencia en la generacién de los hidruros de arsénico formados
a partir de las distintas especies, se estudi6 la influencia de la concentracion de dicho
reactivo en el intervalo entre 1 - 9 % (m/v). El resto de los pardmetros o variables
experimentales, que influyen sobre la sensibilidad del método, se han mantenido en
aquellos valores considerados como 6ptimos y que se han establecido previamente. Los

resultados obtenidos se representa en la Figura 10.

Se observa que, para todas las especies de arsénico estudiadas, el valor de
absorbancia obtenido es méximo cuando se utiliza una concentracién de NaBH, del 3%
(m/v). Por consiguiente, esta es la concentracion de agente reductor seleccionada para
llevar a cabo la determinacién de estos compuestos empleando este sistema de

generacion de hidruros en continuo.
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Absorbancia

As L) A (V) N B A D N A

Concantracidn de NaBH‘, 2o (rm/wv)

- e Cl1e

Figura 10.- Influencia de la variacién de la concentracion de NaBH, en la seiial de absorbancia de
los hidruros de arsémico formados a partir de As(IlI), As(V), MMA y DMA.
Concentracion de arsénico; 200 ug L.

(6) Influencia de la acidez del medio (concentracion de HCI).

Al igual que en el apartado anterior, se ha estudiado la influencia de la
concentracion de HCI sobre la eficiencia de la reaccidon de generacién de hidruros en
continuo. Para ello, se ha variado la concentracién de 4cido en el intervalo entre 1 - 6

mol L, Los resultados obtenidos se representa en la Figura 11,

Como puede apreciarse en la Figura 11, se obtienen sefiales de absorbancia
pricticamente iguales para el As(Ill), As(V) y MMA, en todo el intervalo de
concentraciones de HCl estudiado, obteniéndose un valor mdximo y constante a partir

de una concentracién de 4cido de 3 mol L1,
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Por otro lado, en el caso del DMA, los valores de absorbancia obtenidos no
siguen la misma tendencia, es decir, no sufren la misma variacién al modificar la
concentracion de HCI que el resto de las especies estudiadas. Se observa cdmo para este
compuesto la seflal disminuye a medida que aumenta la concentracién de 4cido, por lo
que la mayor sensibilidad se consigue utilizando HCI 1 mol L. Ante esta situacién, la
concentracién de HCI, a lo largo de nuestras experiencias posteriores, se ha variado
entre 1 y 5 mol L, dependiendo de los objetivos y del resto de las condiciones
experimentales; asi, cuando se necesité una sensibilidad alta para el DMA, se llegé a una
situacién de compromiso sacrificando la sensibilidad para el resto de las especies. Una
concentracién de HCl de 1y 2 mol L, pricticamente iguala la eficiencia de generacién

para las cuatro especies,

Absorbaneia
0
oL
)

A(Ill) Am VY N A

Comncantracidan ode HCI, ol Ly
. m L la Bls Ce

Figura 11.- Influencia de la conceatracién de HCH en la sefal de absorbancia de -los hidruros: de
arsénico formado a partir de As(II¥), As(V), MMA y DMA. Concenlracién de arsénico:
200 pg L.
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V.1.1.- Conclusiones de la derivatizacién a la forma de hidruros

En la tabla XIX se muestra un resumen de las mejores condiciones del estudio

de los pardmetros que afectan a la generacién de hidruros de arsénico.

Tabla XIX.- Resumen de las condiciones experimentales 6ptimas para la derivatizacion del As(TIL),
As(V), MMA y DMA a la forma de sus hidruros

Velocidad del flujo de Ar 10 mL min™

Caudal de la disolucién de portador 2.0 mL min™
(Tampén fosfato 17 mmol L™ a pH 6.0)

Caudal de NaBH, 1.9 mL min™
Concentraciéon de NaBH, 3 % (m/v)
Caudal de HCI 1.9 mL min™
Concentracion de HCl entre 1y 5 mol L?

(dependiendo del objetivo)

Longitud del bucle de reaccion 20 cm
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V.2.- TRANSFORMACION DE ESPECIES DE ARSENICO

Como ya se ha comentado en el apartado anterior, tanto los 4cidos arsénico y
arsenioso como el MMA y el DMA son capaces de formar los hidruros correspondientes
por reaccidn con un reductor fuerte (NaBH,) en medio Acido. Sin embargo, la
arsenobetaina (AsB) y arsenocolina (AsC), en estas mismas condiciones, no dan lugar
a la formacién de ningin hidruro (Rauret y col, 1991), siendo necesaria una
transformacion previa de estos compuestos, normalmente mediante una oxidacién
enérgica, a otras especies capaces de experimentar dicha reaccién. Por otro lado, estos
compuestos organoarsenicales (AsB, AsC, etc.) son bastante resistentes a la accién de
los 4cidos concentrados, agentes oxidantes y mezclas de ambaos, tales como &cido nitrico,
agna oxigenada, etc. (Stringer y Attrepm, 1979). En la bibliografia disponible al principio
de este trabajo, algunos autores (Atallah y Kalman, 1991) empleaban la accién conjunta
de un oxidante y de radiacién ultravioleta, a una longitud de onda de 235 nm, para
transformar las especies no formadoras de hidruros en especies derivatizables. Sin
embargo, el empleo de Idmparas ultravioleta para favorecer la oxidacién de la materia
orgénica presenta algunos inconvenientes, tales como que la muestra necesita estar
sometida largos periodos de tiempo a la accién de 1a radiacién ultavioleta y el hecho de
que la eficacia de la oxidacién es muy dependiente del estado fisico de la lampara. En
este trabajo se ha pretendido desarrollar un sistema (o sistemas) de transformacién de
AsB y AsC a especies derivatizables, que obviara las dificultades de las ldmparas
ultravioleta. Debido a que es necesario un aporte exterior de energia para que tenga
lugar la transformacién de estos compuestos (AsB y AsC) a especies formadoras de
hidruros, en este trabajo se han desarroliado un método de termo-oxidacién y otro de

oxidacién asistida con microondas.
V.2.1.- Transformacion de las especies de arsénico mediante termo-oxidacién
Este método consiste en la transformacién de las especies orgénicas de arsénico

a As(V) mediante reaccifn, a elevada temperatura, de dichos compuestos con persulfato

potdsico en medio alcalino.
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Las primeras experiencias se realizaron en discontinuo con disoluciones acuosas
de arsenobetaina y arsenocolina, en distintos medios oxidantes y temperaturas. Se
observo que, trabajando a una temperatura en torno a los 100°C con disoluciones de
K28,04 entre el 2 y el 3%, en medio bésico, se producian eficiencias de generacién del
hidruro, a partir de estas especies, superiores al 70%. Ante las buenas perspectivas de
la transformacién de AsB y AsC a formas generadoras de hidruros, se procedié a
optimizar los diferentes pardmetros de oxidacién en continuo para estas especies, asi
como para las especies metiladas del As (MMA y DMA), que en presencia del agente
oxidante pueden descomponerse a As(V) generando el hidruro de la especie inorgénica

y no de la especie metilada.

Por consiguiente, se disefid un método en linea que se encuentra representado
esquemdticamente en la Figura 12, donde el portador arrastra a la muestra, inyectada
en el sistema a través de una vélvula de seis vias, y se hace reaccionar con persulfato
potésico, en medio bésico, en un reactor que se encuentra introducido en un horno de
polvo de grafito a una temperatura de 140 °C. Una vez completada la reaccién, se enfria

la mezcla haciéndola pasar por un bafio de hielo antes de proceder a la formacién de

hidruros.
Muestra 10 mi/min
Ar
termareactor '
bafio Ielo i
AN LN LEAA R
NaHPO, > V-V NYM
2 miimin MWIFLEN
ﬁ J?‘ separador
Q Q gas/tiquido
K,8,0, HCl MaBH,
0.6 mi/min 1.9 miymin 1.9 mlfmin

Figara 12.- Esquema FI - termo-oxidacién - HG - AAS, empleado para la transformacion y
determinacién de los compuesios organometalicos de arsénico
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V.2.1.1.- Optimizacién de los pardmetros experimentales de 1a termo-oxidacion

Los pardmetros estudiados fueron: (1) temperatura del horno de grafito, (2)
concentracién del reactivo oxidante y (3) caudal del oxidante. La generacién de hidruros

se llevd a cabo en las condiciones 6ptimas establecidas en el Apartado V.1,

(1) Influencia de la temperatura del horno de grafito sobre la eficacia de la

termo-oxidacion

Se ha comprobado que la eficiencia de la transformacién de AsB y AsC en una
especie capaz de generar el hidruro de arsénico depende, en gran medida, de la
temperatura. Esto es debido a que la reacci6n de estas especies con persulfato potésico
en medio bésico es endotérmica y, por lo tanto, necesita una cierta cantidad de energfa
para que ésta tenga lugar, Con el fin de establecer la temperatura 6ptima de trabajo, se
estudio la eficiencia de conversién de AsB y AsC (concentracién de arsénico 200 ug Lt
para cada especie) en especies generadoras de hidruros con persulfato potésico al 3%
(m/v) en hidréxido sédico al 1.5% (m/v), para distintas temperaturas en el horno de
grafito, En la Tabla X se muestra el tanto por ciento de transformacion conseguido para
ambas especies, siempre referido a la sefial obtenida a partir de As(V), en las mismas

condiciones.

De los datos reflejados en la Tabla X se puede deducir que a 100°C 1a conversi6n
de la AsC a una especie formadora de hidruros es completa, mientras que la AsB s6lo
se ha transformado en un 749, Para la transformacion total de ambas especies es
necesario utilizar una temperatura en el horno de grafito de 140°C. Por lo tanto, se ha
utilizado este valor para realizar los estudios de optimizacién de los restantes pardmetros

experimentales.
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Tabla X.- Eficiencia do la transformaci6n de AsB y AsC cn especics generadoras de hidruros con
ta temporatura empleando K,S;04 3% (m/v) en NaOH al 1.5% (m/v). Concentracién
de arsGnico 200 pg L.

Temperatura % Transformacién
(°C) AsC AsB

95 90 30

100 101 74
140 100 102

(2) Influencia de la concentracion de persulfato potasico en la eficacia de la termo-

oxidacién.

Se llevaron a cabo estudios variando la concentracién de K,S;,04 entre el 1yel

59 (m/v) en soluciones de NaOH en proporcién 2:1. Los resultados obtenidos se

representan en la Figura 13,
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Figura 13.- Influencia de la concentracion de K,8,04 sobre la seiial analitica de los hidruros de
arsénico formados a partir de (A) As(II), As(V)y MMA; (B) AsC; (C) DMA;
(D) AsB. Concentracién de arsénico: 200 g L.
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Como se puede observar se obtuvieron conversiones préximas al 100%, para AsB
y AsC, cuando la concentracién de K,S,0y era igual o superior al 3% {m/v). Aunqgue la
seflal obtenida a partir del DMA fué estable a partir del 3%, el valor obtenido es un
20% inferior que para el resto de especies. Se ha escogido como reactivo oxidante, para
llevar a cabo las experiencias restantes, una mezcla de persulfato potdsico al 3 % (m/v)
en presencia de hidroxido sédico al 1.5 % (m/v).

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

eficiencia de la termo-oxidacion.

Para realizar este estudio se ha variado la velocidad de flujo del reactivo oxidante
en el intervalo comprendido entre 0.2 - 1.6 mL min™, para una concentracién de K,S,0,
del 3% (m/v). La modificacién de este pardmetro afecta, de manera directa, al tiempo
de residencia de la mezcla (muestra més reactivo oxidante) en el bucle de reaccién, dado
que se mantienen constantes la velocidad de flujo de 1a disolucién portadora ( 2.0 mL.
min™) y el volumen del reactor ( 4.5 m de longitud x 0.5 mm de didmetro interno). En
consecuencia, en este estudio se evalia la eficiencia de la termo-oxidacion en funcién
del tiempo de residencia de la mezcla de reacci6n en el horno de grafito, en el intervalo
entre 16 y 24 s.

Los resultados obtenidos se representan en la Figura 14.

A la vista de estos resultados, se puede decir que un tiempo de residencia de
20's es suficiente para lograr la transformacién total de todos los compuestos estudiados.
Sin embargo, y al igual que en ¢l apartado anterior, la sefial del DMA es entre un 15 -
20 % menor que la obtenida para el resto de las especies. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos por otros autores (Atallah y col, 1991) empleando el método de

fotooxidacién descrito anteriormente (Apartado V.2).

113




Parte Experimental

s 120
[ 5]
£ A
5 100 A R Ebiebninibs ekt
g J e e -
. 80 B//
'° /
g /
Q
8 60 ¢
2
]
® 40 b T T
14 20 26 32

Tiempo de residencia (s

Figura 14.- Eliciencia de la transformaci6n de las especies de arsénico ¢n funcién del caudal del
reactivo oxidante {tiempo de residencia en el termorcactor). (A) As(V), As(III) y
MMA; (B) AsB y AsC; (C) DMA. Concentracién de arsénico de 200 pg L

V.2.1.2.- Influencia de 1a termo-oxidacién sobre la eficiencia de generacion del

hidruro.

Se ha observado que el proceso intermedio de termo-oxidacidén cambia la acidez
del medio de generacién de hidruros debido a la basicidad del reactivo oxidante, por lo
que se ha procedido a optimizar nuevamente la influencia de este pardmetro, empleando
el sistema en linea FI - termo-oxidacién - HG - AAS anteriormente desarrollado. Dicho
estudio se llevo a cabo variando la concentracién de 4cido clorhidrico entre 1 - 6 mol

L, Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla X1,
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Tabla X1.- Influencia de la concentraci6n del HCl sobre la cficicncia do gencracién del hidruro con
termo-oxidacién a partic de As(V), As(IIT), MMA, DMA, AsB y AsC, empleando ¢l
sistema FI - Termo-oxidacion - HG - AAS. Concentracién de arsénico: 200 ug L.

Concentracién de HCl Absorbancia
(mol L) As(ID) | As(V) | MMA | DMA | AsB | AsC
1 0.078 | 0.080 | 0.081 | 0.082 | 0.078 | 0.080

2 0.142 | 0.140 | 0.144 | 0.130 | 0.143 | 0.141
3 0.151 | 0.152 | 0.151 | 0.132 | 0.149 } 0.152
4 0.150 | 0.150 | 0.151 | 0.130 | 0.151 } 0.131
5
6

0.152 | 0.151 | 0.151 | 0.131 j 0.152 | 0.150
0.152 | 0.152 | 0.150 | 0.132 | 0.151 | 0.150

En la Figura 15 se compara el efecto de esta variable con el observado en ausencia

de termo-oxidacién.
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Figura 15.- Influencia do la concentracion del HCl sobre la cliciencia de gencraci6én del hidruro
sin termo-oxidaci6n a partir de: (A) As(V), As(XII), MMA; (D) DMA; (C) AsCy AsB;
y con termo-oxidacion a partir de: (B) As(V), As(III), MMA, AsB y AsC; (E) DMA.
Concentraci6n de arsénico: 200 pug L.
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Por un lado, se puede apreciar que las seflales de As(IIl), As(V) y MMA, sin
termo-oxidacidon (curva 4a), son aproximadamente un 20 % menores que las obtenidas
con termo-oxidacién (curva 4b), lo que puede ser debido al ligero aumento de
temperatura que experimenta la muestra con relacién a la que tenia cuando se trabajaba
en ausencia de termo-oxidacion. Las experiencias realizadas sin utilizar un bafio de hielo
tras la etapa de termo-oxidaci6n, dieron lugar a resultados poco reproducibles, debido
a que la inevitable condensacién de agua en el separador gas-liquido perjudica al
transporte de los hidruros hacia la célula de cuarzo. Sin embargo, aunque la mezcla pase
a través de un bafio de hielo antes de reaccionar con el NaBH,, la caida de temperatura
es suficiente como para evitar este fenémeno, asi como la descomposicion del
borohidruro, pero no lo suficientemente baja como para completar el enfriamiento. Por
lo tanto, el incremento de la sefial puede ser atribuido a que este ligero aumento de

temperatura favorece la reaccién de generacién de hidruros.

Por otro lado, arsenobetaina y arsenocolina, que no proporcionaban sefial en
ausencia de termo-oxidacién (curva 4c), dan lugar a sefiales practicamente iguales a las
de As(1II), As(V) y MMA para cualguier concentracién de HCI, cuando se introduce la
etapa intermedia de termo-oxidacién (curva 4b}, lo que indica la total transformacion

de estos compuestos a especies formadoras de hidruros.

Por altimo, cabe destacar el cambio de comportamiento del DMA. En ausencia
de termo-oxidacién se observaba una disminucién de la sefial de absorbancia
proporcionada por esta especie, a medida que aumentaba la concentracién de HCl
(curva 4d). Sin embargo, con termo-oxidacién se aprecia una tendencia similar a la
obtenida para las demds especies, si bien su sefial es aproximadamente un 15 - 20 %
menor. Esto sugiere que puede haber ocurrido una transformacidn, al menos parcial, de

DMA en alguna otra especie cuya eficiencia de generacion del hidruro es mayor.

A partir de todos estos resultados se ha optado por elegir, como concentracion
éptima de HCI para llevar a cabo la reaccién de generacioén de hidruros, un valor de 4

mol L™, ya que ahora no se produce la pérdida de sensibilidad observada para el DMA
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cuando se trabajaba en ausencia de termo-oxidacién al aumentar la concentracién de
HCI (ver Figura 7).

Una vez optimizados todos los pardmetros experimentales, se ha aplicado el
método a las seis especies de arsénico estudiadas y se han comparado los resuitados con
los obtenidos utilizando H,0O en lugar del reactivo oxidante. Los resultados se

representan en la Figura 16.

Como se puede observar en la Figura 16, cuando no se utiliza el agente oxidante,
las especies organicas AsB y AsC no son capaces de formar los hidruros y, por otro lado,
la eficiencia de generacién del hidruro para el DMA es mucho menor. Por lo tanto, se
puede concluir que, el empleo de un reactivo oxidante como etapa previa, da lugar a un
aumento del rendimiento de la reaccién de generacion de hidruros para todas y cada una

de las especies analizadas.

%
%

Eficlencia de la transformacion,

Eficiencia de Ia transformacién,

0- 0
As{l) AsBet AsCol DMA  MMA As(V} As(l) AsBet AsCol DMA MMA  Ast¥)

Figura 16.- Eficiencia en la generaci6n de hidruros para As(III), As(V), MMA, DMA, AsB y AsC,
(A) con termo-oxidacién y (B) sin termo-oxidacién. Concentracién de As: 200 ug L.
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V.2.2.- Transformacion de especies de arsénico mediante oxidacién asistida por

microondas

Aunque el método de la termo-oxidacién, desarroilado en el apartado anterior,
ofrece grandes ventajas con respecto 4 otros métodos ya establecidos, tales como la gran
eficacia en la destruccion de la materia orgdnica con bucles de reaccién pequefios,
debido a la elevada temperatura en que se puede trabajar, no estd exento de algunos
inconvenientes de tipo prdctico. Estos inconvenientes son, fundamentalmente, la
manipulacién del polvo de grafito y la aparicién de puntos preferenciales de alta
temperatura, que si bien pueden favorecer el proceso de la termo-oxidacién, también
pueden producir que el reactor se funda dentro del horno. Teniendo en cuenta el gran
potencial analitico que ha mostrado la radiaci6n de microondas para el tratamiento de
muestras, se pensé en la posibilidad de sustituir el horno de termo-oxidacién por un
horno de microondas acoplado al sistema. En este apartado se contemplan los estudios

realizados con este nuevo disefio andlogo al representado en la Figura 12.La
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V.2.2.1.- Optimizacién de los pardmetros experimentales que afectan a la

oxidacién asistida por microondas

Para realizar este estudio se ha utilizado el sistema descrito anteriormente y los
pardmetros estudiados han sido: (1) potencia de la radiacién de microondas, (2)

concentracion del reactivo oxidante y (3) tiempo de residencia de las muestras dentro
del horno.

En todos los casos se ha empleado un microondas de uso doméstico (Balay,
modelo Bahm-III), con un mdximo de potencia de 700 W (con ciclos de
encendido/apagado variables en 9 posiciones) y una frecuencia de 2450 MHz. Como
reactor se empleéd un tubo de politetrafluoroetileno (PTFE) introducido en el interior
del microondas a través de las ranuras de ventilacién. La salida del reactor, una vez
fuera del horno, se acopla a un bafio de hielo y posteriormente, al sistema de generacion

cle hidruros.

(1) Influencia de la potencia de la radiacién de microondas sobre la eficacia de la

oxidacidon.

El estudio de este pardmetro se llevé a cabo manteniendo constantes el resto de
condiciones experimentales en los valores considerados como 6ptimos, tanto para la
termo-oxidacién como para la generacién de hidruros (apartades V.2.1 y Vi), v
variando la potencia del microondas entre las posiciones 6 y 9. En la Figura I8 se
muestra el tanto por ciento de transformacién conseguido a partir de AsB y AsC,

siempre referido a la sefial obtenida para el As(V), a cada potencia.

Como se puede observar, slo se obtuvieron transformaciones proximas al 100%,
para las dos especies, cuando se trabajo a la méxima potencia, es decir, a 700 W
(posicién 9). Por lo tanto, se ha utilizado este valor para realizar los estudios de

optimizacion de los restantes pardmetros experimentales.
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Figura 18.- Eficiencia de la transformacién de: (A} AsB, (B) AsC y (C) As(V) en funcién de la
potencia del microondas, empleando como reactivo oxidante persullato potéasico al 3%
(m/v) en hidréxido sédico al 1.5% (m/v). Concentracién de arsénico: 200 ug L.

(2) Influencia de la concentracién del reactivo oxidante en la eficiencia de la

oxidacion asistida por microondas (MO) para todas las especies del As.

Se llevaron a cabo estudios variando la concentracién de persulfato potésico entre
el 1y el 5% (m/v), en presencia de hidréxido s6dico en proporcién 2:1 (K,S,0,NaOH),
manteniendo constantes el resto de las condiciones experimentales. Los resultados

abtenidos se representan en la Figura 19.
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Figura 19.- Influcncia de la concentracion de persullato potésico sobre la eficiencia de
transformacién de los hidruros de arsénico formados a partir de: (A) As(IIT), As(V)
6 MMA; (B) AsC; (C) DMA y (D) AsB. Concentracibn de arsénico: 200 ug Lt

Estos datos muestran que este pardmetro afecta a Ja eficacia de la conversion de
la misma manera que cuando se utiliza el procedimiento de termo-oxidacidn (Apartado
V.2.1.1 (2)). Por consiguiente, se podria deducir que, en ambos sistemas, una
concentracién de persulfato potésico del 3% en hidréxido sdico al 1.5% es Optima para
llevar a cabo la determinacion de estas seis especies de arsénico. Sin embargo, con
objeto de identificar los productos de descomposicién de las especies de arsénico, una
vez efectuada la transformacion, se recogit el efluente a la salida del reactor del
microondas y se inyecté en un sistema HPLC-MO-HG-AAS para su separacion y

determinacidén.

Fste estudio se realizé utilizando tres concentraciones distintas de agente oxidante
(1%, 3% y 5%), ¢ identificando los productos de descomposicién de las seis especies de
arsénico objeto de nuestro trabajo. Los resultados se muestran en la Tabla XI1I'y se

representan en la Figura 20.
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Tabla XII.- Porcentaje de compuestos de arsénico que forman la mezcla de reaceidn tras la ctapa
de transformaci6n asistida por microondas, partiendo de As(III), As(V), MMA, DMA,
AsB 6 AsC, en funcién de la concentraci6bn de agente oxidante. Concentracién de
arsénico: 200 up L

Especies Concentracion Especies obtenidas
Inyectadas
de K;5,0, As(IIT) | AsB | DMA | MMA | As(V)
1% 85 - 14 L -
Asc
3% - - - 2 98
5% 2 - - . 98
1% - - - - 100
As(ITI) 3% : : - : 100
5% - - - - 100
1% - 100 - - -
AsB 3% 3 - 5 29 03
5% 5 . - - 95
1% - - 95 5 -
DMA 3% 3 - 5 33 59
5% 9 . - - 91
1% . - - 100 -
MMA 3% - = = 29 71
5% 3 - . - 97
1% - - - - 100
AS(V) 3% ; S -] 100
5% - - - - 100

Nota: No se encontrd AsC a partir de ninguna especie.
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de transtormacién asistida por microondas de las especies inyectadas, en funcién de la
concentraci6n de agente oxidante. Concentracion de As: 200 pg L.
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Como se puede observar, empleando persulfato potdsico al 1%, todas las especies
orgénicas permanecen en su forma original, a excepcién de la arsenocolina, que se
transforma en su mayor parte en arsenito y parcialmente en DMA. Estos resultados
explican el habito de las curvas de la Figura 19, en la que se puede apreciar que, a esta
concentracién de persulfato, la arsenobetaina no da lugar a la formacién del hidruro

(curva 19D) y la eficacia en la conversién de arsenocolina es menor del 100% (curva
19B).

Por otro lado, cuando la concentracién de K,S,0; es del 3 %, todas las especies
dan lugar a especies capaces de formar el hidruro pero, aunque la arsenocolina ya se ha
transformado cuantitativamente a arseniato, la arsenobetaina ha pasado en un 65 % a
arseniato y en un 30% a MMA.

Por lo tanto, es preciso utilizar una concentracién de persulfato potasico al 5 %
para lograr la oxidaci6n total de todas las especies orgdnicas estudiadas a As(V). En
consecuencia, esta es la concentracién de reactivo oxidante escogida para llevar a cabo

los restantes experimentos.

(3) Influencia del caudal del agente oxidante sobre la eficiencia de la oxidacion

asistida por microondas.

Para realizar este estudio se ha variado la velocidad de flujo del reactivo oxidante
en el intervalo comprendido entre 0.2 - 1.6 mL min™. Al igual que ocurria en el método
de termo-oxidacidn, la modificacién de este pardmetro afecta, de manera directa, al
tiempo de residencia de la mezcla (muestra més reactivo oxidante) en el bucle de
reaccién, dado que se mantienen constantes la velocidad de flujo de la disolucion
portadora v el volumen del reactor. En consecuencia, en este estudio se evalia la
eficiencia de la oxidacin asistida por microondas en funcién del tiempo de residencia

de la mezcla de reaccidon en el horno.

Los resultados obtenidos se representan en la Figura 21,
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Figura 21.- Eficicncia do la transformacién de las cspecies de arsénico en funcién del caudal del
reactivo oxidante (liempo de residencia en cl termorcactor). (A) As(V), As(lll) y
MMA; (B) AsB; (C) AsC y (D) DMA. Concentracién de arsénico de 200 pg | o

Como se puede observar, utilizando la radiacidon de microondas, es posible
transformar totalmente los compuestos en un tiempo méximo de 13 s, en lugar de los
20 s que eran necesarios cuando se empleaba el método de termo-oxidacién. Por
consiguiente, para el mismo caudal de reactivo oxidante que en dicho procedimiento, es
decir, 0.6 mL min?, es posible acortar el bucle de reaccidn del interior del microondas,

siendo necesario una longitud final del mismo de 3.0 m, en lugar de los 4.5 m originales.
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V.3.- SEPARACION DE LAS SEIS ESPECIES DE ARSENICO MEDIANTE
HPLC

Si se trata de evaluar cuales son las columnas de HPLC mds apropiadas para
separar las especies de arsénico ani6nicas y catidnicas en estudio en un solo
cromatograma, se llega a la conclusién de que los métodos mds utilizados son, por un
lado, la cromatografia de cambio ani6nico y por otro, la cromatografia de pares iénicos.
En el primer caso, la retencion de las especies aniénicas en la columna depende de su
carga efectiva al pH de trabajo utilizado y las especies orgénicas catidnicas de arsénico,
pueden retenerse ligeramente en una columna aniénica mediante fuerzas de Van der
Waals, o por interaccién con el contraién en la resina, pero, si no existe interaccion se

eluyen en el volumen muerto.

Por otro lado, si se trabaja con cromatografia de pares iénicos, se utiliza una fase
estacionaria neutra apolar en combinacién con una fase mévil que contiene un reactivo
formador de pares idnicos. Como contraién de las especies aniénicas de arsénico suelen
utilizarse compuestos de amonio cuaternario (Morin y col,, 1992; Beauchemin y col,,
1989). Recientemente, se ha propuesto un nuevo método basado en el empleo de
reactivos capaces de formar vesiculas, tales como el bromuro de di-dodecil-di-metil-
amonio (DDAB) (Liu y col., 1993),

En este trabajo se ha realizado un estudio sistemdtico de diferentes métodos
cromatogréficos: (1) cromatografia de intercambio anidénico y (2) cromatografia de fase
reversa modificada, con el fin de establecer las mejores condiciones para efectuar la
separacién de las seis especies de arsénico objeto de estudio. La deteccion se ha llevado
a cabo acoplando, en linea, la salida de la columna cromatogréafica al sistema MO-HG-
AAS, ya optimizado.
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V.3.1.- Acoplamiento HPLC - MO - HG - AAS

En la Figura 22 se representa esqueméticamente el acoplamiento HPLC - MO -

HG - AAS utilizado para la separacidn y deteccién de todas las especies de arsénico
estudiadas.

Muesira
10 mbiimin
l " Ar
cioondas
bano da hi
Natt, PO, HPLC . elo l
Na, HPO, e -
W nea 77/ : ’@
2 mi/min [romba W
Golumna gas{liquido
Saparadr
K5, O, RHGI NaBH,
0.6 ml/min 1.9 mlimin 1.9 mlimin

Figura 22.- Representacion esquematica del sistema HPLC - MO - HG - AAS empleado para la
separaci6n y determinacion de las especies de arsénico.

Como se puede observar en dicho esquema, el sistema estd compuesto por tres

médulos diferentes que se describen a continuacion.

Médulo cromatogréfico: la muestra se inyecta en la correspondiente columna
cromatogrifica a través de una vélvula de inyeccion de seis vias (Reodyne), empleando
un bucle de 100 uL. La separacion de las especies s consigue en funcién de su
interacci6n con la fase estacionaria, utilizando una fase movil apropiada. Una vez fuera

de la columna, las distintas especies pasan al médulo de oxidacién.

Médulo de oxidacién asistida por microondas: mediante una bomba peristéltica
(Gilson) se afiade al eluato, que procede de la columna cromatografica, el reactivo
oxidante, persulfato potésico al 5% (en medio bésico), empleando un caudal de 0.6 mL
min?, La mezcla pasa al reactor que esté situado en el interior del horno microondas.

Como ya se ha comentado anteriormente, el reactor s de PTFE (3.0 m x 0.5 mm i.d.),
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y la entrada y salida del mismo del microondas se efectiia a través de los orificios de
ventilacién, Durante el ciclo de medida se introdujo un recipiente con agua en el horno

para prevenir posibles sobrecalentamientos del mismo.

Después de la etapa de oxidacién asistida por microondas se hace pasar la

muestra a través de un bafio de hielo antes de entrar en el médulo de deteccidn.

Mbdulo de deteccion: donde se generan los hidruros gaseosos de los distintos
compuestos de arsénico utilizando las condiciones éptimas establecidas en el apartado

V.1, y se detectan mediante AAS a una longitud de onda de 193.7 nm.
V.3.2.- Cromatografia liquida en fase reversa modificada

El estudio de las prestaciones de la cromatografia liquida en fase reversa
modificada se ha llevado a cabo mediante separacién isocratica en una columna de silice
de base octadecil (C,g) (Spherisorb 5 ODS1, 5 pm, 150 x 4.6 mm), usando un reactivo
formador de pares idnicos como fase movil, con el fin de que las especies idnicas de
arsénico estudiadas formen pares i6nicos con dicho reactivo y asi, puedan ser retenidas

por la fase de silice octadecil enlazado.

La concentracién del reactivo formador de pares i6nicos, que en este caso es
fosfato de tetrabutilamonio (TBAP), y la naturaleza y composici6n de la fase movil (pH,
fuerza i6nica y polaridad) determinar4n la eficacia de la separacién cromatografica. Por
tanto, estos han sido los pardmetros optimizados para obtener una mejor separacién de
las seis especies de arsénico.

Estudios preliminares de la influencia del caudal de fase mévil, en el intervalo
de 0.5 - 2.0 mL min”, sobre la resolucién de los cromatogramas de estas seis especies,
maostraron como dptimo un caudal de 1.0 mL min?, habiéndose utilizado este valor para
realizar los restantes estudios, Esta reduccién a la mitad del caudal del eluyente

cromatogréfico nos permite disminuir, en igual medida, la longitud del reactor del
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microondas, por lo que se empleo un reactor de 1.5 m en Jugar de los 3 m utilizados

hasta ahora.

La influencia de la polaridad de la fase mévil sobre la separacién de las especies
se estudi6 adicionando pequefias cantidades de metanol a la disolucién que actia como
portador. Se observd una disminuci6n en la resolucion de los cromatogramas a medida
que iba aumentando el porcentaje de metanol, debido a que disminuyen los tiempos de
retencién de cada analito, Por consiguiente, la fase mévil seleccionada para llevar a cabo
la separacién de estas especies consiste en una disolucién acuosa de fosfato de

tetrabutilamonio, en ausencia de metanol.

V.3.2.1.- Estudio de la influencia del pH de la fase mévil

Dado que la columna empleada es de base de silice, se puede trabajar en un
intervalo de pH de 2.0 a 8.0 sin peligro de deterioro de la misma. Asi pues, el pH de la
fase movil, fosfato de tetrabutilamonio (TBAP) 2.5 mM en tampoén fosfato, se ha

variado entre 3.0 y 6.5. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 23.
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As(V)
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25 3.5 A5 5.5 6.5
pH

Figura 23.- Influencia del pH de la fase m6vil TBAP 2.5 mmol L en cromalografia liguida en [asc
reversa modificada para la separacién de As(Il), As(V), MMA, DMA, AsB y AsC,
para una concentracién de 500 ug L de arsénico en cada cspecie, cmpleando el sistema
HPLC-MO-HG-AAS. Caudal: 1.0 mL min™,
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Como se puede observar, los tiempos de retencién de las diversas especies
dependen, en gran medida, del pH de la disolucién portadora. En el intervalo de pH de
4.5 a 5.5, las especies téxicas, As(V), MMA, DMA y As(IIl), pueden separarse de las
especies altamente metiladas y no toxicas, AsB y AsC, si bien estas dos altimas eluyen
juntas. Sin embargo, el dcido arsenioso (pK, = 9.2) no se ioniza en todo el intervalo de
pH estudiado, por lo que no queda en absoluto retenido y se eluye en el volumen

muerto.

La ligera retencién de AsB y AsC, que presentan un comportamiento catioénico
en todo el intervalo de pH, puede deberse a interacciones con el soporte no polar de las
cadenas de C,g, eluyéndose inmediatamente después del As(I1I), pero con una resolucién
suficiente como para permitir, por un lado, la cuantificacién de las especies toxicas

individualmente, y por otro, de las especies no tdxicas conjuntamente.

E! 4cido arsénico (pK, = 2.3, 6.9y 11.4) se encuenira en forma aniénica en todo
el intervalo de pH estudiado, por lo que presenta la mayor interaccién electrostdtica con

el TBA" y, por tanto, tos mayores tiempos de retencién.

El orden de elucién de las dos especies metiladas de arsénico, DMA (pK, = 1.28
y 6.2) y MMA (pK, = 2.6 y 8.2), se explica a través de la carga efectiva y su interaccién

con el contraién,

Con objeto de diferenciar las especies toxicas y no téxicas, se ha escogido como
pH de trabajo éptimo un valor de 5.2. En estas condiciones se obtiene la mejor
separacidn posible, observandose cinco sefiales que corresponden, en este orden, a

As(III), AsB + AsC, DMA, MMA y As(V), no siendo posible mejorar esta separacién
a ningiin otro valor de pH.
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V.3.2.2.- Bstudio de la influencia de la concentracién del reactivo formador de

pares i6nicos

El estudio de la influencia de la concentracién del reactivo formador de pares
iénicos en la separacién de las especies de arsénico se realizd variando la concentracion
de fosfato de tetrabutilamonio (TBAP) en el intervalo de 1.5 a 15 mmol L, en medio
acuoso, a pH 5.2, Los resultados experimentales de los tiempos de retencion, en funcién

de la concentracién de TBAP, se representan en la Figura 24,
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Figura 24.- Influcncia de la concentracién de TBAP, a pH 5.2, en cromatografia liquida en [asc
reversa modificada, sobre la scparaci6n de los seis compuestos de arsénico, cmpleando
el sistema HPLC-MO-HG-AAS. Concentracién dc arsénico: 500 ug L' en cadaespecic.
Caudal: 1.0 mL min™'.

Se observa que, a medida que aumenta la concentraci6n del reactivo, disminuyen
los tiempos de retencién de arseniato, MMA y DMA, de forma que, para

concentraciones de TBAP de 7.5 mmol L o superiores, empiezan a solapar algunas de
P p gun
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sus sefiales. Sin embargo, para As(III), que se eluye en el volumen muerto, y para AsC
y AsB, especies que interaccionan débilmente con la fase estacionaria, el tiempo de

retencién no se modifica en todo el intervalo de concentraciones estudiado.

Ala vista de estos resultados, se ha escogido como concentracién Optima
de reactivo formador de pares idnicos para llevar a cabo la separacion, un valor de

2.5 mmol L.

V.3.2.3.- Conclusiones de la comatografia liquida en fase reversa modificada.

En la Figura 25 se muestra el cromatograma obtenido con una mezcla de las seis

especies de arsénico estudiadas.
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Figura 25.- Cromatograma de una mezcla de seis compuestos de arsénico (500 ug L™ de arsénico
cn cada especie) empleando cromatografia en fase reversa modificada-MO-HG-AAS.
Fasc mévil: TBAP 2.5 mmol L' a pH 5.2. Caundal de fase m6vil: 1.0 mE min™.
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En dicho cromatograma se observan cinco picos en un tiempo méximo de analisis
de, aproximadamente, 8 minutos. Estos picos corresponden, como se indica en la figura,
a As(IIT), AsB + AsC, DMA, MMA y As(V), aunque se puede apreciar que el pico
correspondiente a As(1II) no llega a recuperar la linea base antes de que aparezca la

sefial correspondiente a la mezcla de las especies no toxicas.

El solapamiento de las sefiales de AsB y AsC no permite 1a cuantificacién de los
seis compuestos individualmente, pero es posible determinar, por un lado, las especies
no téxicas conjuntamente, y por otro, cada uno de los compuestos téxicos por separado.
Esta distincién es importante cuando se trata de realizar la determinacion de las especies

de arsénico en muestras bioldgicas.

Uno de los principales inconvenientes que presenta la cromatografia liquida en
fase reversa modificada es que el agente formador de pares ibnicos afecta,
permanentemente, a la selectividad de la columna, lo que a menudo dificulta la

reproducibilidad.
V.3.2.4.- Caracteristicas analiticas

En las condiciones citadas anteriormente, se han obtenido calibrados lineales, para
las seis especies, en ¢l intervalo de concentraciones comprendido entre 400-1000 ug |
de arsénico. Cada punto del calibrado se ha medido por triplicado y la sefial analitica
considerada ha sido la altura de pico. Los valores de la pendiente, ordenada en el origen
y coeficiente de correlacion de los calibrados obtenidos para cada especie se recogen en
la Tabla X111,
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Tabla XIII.- Pardmectros de las curvas de calibrado obtenidas para las seis especies de arsénico
estudiadas, en el intervalo de concentracion 400-1000 ug L' de arsénico para cada
cspecie, empleando cromatografia liquida de fasc reversa modificada-MO-HG-AAS.
Fase movil: TBAP 2.5 mmol L a pH 5,2. Caudal: 1.0 mL min™,

Especie Pendiente, 1A, ug' L Ordenada en el Coeficiente de
{ x 10°) origen, u.A. correlacién
As(I1) 6.9+0,1 0.037x0.002 0.9995
AsB+AsC 61 0.046+0.015 0.994
DMA 4906 0.024 £0.004 0.9992
MMA 4,703 0.031+0.002 0.9998
As(V) 42+04 (.023+0.003 0.9996

Los valores de la desviacién estdndar relativa (R.S.D.) se han calculado para las
seis especies, a partir de las medidas correspondientes a 10 disoluciones mezcla con un

contenido de arsénico de 600 ug L en cada especie, empleando la expresion:
RSD. = (S8/ C,) x 100

donde C,, es la concentracién media de arsénico, calculada a partir de las diez medidas,

y S es la desviaciébn estdndar de dichas medidas, expresada en unidades de

concentracién.

Como criterio para establecer los limites de deteccion (L.D.) de las especies de

arsénico se ha utilizado el sugerido por la IUPAC, empleando la expresién:
LD. = 3 (Sb/ m)

donde Sb es el valor de la desviacion estdndar del blanco (en unidades de absorbancia)

y m es la pendiente del calibrado.

Los resultados obtenidos para cada especie se encuentran recogidos en la
Tabla X1V,
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Tabla X1V .- Caracteristicas analiticas de la cromatografia liquida de fase reversa modificada-MO-
HG-AAS para la delerminacion de las seis cspecies de arsénico.

Especie L (min) | RSD(%) | LD.(ugL?)
As(IID) 283 10 o7
AsB+AsC 370 5 100
DMA 6.50 7 122
MMA 717 7 128
As(Y) 8.00 12 143

Los altos valores de los limites de deteccién y de las desviaciones esténdar
relativas obtenidos para todas las especies se atribuyen al eluyente utilizado, ya que
debido a su cardcter de tensoactivo, interacciona con el borohidruro sédico, dando lugar
a la formacién de espumas en la etapa de generacién de hidruros, lo que provoca una
disminucién de las sefiales y de la reproducibilidad. La adicién de un antiespumante
(silicona) mejord la reproducibilidad, pero las sefiales siguieron siendo bajas, ya que este
agente también causa un impedimento en la reaccién de formacién del hidruro
correspondiente. Las aplicaciones analiticas con este tipo de cromatografia, vienen dadas

en el capitulo V1,
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V.3.3.- Cromatografia de cambio aniénico

Como ya se hizo patente en los antecedentes bibliograficos, existen varios
métodos para la separacién de estas seis especies de arsénico utilizando distintas
columnas de cambio aniénico, pero en ninguno de ellos se llega a la resolucién total de

las mismas.

En este trabajo se realizaron estudios con dos columnas de cambio anidnico de
base fuerte de:
- resina de polimetacrilato con grupos funcionales de amonio
cuaternario (IC-PAK A); 10 pm, 50 x 4.5 mm id.

- cambiador de poli(estireno-divinilbenceno) trimetilamonio (Hamilton PRP-
X100); 10 pm, 250 x 4.1 mm i.d.

En ambos casos se utilizé como fase mévil un tampén fosfato, ya que como se
ha comprobado en la bibliografia, es el eluyente que mejores resultados aporta cuando

se trabaja con este tipo de columnas.

Los pardmetros que mds influyen en la separacién cromatogréifica de cambio

anidnico, y que por tanto se han estudiado, han sido el efecto de la concentracién del
eluyente y el pH del mismo.

V.3.3.1.- Columna anidénica IC-PAK A

El estudio del caudal del eluyente, empleando una concentraci6n de fosfato
1 mmol L a pH 6.0 mostré que, para velocidades de flujo mayores de 1.0 mL min™, los
tiempos de retenciéon de las distintas especies tendian a ser mas cortos, empeorando la
resolucidn, $in embargo, para velocidades de flujo menores, los tiempos de retencién son
excesivamente largos y no se obtiene ninguna mejora significativa en la separacién. Por

esta razon, todos los estudios realizados con esta columna se hicieron con un caudal
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constante de 1.0 mL min™. Este caudal por otra parte, ofrece condiciones idoneas de

trabajo en los médulos de oxidacion y deteccidn.

El tipo de empaquetamiento de esta columna permite trabajar en un amplio
intervalo de valores de pH, de 1.0 a 13.0, sin que se produzca un deterioro de la misma,
lo que se traduce en una gran flexibilidad para el estudio de la separacion

cromatografica.

El intervalo de pH de la fase movil estudiado fue de 3.0 a 11.0, empleando una
concentracion de fosfato en la fase movil de 1.0 mmol 1%, Los resultados de los tiempos
de retencién obtenidos al variar el pH, para cada una de las seis especies de arsénico

estudiadas, se muesiran en la Figura 26.
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Figura 26.- Influcncia del pH de la fase movil (fosfato 1.0 mmol L") en cromatografia liquida de
cambio aniénico (columna IC-PAK A)-MO-HG-AAS, para la separacion de scis
especies de arsénico (200 pg L de As cn cada especic). Caudak: 1.0 mL min™
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La influencia del pH de la fase movil sobre el tiempo de retencién de cada
analito estd directamente relacionada con sus valores de pK,. Como se puede apreciar
en la Figura 26, cuando se trabaja a pH 4cido la especie catidnica AsC y las neutras
AsB, As(III) y DMA, précticamente no quedan retenidas y eluyen muy proximas, dando
lugar a un solapamiento de sus sefiales. Sin embargo, a valores de pH bésicos (mayores
de 9.5) el arsenito se encuentra en forma aniénica, por lo que el tiempo de retencién

para esta especie empieza a ser algo mayor.

Se puede observar también que, a pH neutro, se separan aparentemente todas las
especies pero, en la prictica, la resolucién de los picos no es suficiente como para

permitir la cuantificacién.

Por tltimo, cuando el pH es mayor de 10.7 se observa que las sefiales
correspondientes a As{III) y DMA se separan completamente de las de AsB y AsC que,
por su parte, aparecen completamente solapadas debido a que, a este valor de pH, la
AsC deja de estar como catibn y se encuentra también en forma neutra. En
consecuencia, utilizando un pH en la fase movil de 10.7 es posible separar
completamente las especies toxicas (arsenito, arseniato, DMA y MMA) y, por otro lado,
detectar conjuntamente las no téxicas (AsB y AsC), de forma andloga al método
cromatografico desarrollado previamente, Como ya se dijo alli, esta separacion desde

el punto de vista medioambiental es muy importante.
V.3.3.1.2.- Bstudio de la influencia de la concentracion de fosfato

A la vista de los resultados obtenidos en el apartado anterior, se optimizé la
concentracién de fosfato en la fase mévil variando dicha concentracién entre 0.5 y 10.0
mmol! L, utilizando un valor de pH de 10,7 y un caudal de fase mévil de 1.0 mL min™,
Los resultados de los tiempos de retencién obtenidos, para cada una de las especies de

arsénico en funcién de este pardmetro, se muestran en la Figura 27,
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Figura 27.- Influencia dc la concentracién de fosfato, a pFH 10.7, sobre la separacién de las seis
especies de arsénico (200 pg L™ de As cn cada especic) empleando cromalogra.ffa
liquida de cambio aniénico (columna IC-PAK A)-MO-HG-AAS. Caupdal: 1.0 mL min™*

Se observa que, como era de esperar, para bajas concentraciones de fosfato, las
especies presentan mayores tiempos de retencién. Sin embargo, al incrementar Ia
concentracién de tampén en el eluyente, se obtienen unos tiempos de retencién mis
bajos, pero con menor resolucién, llegando incluso a elufrse simultdneamente cuatro de
las especies estudiadas, Por lo tanto, se eligié una concentracién de fosfato de 1.0 mmol

L' como eluyente de baja fuerza iénica, con el fin de obtener una mejor resolucion.

V.3.3.1.3.- Conclusiones de la cromatografia de cambio anidnico con la

columna IC-PAK A.

El cromatograma obtenido empleande como eluyente una disolucidn acuosa de
tampdn fosfato de concentracién 1.0 mmol L a pH 10.7, y un caudal de fase mévil de
1.0 mL min™, para una mezcla de los seis compuestos, con un contenido de arsénico de

200 pg L' en cada especie, se muestra en la Figura 28.
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Figura 28.- Cromalogrdma obtenido a partir de una mezcla de scis especies de arsénico (200 ug
L' de As) empleando cromatografia de cambio ani6nico (columna IC-PAK A)-MO-
HG-AAS. Fasc mévil: tampén fosfato 1.0 mmol L' a pH 16.7. Caudal de fase movil:

1.0 mL min™,

Como se puede observar, es posible separar, en un tiempo de analisis de 8.30
minutos, las cuatro especies toxicas del arsénico: As(IIl), DMA, MMA y As(V), de las
no toxicas (AsB y AsC, cuyos picos solapan), tal como ocurria cuando se trabajaba con
cromatografia liquida de fase reversa modificada, si bien hay que destacar que en la
cromatografia de cambio aniénico la resolucién de los picos es mejor y ademds, se ha
producido una inversién en el orden de elucién de los analitos, lo que se debe,
principalmente, a la diferencia entre los valores de pH de trabajo utilizados en ambos

Casos,
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V.3.3.1.4.- Caracteristicas analiticas del método.

Se han obtenido calibrados lineales para las seis especies en el intervalo de
concentracién comprendido entre 50-200 pg L' de arsénico. Al igual que en el método
anterior, cada punto del calibrado es la media de tres determinaciones y las medidas
analiticas se han realizado en altura de pico. Los valores de la pendiente, ordenada en
el origen y coeficiente de correlacién de las curvas de calibrado obtenidas para cada

especie se recogen en la Tabla XV.

Tabla XV.- Parametros de las curvas de calibrado obtenidas para las seis especies de arsénico
cstudiadas en el intervalo de concentracién de 50 - 250 pg L™ de arsénico, empleando
cromatogralia de cambio ani6nico (columna IC-PAK A)-MO-HG-AAS, Fase mbvil:
tamp6n fosfato 1.0 mmol L™ a pH 10.7. Caudal: 1.0 mL min.

Especie | Pendiente, u.A. ug* L | Ordenada en el Coeficiente de
(x 10 origen, WwA. correlacion
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) 3.8x£04 0.009+0.006 0.9993
MMA 3.8+0.4 0.008+0.006 0.9992
L As(V) 3.0£04 0.0090.005 0.9992

El R.S.D. y el L.D. para cada una de las seis especies de arsénico estudiadas, se
han calculado empleando los mismos criterios que en el Apartado V.3.2.4. Los resultados

obtenidos se encuentran recogidos en la Tabla XV1.
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Tabla XVL- Caracleristicas analiticas del método para las scis especies de arsénico, mediante
cromatografia de cambio ani6nico (columna IC-PAK A)-MO-HG-AAS.

Especie t. (min.) R.S.D.(%) L.D. (ug L'Y)
AsB+AsC 1.17 1 9
DMA 1.63 2 8
As(1II) 2.25 S 16
MMA 7 517 4 16
As(V) 8.17 5 20

Aunque se pueden determinar las especies toxicas individualmente y las no téxicas
conjuntamente, utilizando tanto esta cromatografia como la de fase reversa modificada,
los limites de deteccibn y los valores de desviacion estdndar relativa obtenidos en este
caso son mejores que cuando se trabaja en cromatografia de fase reversa (ver Tabla
X1V), por lo que es posible determinar estas especies en muestras que contengan niveles

de concentracién més bajos.
V.3.3.2.- Columna aniénica Hamilton PRP-X 100

Estudios preliminares del caudal optimo de la fase mévil, tampon fosfato 17
mmol L™ a pH 6.0, en el intervalo de 0.5 - 3.0 mL min", mostraron que el caudal 6ptimo
de trabajo era de 2.0 mL min™, Este valor ha sido utilizado para llevar a cabo el resto
de los estudios, ya que a velocidades de flujo menores los tiempos de retencién son muy

elevados y el tiempo de andlisis muy largo.
V.3.3.2.1.- Bstudio de la influencia del pH de la fase mévil

El intervalo de pH de la fase mévil estudiado fue de 3.0 a 11.0, empleando una
concentracién de tampdn fosfato de 17 mmol L™ Los resultados de los tiempos de
retencion medidos para cada una de las especies de arsénico estudiadas, se representan

en la Figura 29.
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Figura 29.- Influcncia del pH de la fase mévil (lamp6n fosfato 17 mmol L") en cromatografia de
cambio aniénico (columna Hamilton PRP-X 100) empleando el sistema HPLC-MO-
HG-AAS, para la separacién y deteccién de seis especies de arsénico (200 ug L de
As en cada cspecie). Caudal: 2.0 mL min™.

Se observa que, a valores de pH inferiores a 3.5, las especies neutras: AsB, As(I1I)
y DMA, y la catiénica, AsC, no quedan retenidas en absoluto, por lo que ocurre un

solapamiento de sus sefiales. MMA y As(V), al estar cargados negativamente, quedan

retenidos, eluyendo a tiempos m4s elevados que las anteriores especies.

A valores de pH cercanos a 6.0, eluye en primer lugar la AsC (especie catiénica),
y a continuacién se observa un pico correspondiente al solapamiento de las especies

As(III) y AsB (especies neutras). Posteriormente, eluyen en este orden, DMA, MMA y

As(V), ya que a ese pH se encuentran en forma de especies anidnicas.
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Por otro lado, a pH superiores a 9.5, la AsC y la AsB eluyen conjuntamente,
saliendo de la columna en primer lugar, debido a que a ese valor de pH, ambas especies
5€ encuentran en su forma neutra. A continuacién se eluyen DMA, As(IIT), MMA y
As(V), que se encuentran en sus formas aniénicas. Por consiguiente, a pH 10.7 se
pueden separar las especies no téxicas (AsB y AsC) del resto de los compuestos téxicos,
al igual que ocurre cuando se trabaja con una columna IC-PAK A a ese mismo pH o con
la Spherisorb 5 ODS1 a pH 5.2.

V.3.3.2.2.- Estudio de la influencia de la concentracién de fosfato

Se ha realizado el estudio de la influencia de la concentracién de fosfato en la
fase mdvil, en el intervalo 10 - 22 mmol L, a pH 6.0, empleando un caudal de 2.0 mL
min". Los resultados de los tiempos de retencién obtenidos para cada una de las seis

especies de arsénico, en funcién de dicha concentracién, se muestran en la Figura 30.

Se observa que, para bajas concentraciones de tampon fosfato en la fase mévil,
se produce una buena separacién de las sefiales, pero la Gltima especie eluida, As(V),
presenta un gran ensanchamiento de pico debido a su elevado tiempo de retencién, a
la vez que se incrementa considerablemente el tiempo de andlisis. Al aumentar la
concentracion del regulador en el eluyente se obtienen tiempos de retencién més bajos
con la misma resolucién. Se eligié una disolucién de tampon fosfato de concentracién
17 mmol L' como eluyente, con el fin de obtener una separacidn efectiva en un tiempo

méximo de analisis de 8 minutos,
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Figura 30.- In{luencia de la concentracién de fosfato en la [ase m6vil, a pH 6.0, sobre la separacion
dc las scis especics do arsénico (200 pg L' do As en cada especic) emploando
cromatografia dc cambio ani6nico (columna Hamilton PRP-X 100) - MO - HG - AAS.
Caudal de la fase mévil: 2.0 mL min™.

V.3.3.2.3.- Determinacién de las especies de arsénico por HPLC (columna
Hamilton PRP-X 100) - termo-oxidacién - HG - AAS en base a la

diferente separacién cromatografica a pH 6.0 y 10.7

A la vista de los resultados obtenidos en los estudios de optimizacién de los
pardmetros cromatogréficos (caudal, concentracién y pH de la disolucién eluyente), se
llega a la conclusién de que es posible realizar la determinacion de las seis especies de
arsénico estudiadas por medio de la obtencién de dos cromatogramas, uno a pH60y
otro a pH 10.7. En la Figura 31 se muestran ambos cromatogramas, cada uno de ellos
correspondiente a una mezcla con un contenido de arsénico de 120 ug L™ en cada
especie, a dichos valores de pH, empleando una concentracién de fosfato en la fase

mévil de 17 mmol L' y un caudal de 2.0 mL min™,
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A pH 6.0 (Figura 31A), se podrian determinar individualmente las especies AsC,
DMA, MMA y As(V), y la concentracién total de la mezcla de AsB y As(III), debido
al solapamiento de sus sefiales. Sin embargo, cuando se registra el cromatograma a pH
10.7 (Figura 31B) se pueden detectar por separado As(Ill), DMA, MMA y As(V),
solapando las sefiales de AsC y AsB. Por tanto, la concentracién de AsB se puede
determinar por diferencia entre la concentracién total de AsB y AsC, valor obtenido a
PH 10.7, y la concentracién de AsC obtenida a pH 6.0, o bien, por diferencia entre la
concentracion total de As(IIl) y AsB, que se obtiene a pH 6.0 y la concentracién de
As(IlI) medida a pH 10.7.

A B 0,2
AsB + As{lll)
0.15 -
0.155 - AsC + AsB
1+
‘G 0,10 1 3
< 2 0.410- DMA
a 'g As(ill}
8 16 MMA
2 605 - 2 0.085 4 As(V)
<f,
<
0.020 -
0.00 -
LA (L B p S p pa | '.' ~0,025 - T T T LIS B
0.0 2.0 40 60 80 10 0.0 1.5 3.0 45 6.0 7.5 8.0
tiempo, min tiempo, min

Figura 31,- Cromalograma dc una mezcla de seis especies de arsénico (120 pg L de As en cada
especie): A) pH 6.0 y B) pH 10.7, en cromatografia de cambio aniénico (columna
Hamillon PRP-X 100)-MO-HG-AAS. Fasc movil: tampén foslato 17 mmol L.
Velocidad de flujo de 2.0 mL min™.

De cualquier manera, al igual que en la cromatografia liquida en fase reversa
modificada y en la cromatografia de cambio anidnico con columna IC-PAK A, a pH
10.7, se pueden determinar individualmente cada una de las especies toxicas: As(III),
DMA, MMA y As(V), y por otro lado, la mezcla de especies no téxicas, AsB y AsC,

conjuntamente.
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Caracteristicas analiticas

Con una fase mévil acuosa de tampén fosfato 17 mmol L', a pH 10.7 0 a pH 6.0,
y un caudal de 2.0 mL min”, se han obtenido calibrados lineales para las seis especies
en el intervalo de concentracién comprendido entre 50-250 p#g L™ de arsénico. Al igual
que en los trabajos anteriores, cada punto del calibrado se ha medido por triplicado y
la sefial analitica considerada ha sido la altura de pico. Los valores de la pendiente,
ordenada en el origen y coeficiente de correlacion de los calibrados obtenidos para cada
especie, empleando el eluyente a pH 10.7 o a pH 6.0, se recogen en la Tabla XVil y
XVII, respectivamente,

Tabla XVII.- Pardmetros de las curvas de calibrado obtenidas para las scis cspecies de arsénico
estudiadas en ¢l intervalo de concentracion de 50-250 ug L de arsénico, emplecando
cromatografia de cambio ani6nico {columna Hamilton PRP-X 100)-MO-HG-AAS.
Fasc movil: tamp6n fosfato 17 mmol L' a pH 10.7. Caudal: 2.0 mL min -,

Especie | Pendiente, u.A. ug' L Ordenada en el Coeficiente de
( x 10% origen, w.A. correlacién
AsB+AsC 6.9+0.2 -0.001£0.006 0.9998
DMA 7.1x0.1 0.018+0.003 0.99995
As(III) 52+02 0.001+0.003 0.99990
MMA 5403 0.010x0.004 0.9996
As(V) 32402 0.011+0.003 0.9997 |
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Tabla XVIIL.- Pardmetros de las curvas de calibrado obtenidas para las seis especies de arsénico
estudiadas en el intervalo de concentracién de 50
cromatografia de cam
Fase movil: tamp6n fosfato 17 mmo

250 pg L' de arsénico empleando
bio ani6énico (columna Hamilton PRP-X 100)-MO-HG-AAS.
I L' a pH 6.0. Caudal: 2.0 mL min™.

Pendiente, uw.A. ug' L

Especie Ordenada en el Coeficiente de
( x 10% origen, w.A. correlacién
_ AsC _ 9.1+0.4 0.006 = 0.007 0.9990
AsB+ As(I1I) 5905 -0.01+0.01 0.9995
DMA 6.3+0.2 0.005+0.004 0.9993
MMA 5802 0.004 +0.003 0.9997
i As(V) 3.5+0.1 0.009+0.002 0.9998

El R.S.D.y el LD, para cada una de las seis especies de arsénico estudiadas, se

han calculado empleando los criterios descritos en el apartado V.3.2.4. Los resultados

obtenidos en ambos pH se encuentran recogidos en la Tabla X1X y XX.

Tabla XIX.- Caracleristicas analiticas del método para las seis especies de arsénico mediante
cromalografia de cambio ani6nico (columna Ham
AAS. Fase movil: tampén fosfato 17 mmol L™

2.0 mL min™.

ilton PRP-X 100, pH 10.7)-MO-HG-
a pH 10.7. Caudal de la fase mévil:

Especie t, (min.) R.8.D.(%) LD. (ug LY
AsB+AsC 1.60 2 6
DMA 2.00 5 6
As(1IT) 2.65 3 8
MMA 4,00 5 7
As(V) 7.50 4 12
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Tabla XX.- Caracteristicas analilicas del método para las seis especies de arsénico mediante
cron‘lalugralia d_° cambio ani6nico (columna Hamilton PRP-X 100, pH 6.0)-MO-HG-
AAS. Fase m6vil: lamp6n losfato 17 mmol L' a pH 6.0. Caudal dc la [ase mévil: 2.0

ml, min™'.
Especie t, (min.) R.5.D.(%) LD. (ug LY
AsC 1.45 3 4
AsB+ As(I1I) 1.70 4 7
DMA 240 3 6
MMA 3.60 4 0
As(V) 730 5 11

V.3.3.2.4.- Determinacién de las especies de arsénico por HPLC (columna
Hamilton PRP X100) - termo-oxidaci6én - HG - AAS en base al
diferente comportamiento de estas especies en el proceso de la termo-

oxidacién en presencia y ausencia del K,S,05

El método consiste en la obtencién de dos cromatogramas a pH 6.0. La diferencia
entre ambos cromatogramas es el empleo o no del agente oxidante (persulfato potdsico
al 5% en NaOH al 2.5%) para producir la termo-oxidaci6n de las especies orgénicas de
arsénico en el horno microondas. Como ya se estudid en el Apartado V.2.1, cuando se
emplea el sistema con persulfato potdsico al 5%, se obtiene el cromatograma
representado en la Figura 32A. En estas condiciones, se pueden determinar, como ya
se ha visto, las especies AsC, DMA, MMA y As(V) individualmente y mezcla de As(III)
y AsB. Sin embargo, cuando el persulfato potdsico es sustituido por agua, se obtiene el
cromatograma representado en la Figura 32B. Como era de esperar, en estas
condiciones las especies AsC y AsB no son formadoras de hidruros y, por tanto, no s¢
detectan, por lo que se observa una sefial que corresponde tmicamente a As(IlI), ademas
de los picos de DMA, MMA y As(V). La concentracién de AsB se puede determinar por

diferencia entre la concentracién de la mezcla de As(III) y AsB, obtenida trabajando con
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persulfato potdsico, y la concentracién de As(III), medida en el cromatograma obtenido

sin utilizar el reactivo oxidante.

A B
0.155- 2 01557
1
! d 4 2 2
0.075 \ 0.075+ \
0.000 0.000“
(i) 4 8 o 4 8 t (min)

t {miny

Figura 32.- Cromatograma de una mezcla de las scis especies de arsénico (120 ug L' de As en cada
cspecic): A) con persullato polasico y B) sin persulfato potisico, en cromatografia de
cambio aniénico (columna Hamilton PRP-X100) - termo-oxidacién - HG - AAS. Fasc
m6vil: tamp6n fosfato 17 mmol L a pH 6.0. Velocidad de flujo de 2.0 mL min™.

Caracteristicas analiticas del método empleando persulfato potasico

Utilizando como fase mévil una disolucién acuosa de tampén fosfato 17 mmol L,
a pH 6.0 y un caudal de 2.0 mL min”, y realizando la etapa intermedia de termo-
oxidacién con agente oxidante, se han obtenido calibrados lineales para las seis especies
en el intervalo de concentracién comprendido entre 50 - 250 ug L de arsénico. Cada
punto del calibrade ha sido medido por triplicado y la sefial analitica considerada ha sido
la altura de pico. Los valores de la pendiente, ordenada en el origen y coeficiente de

correlacién de los calibrados obtenidos para cada especie se recogen en la Tabla XX 1.
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Tabla XXI.- Pardmetros do las curvas do calibrado obicnidas para las seis especies de arséaico
esiudiadas en el intervalo de concentracién de 50-250 ug L! de arsénicoen cada
especie, empleando cromatografia de cambio ani6nico (columna Hamilton) - termo-
oxidacién (con oxidantc)-HG-AAS, Fase mévil: tampén fosfato 17 mmol L™ a pH 6.0.
Caudal: 2.0 mL min™.

Especie Pendiente, w.A. ug' L | Ordenada en el Coeficiente de
(x 104 origen, w.A. correlacién
| AsC 9.0+02 0.016+0.001 0.9995
As(III) + AsB 6.18+0.07 0.021x0.002 0.9998
DMA 6502 0.010+0.002 0.9991
MMA 5.6+0.2 0.012+0.001 0.9990
As(V) 3.43x0.03 0.013+0.001 0.9998

Ademés, se ha calculado el R.S.D. y el L.D,, para cada una de las seis especies
de arsénico estudiadas, tal como se describe en el Apartado V.3.24. Los resultados

obtenidos se encuentran recogidos en la Tabla XXI1.

Tabla XXIL- Caracteristicas analiticas del método para las seis cspecies de arsénico mediantc
cromatografia de cambio ani6nico (columna Hamillon PRP-X 100) - termo-oxidacién
(con oxidante)-HG-AAS. Fasc movil: tamp6n [osfato 17 mmol L' a pH 6.0, Caudal

de fase mébvil: 2.0 mL min™,

Especie t. (min.) R.S.D.(%) LD, (ug L'
ASC 1.50 5 4
ASB+AS(I) | 185 3 4
DMA 245 5 6
MMA 3.70 4 6
As(V) 7.20 6 8
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Caracteristicas analiticas del método sin termo-oxidacion

En las mismas condiciones iniciales, sustituyendo el agente oxidante por agua en
la etapa de termo-oxidacion, se han obtenido calibrados lineales para las cuatro especies
de arsénico formadoras de hidruros en el intervalo de concentracién comprendido entre
50-250 ug I de arsénico. Cada punto es la media de tres determinaciones y las medidas
se han realizado en altura de pico. Los valores de la pendiente, ordenada en el origen

y coeficiente de correlacién de dichos calibrados se recogen en la Tabla XXII1.

Tabla XXIII.- Pardmetros de las curvas de calibrado obtenidas para las cuatro especics de arsénico
formadoras dc hidruros en ol intervalo de concentracidn de 50-250 pg L de
arsénico en cada especic, empleando cromatografia de cambio aniénico (columna
Hamilton PRP-X 100) - termo-oxidaci6n (sin oxidante) - HG - AAS. Fasc mévil:
lamp6n [osfato 17 mmol L™ a pH 6.0. Caudal; 2.0 mL min .

Especie Pendiente, u.A. ug' L Ordenada en el Coeficiente de
( x 10% origen, WA, correlacién
As(III) 9.93:+0.04 0.0013+0.004 0.9998
DMA 35+04 0.006+0.004 0.992
MMA 6.870.07 0.003x0.001 0.99994
As(V) 4.75£0.07 0.002+0.001 0.9998

El R.S.D. y el L.D,, para cada una de las cuatro especies de arsénico detectadas,
se ha calculado empleando los criterios descritos en el apartado V.3.2.4. Los resultados
obtenidos se encuentran recogidos en la Tabla XXIV.
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Tabla XXIV.- Caracteristicas analiticas del método para las cuairo especiesde arsénico formadores
de hidruros mediantc cromatografia de cambio amibmico (columna Hamilton
PRP-X 100) - termo-oxidacién (sin oxidante) - HG - AAS. Fasc movil: LlampdHn
fosfato 17 mmol L' a pH 6.0, Caudal de fasc mévil: 2.0 mL min™,

Especie t, (min.) R.S.D.(%) L.D. (ug L) |
As(IIT) 1.85 3 3
DMA 245 5 9
MMA 3.70 4 4
As(V) 7.20 4 6

V.3.3.2.4.- Determinacién de las especies de arsénico por HPLC (columna
Hamilton)-MO-HG-AAS en base a la exclusién selectiva de especies

con cartuchos anidnicos (IC-OH) conectados a la vdlvula de inyeccion.

Los cartuchos ani6nicos (IC-OH) conectados a la vilvola de inyeccidn
cromatogréfica, permiten abordar la determinacién diferenciada de las seis especies
objeto de estudio. Para ello, en un mismo paso, se introduce la muestra en el sistema
haciéndola pasar a través de un cartucho aniénico (IC-OH), acondicionado previamente
(10 mL de NaOH al 10% y lavado con 20 mL de H,0), colocado a la entrada de la
valvula de inyeccién ( ver Figura 33). De esta forma, las especies aniénicas As(ILI),
DMA, MMA y As(V), quedan retenidas en dicho cartucho y sélo las especies catidnicas
AsC y AsB pasan al inyector, siendo separadas posteriormente en la columna Hamilton
PRP-X 100, empleando tampén fosfato 5 mmol L a pH 6.0 como fase modvil y una
velocidad de flujo de 1.0 mL min’, en estas condiciones el cromatograma contiene s6lo
las especies AsB y AsC, como dos picos cromatograficos perfectamente resueltos. Por
otro lado, se obtiene un segundo cromatograma eliminando el cartucho anibnico y
sustituyendo el agente oxidante, de la etapa asistida por microondas, por agua. De esta

forma, como ya se vib previamente, sélo se obtienen las seitales correspondientes a las
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especies formadoras de hidruros, As(Ill), DMA, MMA y As(V), con un tiempo maximo
de andlisis de 8 minutos. Bn la Figura 34 se muestran los cromatogramas
correspondientes a una mezcla de 120 pg L de arsénico en cada especie, inyectando la
muestra al sistema HPLC-MO-HG-AAS a través de un cartucho aniénico (Figura 34A)
o sin emplear dicho cartucho y sustituyendo el agente oxidante por agua (Figura 34B).
De esta forma, no es necesario hallar la concentracién de ninguna especie por diferencia
entre dos sefiales obtenidas en distintas condiciones, sino que se determinan las seis

especies por interpolacion directa de una sola sefial en las curvas de calibrado

correspondientes.
muesgira
10 mifmin
_ bafio do Ar
cartucho microondas hicle
Colurmna
Bombal (| | [ AA '
it 4 \.V> i pe—" WA ‘
NaH PO, F i Bescionvistrcid -
2 mifmin
s@parador
gasfliquide
K80 HCl Naf#H,
0.6 mi/min L8 mifmin - 1.8 mi/min

Figura 33.- Representaci6n csquemitica del sistema HPLC-MO-HG-AAS, situando un cartucho
anibnico (IC-OH) a la entrada de la vélvula de inyecci6n,
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Figura 34.- Cromatogramas dc una mezcla de las seis especics de arsénico (120 pg L' de As):
A)inyectando la muestra a través de un cartucho anionico, fase movil: tampén fosfato
5 mmol L a pH 6.0 y un candal de 1.0 mL min"! y B) sin cartucho y sin persulfato
potdsico, fase m6vil: tampén foslato 17 mmol L' a pH 6.0 y un caudal de 2.0 mL min’,
empleando cromatografia de cambio aniénico (columna Hamilton)-MO-HG-AAS.
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Caracteristicas analiticas del método con inyeccidn a través del cartucho

En las condiciones ya establecidas, se han obtenido calibrados lineales para las
dos especies que no quedan retenidas en el cartucho, AsB y AsC, en el intervalo de
concentracién comprendido entre 50 - 250 ug L! de arsénico. Al igual que en los casos
anteriores, cada punto del calibrado ha sido medido por triplicado y la seilal analitica
considerada ha sido 1a altura de pico. Los valores de la pendiente, ordenada en el origen

y coeficiente de correlacién de los calibrados obtenidos para ambas especies se recogen
en la Tabla XXV.

Tabla XXV.- Paridmetros de las curvas de calibrado obtenidas para AsC y AsB en el intervalo de
concentraci6n de 50 - 250 ug L™ de arsénico, empleando cromatogralia dc cambio
aniénico (columna Hamillon PRP-X100)-MO-HG-AAS, inycctando la muesira a
través de un cartucho aniénico. Fase movil: tamp6n fosfato 5 mmol L' a pH 6.0.
Caudal: 1.0 mL min’.

Especie Pendiente, u.A. ug* L | Ordenada en el Coeficiente de
(x 10% origen, W.A. correlacion
AsC 9.0+0.1 0.002+0.001 0.9994
AsB 7.1x0.1 0.010£0.002 0.998

Ademds, se ha calculado el R.S.ID. y el L.D. para las dos especies de arsénico que

atraviesan el cartucho, tal como se describe en el Apartado V.3.24. Los resultados

obtenidos se muestran en la Tabla XXV 1.
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Tabla XXVI.- Caracteristicas analiticas del método para la determinaci6n de las dos especies no
relenidas cn el carlucho medianic cromatografia de cambio ani6nico (columna
Hamilton)-MO-HG-AAS, inycctando la muestra a través de un cartucho aniénico.
Fasc m6vil: tampo6n fosfato 5 mmol L 2 pH 6.0. Candal de fasc m6vil: 1.0 mL min™,

Especie t. (min.) R.8.D.(%) LD. (ug LY
AsC 2.20 4 3
AsB 3.00 5 4

V.3.4.- Estudio comparativo de las condiciones éptimas encontradas con cada una

de las columnas cromatograficas

La Tabla XXVII muestra, comparativamente, un resumen de las condiciones
Optimas encontradas con cada una de las columnas cromatograficas ensayadas, para la
determinacién individualizada de las seis especies del arsénico, que son objeto de

nuestro estudio.
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Tabla XXVII.- Resumen de las condiciones ¢plimas obtenidas en la separacién de scis especies de
arsénico, cmplcando cromatogralia de fase reversa modificada (columna spherisorb

50DS1) y cambio aniénico (columna ¥C PAK A y Hamilton PRP-X 100)

PARAMETROS

FUJO FASE MOVIL

HPLC HPLC-IC HPLC-HAMILTON PRP-X 100
FASE PAK A
REVERSA
Silice en basc Polimetacrilato Poli{estireno-
COLUMNA ocladecil con prupos dibutiibenceno)
(spherisorb NH,* (10 trimetilamonio
50DS1) pum) (10 pm)
DIMENSIONES 150 x 4.6 mm 50 x 4.5 mm 250 x 4.1 mm
COLUMNA
TBAP Tampdn Tampén fosfato Tampbn
FASE MOVIL 2.5 mmoi L fosfato 17.0 mmol L* fosfato
a pH 52 1.0 mmol L™ a pH 6.0 17.0 mmol L
a pH 10.7 a pH 107
VELQCIDAD 1.0 mL min 1.0 mL min * 2.0 mL min? 2.0 mL min

DETERMINACIONES As(IID) (97) As(III) (16) AsC (8 As(TII) (8)
INDIVIDUALIZADAS | DMA (122) | DMA  (8) DMA (6) DMA  (6)
(LD, pg L") MMA  (128) | MMA  (16) MMA  (6) MMA (7
As(Y) (143) | As(V) (20) As(Y) (11) As(V) (1) |
DETERMINACION
CONJUNTA AsB + AsC AsB + AsC AsB + As(I1I) AsB + AsC
(LD, pg LY (100) ) 7 (6)
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APLICACIONES ANALITICAS DIRECTAS EMPLEANDO LOS
METODOS DESARROLLADOS CON LAS DIFERENTES
COLUMNAS CROMATOGRAFICAS.

VL1.- INTRODUCCION

Las aplicaciones analiticas a que han dado lugar los métodos establecidos en el
anterior capitulo, estdn directamente relacionadas con la bondad de los mismos. Asf, los
principales inconvenientes que presenta la cromatografia liquida en fase reversa
(columna Spherisorb 50DS1, reactivo iénico TBAP 2.5 mmol L* a pH 5.2) son: a) el
solapamiento de las especies AsB y AsC en todos los casos, lo que no permite la
cuantificacién individualizada de las seis especies, b) altos l{mites de deteccion como
consecuencia de la presencia del tensoactivo en la etapa de la generacion del hidruro,
y ¢) el agente formador del par idnico, que afecta permanentemente 2 la selectividad
de la columna, lo que dificulta la reproducibilidad. Sin embargo, el método propuesto
puede aplicarse directamente a muestras acuosas con altos contenidos en las especies

inorgénicas, asf como a la determinacién conjunta de las especies no toxicas, AsB y AsC.

La columna aniénica IC-PAK A no mejora, en ningfin caso, las condiciones de
separacién de especies con respecto a la columna de fase reversa modificada, ya que al
igual que aquella, s6lo se obtiene separacion de las especies ani6nicas, solapando las
especies catibnicas, hecho que no permite su determinacién individualizada. Sin
embargo, se mejoran éxtraordinariamente las prestaciones analiticas en cuanto a la
reproducibilidad y limites de deteccién, lo que ya permite abordar la especiacion de
arsénico en muestras medioambientales con bajos contenidos en las diferntes especies

estudiadas.
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La columna anidnica Hamilton PRP-X 100 ha proporcionado las mejores
condiciones cromatogréficas, aunque tampoco es posible la separacién de las seis
especies en un solo cromatograma. Con esta columna se han propuesto tres métodos

para la determinacién de las especies de arsénico en muestras medioambientales.

El primero se basa en el hecho de que la separacién cromatogréfica es distinta
si se emplea como eluyente tampén fosfato 17 mmol L7 a pH 10.7 o a pH 6.0, ya que
a ambos pH se produce un solapamiento en el que estdn involucradas diferentes especies
(a pH 10.7, AsB y AsC, y a pH 6.0, As(II) y AsB). Se puede asi, determinar la
concentracién de AsC, As(IIl), DMA, MMA y As(V) individualmente y calcular por

diferencia la de AsB.

El segundo método se basa en que AsB y AsC no generan ningiin hidruro de
arsénico si no se aplica el procedimiento de termo-oxidacién. Asi, en presencia del
agente oxidante se obtendrén los picos correspondientes a As(V), MMA, DMA, AsC y
un pico conjunto de As(Ill) y AsB, mientras que en ausencia del agente oxidante se
obtendran los picos correspondientes a As(IiI), MMA, DMA y As(V). La concentracién

de AsB se caleula por diferencia entre ambos cromatogramas.

El tercer método se basa en el empleo o ne de un cartucho anidnico acoplado al
sistema HPLC-MO-HG-AAS. As, en presencia del cartucho se cuantificarén las especies

catiénicas, AsB y AsC, y en ausencia del mismo y omitiendo el reactivo oxidante,
As(III), As(V), MMA y DMA.

Por otra parte, los limites de deteccion y la reproducibilidad alcanzados en los
tres métodos, permiten abordar la determinacién directa de muestras medioambientales

sin necesidad de pretratamientos especiales.
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VL2.- ESPECIACION DE ARSENICO EN AGUA RESIDUAL EMPLEANDO
LA CROMATOGRAFIA DE FASE REVERSA MODIFICADA Y
DETECCION MO-HG-AAS.

Los altos limites de deteccién del método propuesto hacen que no sea adecuado
para su aplicaci6én en la mayoria de las muestras medioambientales. 1.os niveles de
arsénico en un agua de sondeo y en un extracto de sedimentos obtenidos del Programa
de Ensayos, Medidas y Pruebas (M&T), se encuentran por debajo de los limites de
determinacién del método. Sin embargo, el método se ha aplicado a la determinacion
de las seis especies en un agua residual (de cloaca), cuyo contenido en arsénico total era
extraordinariamente elevado. La concentracién de cada compuesto de arsénico en la
muestra se calculd por lectura directa de la sefial obtenida, en cada caso, en el calibrado

correspondiente a cada una de las especies.

Los resultados obtenidos para cinco determinaciones se¢ resumen en la
Tabla XXV Iil.

Tabla XXVIIL- Especiaci6n de arsénico ¢n un agua residual cmpleando cromatografia de fasc
reversa modificada-MO-HG-AAS. Fase mévil: TBAP 2.5 mmol L' a pH 5.2.
Caundal dc 1a fasc mévil: 1.0 mL min™

Especie Concentracién de As
(mg L)
AsB+AsC 9.7£0.6
DMA n.d.
As(I1I) n.d.
MMA n.d.
As(V) n.d.

n.d = no detectado
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En esta muestra de agua solo se ha obtenido sefal correspondiente a la mezcla
de compuestos no téxicos, AsC y AsB, con el inconveniente de que este método no
permite distinguir entre ambas especies. El nivel de concentracion obtenido, del orden
de mg L', puede ser atribuido a la alta actividad biolégica que se registra en este tipo

de aguas.

V.3.- ESPECIACION DE AS EN AGUAS Y EXTRACTOS DE SEDIMENTOS
POR CROMATOGRAFIA DE CAMBIO ANIONICO EN COLUMNA IC-
PAK A Y DETECCION POR MO - HG - AAS.

El método desarrollado con esta columna se aplic6 a la determinacion de las seis
especies de arsénico estudiadas en agua de sondeo del Cabril (Cérdoba), en un agua
residual (de cloaca) y en un extracto sintético de sedimentos suministrado por el
Programa de Ensayos, Medidas y Pruebas (M&T). La concentracion de cada compuesto
de arsénico en la muestra se calculé por lectura directa de la sefial obtenida en cada
caso, en el calibrado correspondiente a cada una de las especies. Los resultados

obtenidos para cinco determinaciones de cada muestra se recogen en la Tabla XXIX.

Tabla XXIX.- Hspeciacién de arsénico en aguas y extracto de sedimentos, por cromatografia de
cambio aniénico (columna IC-PAK A)-MO-HG-AAS. Resultados cxprcsados en
concentracién de arsémco Fase movil: tampén fosfato 1.0 mmol L™ a pH 10.7.
Caudal: 1.0 mL min™

Especie Agua sondeo | Agua residual | Extrac. sedim.
(ug L) (mg L") (ug L)
AsB+AsC nd, 10.3+0.5 n.d.
DMA n.d. n.d. 51%2
As(IIT) n.d. n.d. n.d.
MMA - n.d. n.d. 181%6
As(V) 869 n.d. 113+8

nd. = no detectado
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Como se puede observar, en el agua de sondeo s6lo se ha detectado la presencia
de As(V), como cabfa esperar, ya que, al ser aguas subterrdneas, no existe la suficiente
actividad bioldgica necesaria para transformar el arsénico inorgdnico en los distintos
derivados orgdnicos. En el agua residual, al igual que en el método anterior, solo
aparece la sefial correspondiente a las especies no téxicas, AsB y/o AsC, no siendo
posible, mediante este método, distinguir cudl de ellas estd presente. Sin embargo, en
el extracto sintético de sedimento se han encontrado DMA, MMA y As(V). El resto de
las especies, en cada caso, si se encuentran presentes, estdn a niveles de concentracién

por debajo del limite de deteccién de este método.

Con el fin de evaluar la exactitud del método propuesto, se han realizado estudios
de recuperacién en la muestra de extracto sintético de sedimento, aftadiendo 60 gg L
de arsénico, en cada especie, a una alicuota de dicho extracto. Los resultados obtenidos

se encuentran recogidos en la Tabla XX X.

Tabla XXX.- Reeuperacion de las scis especies de arsénico en el extracto sintético de sedimento,
empleando cromatografia de cambio ani6nico (columna IC-PAK A)-MO-HG-AAS.
Fase m6vil: tampén fosfato 1.0 mmol L a pH 10.7. Caudal: 1.0 mL min’'.

Bspecie ug L totales ug 17 % recuperacién
encontrados
AsB+ AsC 60 61:+3 102+3
DMA 111 114x2 102£2
As(II) 60 5042 992
MMA 241 2372 9842
As(V) 173 179+8 103+8

Se observa que, para todas las especies, la recuperacion estd proxima al 100%%,
lo que confirma la validez del método propuesto para la determinacién de los

compuestos de arsénico estudiados en este tipo de muestras.
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VL4.- BSPECIACION DE AS EN DISTINTOS TIPOS DE MUESTRAS
MEDIOAMBIENTALES POR CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO
ANIONICO EN COLUMNA HAMILTON PRP-X 100 Y DETECCION POR
MO-HG-AAS

En base a los resaltados obtenidos en la separacién de las especies utilizando la
cromatografia de cambio anidnico con columna Hamilton PRP-X 100 y en las
conclusiones extraidas de los estudios realizados sobre la transformacion de las especies,
tanto en microondas como en termo-oxidacién, se proponen diferentes métodos para la

determinacién de las seis especies de arsénico estudiadas.

VL4.1.- Determinacién de las especics de arsénico por HPLC (columna Hamilton
PRP-X 100)-MO-HG-AAS en base al diferente comportamiento de estas

especies en funcién del pH

El método desarrollado se aplicd a la determinacién de las seis especies de
arsénico en agua de sondeo del Cabril, en un agua residual y en el extracto sintético de
sedimentos suministrado por el Programda de Ensayos, Medidas y Pruebas (M&T). La
concentracién de cada compuesto de arsénico en la muestra se calculd por interpolacion
directa de la seiial obtenida, en cada caso, en el calibrado correspondiente a cada una

de las especies.

Los resultados obtenidos para cinco determinaciones en cada muestra, se resumen
en las Tablas XX X1 y XXXII, que corresponden a las medidas realizadas a pH 107y
a pH 6.0, respectivamente.
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Tabla XXXI.- Especiacion de arsénico en agnas y oxtracto de sedimento empleando cromatogralia
de cambio aniénico (columna Hamilton PRP-X 100)-MO-HG-AAS. Fase movil:
tampén fosfato 17 mmol L' a pH 10.7. Caudal de fase mavil: 2.0 mL min™.
Resultados cxpresados en concentracién de arsénico.

Especie Agua sondeo | Agua residual | Extrac. sedim.
. b L) (mg 1) (ug L)
AsB+ASC | nd. 9.4+04 nd.
DMA n.d. n.d. 53x7
As(IIT) n.d. n.d. nd.
MMA n.d, n.d. 179x4
As(V) 86+4 nd. 1059
n.d. = no detectado

Tabla XXXIL- Especiacion de arsénico en aguas y extractode sedimento cmpleando cromatografia
dc cambio ani6nico (columna Hamilton PRP-X 100)-MO-HG-AAS. Fasc movil:
tampén fosfato 17 mmol L a pH 6.0. Caudal do fasc mévil: 2.0 mL min*,
Resultados expresados en concentracién de arsénico.

——E—sp;‘ci.e Agua sondeo | Agua residual | Bxtrac. sedim. }
(ug L) (mg L) (ug L'
AsB + As(IIT) n.d. 9.6+£0.4 n.d.
DMA n.d. n.d. 54+3
AsC n.d, n.d. - n.d. "
MMA n.d. n.d. 183 +£3
As(V) 80x4 n.d. 1114

n.d. = no detectado
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Comparando los datos de las Tablas XXX{ y XXXl se puede deducir que en
el agua residual, la concentracién suma de AsB y AsC, obtenida a pH 10.7, (9.4 mg L'Y),
corresponde exclusivamente a AsB ya que la concentracién de AsC detectada a pli 6.0
es nula, Este dato concuerda con los que se obtienen si se considera la concentracion
suma de AsB y As(I1I) (9.6 mg L"), obtenida a pH 6.0, y la de As(III} medida a pH 10.7
(no detectada). Para el extracto de sedimento s6lo se detecta contenido en arsénico, a
ambos valores de pH, en forma de las especies DMA, MMA y As(V), y los resultados
obtenidos son similares a ambos pH. Por otro lado, estos resultados coinciden con los

obtenidos en el método cromatografico desarrollado con la columna IC-PAK A,

Con el fin de comprobar la exactitud del método, se han realizado estudios de
recuperacién afadiendo 60 ug L' de arsénico, en cada especie, a una alicuota del
extracto sintético de sedimento. Los resultados obtenidos a pH 10.7 y 6.0 se muestran
en las Tablas XXXl y XXXV, respectivamente.

Tabla XXXIIL- Recuperacion de las seis especies de arsénico en el extracto sintético de sedimento
cmplecando cromatograffa de cambio ani6nico (columna Hamilton PRP-X 100)-
MO-HG-AAS. Fase movil: tamp6n [osfato 17 mmol L™ a pH 10.7. Caudal de fase
m6vil: 2.0 mL min',

Especie pg L7 totales ug L' encontrados | 9% recuperacién
AsB+AsC 60 58+4 974
DMA 113 1097 967
As(IIT) 60 613 1023
MMA 239 229+4 96+4
As(V) 165 1764 107 +4
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Tabla XXXIV.- Recuperacion de las seis especies de arsénico en el extracto sintético de sedimento,
emplcando cromatografia de cambio aniénico (columna Hamilton PRP-X 100)-

MO-HG-AAS. Fase mévil: tamp6n fosfato 17 mmol L' a pH 6.0. Caudal de fasc
movil: 2.0 mL min’'.

Especie pg L totales ug L' encontrados | % recuperacion |
AsB + As(1I) 60 59+2 98 +2
DMA 114 1135 995
AsC 60 636 1056
MMA 243 2385 98+5
As(V) 171 165+8 968

Se observa que, para todas las especies de arsénico y, a ambos valores de pH, las
recuperaciones estdn proximas al 100%, lo que confirma la validez del método propuesto

para ltevar a cabo la especiacién de arsénico en este tipo de muestras.

V1.4.2.- Determinacién de las especies de arsénico por HPLC (columna Hamilton
PRP-X 100) - termo-oxidacién - HG - AAS en base al diferente
comportamiento de estas especies en el proceso de termo-oxidacion en

presencia y ausencia de K;S,0;

El método desarrollado se aplicé a la determinacién de las seis especies de
arsénico en agua mineral, en un agua de desecho (alcantarilla) y en el extracto sintético
de pescado suministrado por el Programa Ensayos, Medidas y Pruebas (M&T). La
concentracién de cada compuesto de arsénico en la muestra se calculd por lectura
directa de la sefial obtenida, en cada caso, en el calibrado correspondiente a cada una
de las especies. La concentracién de AsB se obtiene por diferencia entre la
concentracién suma de AsB y As(III), obtenida empleando agente oxidante, y la

concentracién de As(Ill), medida cuando se sustituye dicho reactivo por agua.
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Los resultados obtenidos para cinco determinaciones en cada muestra se resumen
en la Tabla XXXV,

Tabla XXXV.- Especiacion de arsénico en aguas y extracto de pescado empleando cromatografia
de cambio aniénico (columna Hamilton PRP-X 100) - termo-oxidacién - HG - AAS.
Resultados cxpresados en concenlracién de arsénico. Fase movil: tampon fosfato
17 mmol L™ a pH 6.0. Caudal dc fasc m6vil: 2.0 mL min™.

Especie Agua mineral | Agua de desecho | Extrac. pescado
(ug L) (mg L) (ug L)
AsC n.d, n.d. 767
As(IID) 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. 33x1 50020

n.d. = no detectado

Como era de esperar, y segln lo comentado en el método anterior, en la muestra
de agua mineral solo se ha detectado arsénico inorgénico, en forma de As(V). Sin
embargo, en el agua de desecho se han encontrado tanto formas inorgédnicas (As(IID))
como orgdnicas (AsB). Esta dltima especie puede aparecer como resultado de
biotransformaciones o bien puede haber sido introducida por la accién del hombre
{(herbicidas, ete..).

Por ultimo, los resultados obtenidos en la muestra de pescado demuestran que la
mayor parte del contenido de arsénico se encuentra en forma de derivados orgdnicos,

aungue también es posible encontrar cantidades de As(V).
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Con el fin de evaluar la exactitud de! método propuesto, se han realizado estudios
de recuperacion en el extracto de pescado afiadiendo una cantidad de arsénico de 60 ug

L', en cada especie, a una alicuota de dicho extracto. Los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla XXXV,

Tabla XXXVI.- Recuperacién de las scis especies de arsénico en el extracto de pescado empleando
cromatogralia de cambio ani6nico (columna Hamilton PRP-X 100)-t e r m o -
oxidaci6n - HG - AAS. Fasc m6vil: tampén fosfato 17 mmol L7 a pH 6.0. Caoddl
de fase movil: 2.0 mL min,

Especie pug L7 totales g L encontrados | % recuperacion
AsC 133 1355 1025
As(IIT) 60 64 +4 _ 107+4
DMA 217 2309 106£9
MMA 168 1635 97+5
As(V) 410 3949 _ 969
AsB 560 5606 1006

Se observa que, para todas las especies de arsénico, los valores de recuperacion
estdn préximos al 100%, lo que confirma la validez del método propuesto para la

determinacién de las especies estudiadas en este tipo de muestras.

VL4.3.- Determinacién de las especies de arsénico por HPLC (columna Hamilion
PRP-X 100)-MO-HG-AAS enbase ala exclusion selectiva de especies con

cartucho aniénico (IC-OH) conectadas a la vilvula de inyeccién

El método desarrollado se aplic a Ja determinacion de las seis especies de

arsénico en agua mineral, en un agua de desecho (alcantarilla), en agua de mar (puerto),
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en el extracto sintético de pescado (suministrado por el Programa de Ensayos, Medidas
y Pruebas (M&T)) y en el extracto sintético de sedimento (suministrado por el Programa

de Ensayos, Medidas y Pruebas (M&T)). La concentracién de cada compuesto de

arsénico en la muestra se calculé por lectura directa de la sefial obtenida, en cada caso,

en ¢l calibrado correspondiente a cada una de las especies.

Los resultados obtenidos para cinco determinaciones en cada muestra se resumen
en la Tabla XXXV II,

Tabla XXXVIL.- Especiacién de arsénico en aguas y extracto de pescado y scdimento empleando

cromatografia de cambio ani6nico (columna Hamilton PRP-X 100)—MO—I—IG~A.AS
a pH 6.0, con y sin cartucho aniénico. Resultados expresados cn concentracion
de arsénico.

Especie Agua Agua de Agua de Extrac. | Extrac.

mineral desecho mar (puerto) | sedimento | pescado

(4g L (mg L) (ug L) (ug LY | (ug LY

AsC n.d. n.d. ‘ n.d. n.d. 1067
As(IID) n.d. 7.4+02 n.d. n.d. n.d.

DMA n.d. n.d. n.d. 833 140x10

MMA n.d. nd. n.d. 1828 1108

As(V) 51+6 n.d. n.d. 340410 | 347+20

|l AsB n.d. 30+2 47+1 n.d. 45030

n.d. = no detectado

Al igual que en el caso anterior, en la muestra de agua mineral sélo se ha

detectado la presencia de As(V), debido a la ausencia de actividad biolégica. Sin

embargo, en el agua de desecho aparecen, de nuevo, tanto especies inorgénicas (As(III))

como orgénicas (AsB), por las mismas razones comentadas anteriormente.
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Por otro lado, el andlisis de agua de mar portuaria muestra que la mayor parte
del arsénico presente se encuentra en forma de AsB, hecho que puede deberse a una
gran actividad bidlogica. Bl resto de las especies, si existen, estdn en concentraciones que

quedan por debajo del limite de deteccion del método.

Como se puede observar en la Tabla XXXV, el exiracto de sedimento contiene
principalmente arsénico inorgénico, en forma de As(V), si bien aparecen también las

especies metiladas, MMA y DMA, aunque en menot proporeion.

Por tltimo, las especies encontradas en el extracto de pescado son, esencialmente,

los derivados orgdnicos, a excepcion del As(V), cuyo contenido es también considerable.

Ademds, con el fin de evaluar la exactitud del método propuesto, se han realizado

. ., - . . P A .
estudios de recuperacion, afiadiendo una cantidad de arsénico de 60 ug L, en cada
especie, a una alicuota del extracto sintético de pescado. Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla XXXV i1,

Tabla XXXVIIL- Recuperacion de las scis especies de arsénico en cl extraclo sintético de pescado
cmplcando cromatografia de cambio ani6aico (columna Hamilton PRP-X 100)-
MO-HG-AAS, con y sin cartucho aniénico, a pH 6.0.

Especie ug L' totales | ug L' encontrados | % recuperacion
AsC 166 158+6 95+6
As(Ill) 60 665 1105
DMA 200 216+9 108+9
MMA 170 178+8 105+8
As(V) 407 39110 96+ 10
\_ AsB _ 510 _ 351+12 10812
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Se observa que, para todas las especies de arsénico, los valores de recuperacion

estdn proximos al 100%, lo que confirma la validez del método propuesto para la

determinacién de las especies estudiadas en este tipo de muestra.
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PRECONCENTRACION DE ESPECIES TOXICAS DE
ARSENICO MEDIANTE EXTRACCION EN FASE SOLIDA

VIL.1.- INTRODUCCION

El dafio producido por la ingestién o exposicién a una cantidad relativamente alta
de arsénico depende de las especies quimicas que se encuentren presentes en los
alimentos o en las muestras medioambientales. Como ya se ha comentado, las especies
de arsénico toxicas son las especies inorgénicas, As(III) y As(V), y las orgdnicas MMA
y DMA, mientras que las especies no toxicas o pricticamente inocuas son AsB y AsC.
Por tanto, es importante cuantificar la concentracién total de arsénico toxico y, por otro
lado, es esencial poder determinar individualmente cada especie toxica, ya que el grado

de toxicidad varia de una a otra.

En los filtimos afios, el desarrollo de Ja metodologfa para la diferenciacioén de las
especies de arsénico ha sido el proyecto principal de algunos grupos de investigacidn, y
se ha centrado en el acoplamiento de técnicas de separacion con diversas técnicas de
deteccién. Sin embargo, incluso con las técnicas més desarrolladas, los limites de
deteccidn sc encuentran por encima de la concentracion de estas especies en la mayoria
de las muestras reales. Esta limitacién se esta intentando superar mediante una etapa
previa de preconcentracion de las especies, como paso previo a la separacién y deteccion
de las mismas. Este estudio se ha centrado en el desarrollo de un método capaz de
preconcentrar las especies téxicas de arsénico y cuantificar, tanto su contenido total,
como la concentracién de cada una de las especics, mediante los métodos anteriormente

desarrollados, FI-HG-AAS y HPLC-HG-AAS, respectivamente.
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En el apartado V1.4.3 se mostré la capacidad de la extraccién en fase sélida,
empleando cartuchos anidnicos (IC-OH) a través de los cuales se inyectaba la muestra
en el sistema HPLC-MO-HG-AAS para eliminar las especies ani6nicas de arsénico (que
quedaban retenidas en la fase solida) y asi, poder determinar las especies catiénicas AsB
y AsC. Basdndose en los resultados obtenidos en dicho capitulo, se ha investigado Ia
posibilidad de emplear este tipo de cartuchas aniénicos con objeto de preconcentrar las

especies de arsénico tdxicas, antes de su cuantificacién.

La exiraccién en fase sélida utiliza el mismo principio de retencién selectiva que
caracteriza la técnica de separacién en HPLC. Los cartuchos de extraccion se asemejan
al cuerpo de una jeringuilla de pldstico y estdn rellenos con cierta variedad de
absorbente de silice, quimicamente ligada a determinados grupos funcionales. En este
trabajo se han empleado cartuchos Accell Plus QMA (Sep-pak VAC 6¢cc de 500 mg) con
grupos funcionales: -C(O)NH(CH,);N(CH,)," CI'. Mediante esta fase ligada es posible
retener compuestos con grupos funcionales que tengan carga negativa, a partir de una

disolucién de reducida fuerza i6nica. El procedimiento se muestra esquematizado en la
Figura 35.

T

Acondicionamiento Retencidén Lavado Elncién

Figura 35.- Represcatacion esquemitica de un procedimicnto de preconcentracién en cartuchos.
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Laprimera etapa consiste en el ACONDICIONAMIENTO de lafase estacionaria,
con el fin de asegurar una retencién reproducible de los componentes de interés, A
continuacién, se procede a la RETENCION de los analitos de interés, haciendo pasar
la muestra a través del cartucho. Esta etapa, ademds de servir para la preconcentracin
de los compuestos que se van a analizar, puede aprovecharse para eliminar algin otro
componente de la muestra no deseado que atraviese la fase estacionaria sin quedar
retenido. Sin embargo, si alguno de los compuestos que no son de interés quedaran
retenidos en el cartucho, puede introducirse una etapa de LAVADO, con algin
disolvente capaz de extraerlos sin arrastrar los analitos. Por altimo, se procede a la
ELUCION de los componentes de interés, utilizando la minima cantidad necesaria de

eluyente con el fin de obtener el mayor factor de preconcentracién posible.

Por tanto, los pardmetros a optimizar son: en el proceso de preconcentracién,
naturaleza y concentracién de la disolucién acondicionadora y pH de la muestra y en el

proceso de elucidn, naturaleza, concentracién y pH del eluyente.

VIL2.- METODOS EMPLEADOS PARA LA DETERMINACION DEL
CONTENIDO TOTAL DE ARSENICO TOXICO E INDIVIDUAL DE
CADA ESPECIE TOXICA

Como ya se estudio en el apartado V.1.(6), la eficiencia de la generacién de
hidruros a partir de las especies téxicas de arsénico, As(IIl), As(V), DMA y MMA, es
idéntica cuando se utiliza HCi 1 mol L™, Por lo tanto, el contenido total de las especies
toxicas de arsénico se ha determinado trabajando con una concentracién de HCl 1 mol
L' y NaBH, al 3% (m/v). El sistema empleado para este fin es un acoplamiento en

linea FI-HG-AAS, que se representa esquemdticamente en la Figura 36A.

Para determinar individualmente las especies de arsénico toxicas, se ha empleado

el sistema HPLC-HG-AAS y se encuentra representado en la Figura 36B,
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Extracto

: l
Ar
H,0 C

—p | -—-—->

1.9 mL min’! B C E
SN / D

HCl 1 mo L+ 1.9 mL min!

> .
NaBH,3% 1.9 mL min'!

b)
¥ Ixtracto Ar
Fase movil G .
— St
3 mL min B / C C E
) D

HCl 4 mol L 1,9 mL min™'
o1 mol L! .

NaBH. 3% 1,9 mL min™!
4

Figura 36.- Representacién csquemdtica del sisiema A) FI-HG-AAS para la determinacién del
arsénico t6xico total y B) HPLC-HG-AAS para la determinacién individual de arsénico
inorgénico, MMA y DMA.

A- Bomba peristéliica de 4 canalces

B- Vélvula de inyceeion de 6 vias, con un bucle de 100 gL

C- Bucles de mezcla y reaccién

D- Scparador gas-liquido

E- Espectrofotémetro de absorcién atémica

F- Bomba de HPLC

G- Columna Anibnica (Hamilton PRP-X100, 250 mm x 4.1 mm i.d.)
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Como se puede observar en el esquema, la concentracién de HC! empleada no
es la misma en ambos sistemas ya que, como se ha comentado anteriormente, para
poder cuantificar el contenido total de arsénico toxico es necesario obtener la misma
eficiencia de formacién del hidruro a partir de todas las especies consideradas como
téxicas, y esto se cumple cuando se emplea una concentracién de HCl 1 mol L. Sin
embargo, para realizar la determinacién individual de estas especies, mediante el sistema
HPLC-HG-AAS, no es necesario obtener la misma sensibilidad para todas elias y,
ademas, la eficiencia de generacién del hidruro a partir de As(V) y MMA es mayor
empleando una concentracién de HC! 4 mol L. Este efecto se puede observar en los
cromatogramas que se muestran en la Figura 37, obtenidos a partir de una mezcla de
As(V), MMA y DMA que contiene 150 ug L' de cada especie, empleando ambas
concentraciones de HCL Con el fin de obtener la méxima sensibilidad para todas las
especies, se empleo una concentracion de HCI 4 mol L para la determinacion de As(V)
y MMA y 1 mol L' para DMA,

MMA
MMA  OMA b) .
AstV)
a) DMA
As(V)
" s \uo
6min. 3 0 6min. 3 0

Figura 37.- Cromatogramas obtenidos a partic de una mezcla de As(V), MMAY SDI\/IA de
150 ug L dc arsénico en cada cspecic, cmplcant}o ¢l sistema HPLC-HG-AAS con una
concentraci6n de HCI A) 1 mol L B) 4 mol L™
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VIL3- OPTIMIZACION DE LOS PARAMETROS QUE AFECTAN A LA
RETENCION DE LAS ESPECIES TOXICAS DE ARSENICO.

Con el fin de conseguir una preconcentracion eficiente, fue necesario acondicionar
estos cartuchos con una solucién cuyo pH fuera superior al mayor pK, de las especies
a preconcentrar. Ademas, el anién de esta disolucién acondicionador, que por otra parte
es €l que se une al radical activo del cartucho, tenia que intercambiarse faciimente por
el de las especies de arsénico. Debido a que la fase mdvil empleada para la separacion
cromatografica de las especies de arsénico es fosfato 17 mmol L' de pH 6.0 y al gran
intervalo de pH con el que puede trabajarse con este eluyente, se estudiaron distintas
concentraciones de este eluyente como disolucién acondicionadora, obteniéndose los

mejores resultados para una disolucién de Na,PO, 20 mmol L' de pH 12.

De forma similar, se ha estudiado el efecto que produce el pH de la muestra
sobre la preconcentracién de estas especies de arsénico. Este estudio se llevd a cabo en
el intervalo de pH de 7 - 12, usando disoluciones reguladoras de fosfato. Los mejores
resultados se obtienen, como era de esperar, para pH superiores al mayor valor de pK,
de estas especies, que corresponde al As(Ill) (pK,=9.3) y, por lo tanto, se ha
seleccionado pH 12.0 como éptimo para acondicionar Ja muestra, antes de proceder a

su retencidon en el cartucho.

Se observé que cuando se emplean volimenes de muestra superiores a 25 mL,
la retencién de As(III), independientemente de la concentracién de la disolucidn, 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 sea operativo para esta especie. Por lo
tanto, en hugar de cuantificar individualmente las dos especies de arsénico inorganico,
se ha optado por realizar !a determinacién global de As(V) y As(IIf). Para ello es
necesario realizar una transformacién previa del As(IIl), que pudiera encontrarse en la
muestra, a As(V). Bsta oxidacién se ha llevado a cabo empleando H,O, de 110
volimenes en proporeién 1:200 con respecto a la muestra (0.5 mlL. de H,0O, de 110 vol.

por cada 100 mL de muestra). Como consecuencia, al no haber As(III), que es la especie
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que presenta el pK, mas alto (9.3), no es necesario que el pH de la muestra sea tan
béasico. Por tanto, para el resto de los experimentos el pH de la muestra se ha ajustado
a pH 10. En estas condiciones, se obtuvo una eficiencia de preconcentracion del 98-
100% para el As(III), una vez oxidado a As(V), y del 96-100% para el As(V) original,
DMA y MMA. Se ha estudiado la capacidad de retencién de estos cartuchos para As(V),
MMA y DMA variando, por un lado, el volumen de muestra, manteniendo constante ia
concentracidn de las especies, y por otro, variando la concentracion de arsénico a la vez

que se mantiene constante el volumen de disolucién que atraviesa el cartucho.

El primero de estos estudios se llevo a cabo variando el volumen de rnuestra en
el intervalo de 100 - 1000 mL para una concentracion de 1 yg L de As en cada especie.
Las especies retenidas se eluyeron con 10 mL de 4cido fosférico de concentracién 40

mmol L a pH 2.0. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 38.

0.35 -

.30

0.25

0.20

Q.15 5

Absorbancia

0.10 -

0.08

0,00 - , , : . :
0 50 100 150 200 250 300

Concentracltn de As
Figura 38.- Influcncia dcl volumen de muestra sobre la capacidad df: rctcnci(m_ ldc: cstos cartuch'os
para As(V), MMA y DMA. Concentracién de arséncio: 1 pg 1! de cada especie.

Volumen de cluci6n: 10 mL de 4cido fosférico 40 mmol L a pH 2.0.

Se observa un cambio brusco de pendiente alrededor de 500 mL. Con el fin de

+ . . I .2 a
comprobar si el cambio brusco de pendiente se debia a la saturacién del cartucho 0

la saturacion del detector, se realizarén la correspondiente dilucion de los puntos que

no cumplian la linealidad, observando que la no linalidad se debe a la saturacion del
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detector. Por tanto, se obtuvieron recuperaciones préximas al 100% para todas las

especies, en todos los volimenes estudiados.

De forma andloga se realizé e! segundo estudio,.variando la concentracién de
cada una de las especies de arsénico en la muestra, entre 0.1 - 1.0 ug L', manteniendo
el volumen constante en 500 mL. En todos los casos se observan eficiencias de retencién
del 100%. No se ensayaron cantidades de arsénico superiores porque carece de interés
analitico para el fin que pretende esta investigacion, que es aplicarlo a muestras

medioambientales.

VIL4.- OPTIMIZACION DE LOS PARAMETROS QUE AFECTAN A LA
ELUCION DE LAS ESPECIES TOXICAS DE ARSENICO

Los pardmetros de elucién mas importantes son el pH, el volumen y la naturaleza

de la disolucién etuyente.

Para que se liberen del cartucho los compuestos aniénicos de arsénico, retenidos
previamente, es necesario que se produzca una protonacion de los mismos y a su vez,
que los centros activos del cartucho queden ocupados por otro anién. Un pH de 2.0
asegura la protonacién del As(V) que es el dcido més fuerte en su dltima protonacién.
Por otra parte y considerando que la fase movil del médulo cromatogréfico es fosfato
17 mmol L* de pH 6.0, y que el eluyente del cartucho ha de ser compatible con la
posterior separacién cromatografica, se ha estudiado para la elucién una disolucién
reguladora de fosfato 17 mmol L7, variando el pH entre 2.0 - 7.0. Para ello, se hace
pasar a través del cartucho 100 ml. de una disclucién mezcla que contiene 100 ng de

arsénico en cada especie. Los mejores resultados se obtuvieron trabajando con la
disolucién de pH 2.0.

Por otro lado, se estudié el volumen y concentracién de la disolucién reguladora
de fosfato de pH 2.0 necesarios para obtener una recuperacion cuantitativa de todas las

especies. Para ello, se hace pasar a través del cartucho 100 mL de una disolucién mezcla
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que contiene 100 ng de arsénico en cada especie. Los volimenes de elucién estudiados
fueron de 5, 10y 20 mL de 4cido fosférico de concentraciones 10,20y 40 mmol L 3

un pH fijo de 2.0, Los resultados obtenidos se representan en la Figura 39,
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i i i i Hri H 2.0 sobre la eficicacia
Figura 39.- Influencia del volumen y concentracién de 4cido fosf6rico a pH 2.
5 de clucién de As(V), MMA y DMA (100 ng de cada cspecie), cmpleando para su
determinacion cf sistema FI-HG-AAS.

Como se puede abservar, la eficiencia en la elucién de las especies objeto de
estudio depende, tanto del volumen de elucién como de la concentracién del eluyente,
Para una concentracién de fosfato de 10 mmol L, sblo se obtiene una eficiencia de
clucién total cuando se emplea un volumen de 20 mL. Por otro lado, cuando se utiliza
una concentracién de fosfato de 20 mmol L, la eficiencia es total con un volumen de
10 mL y de 20 mL. Sin embargo, cuando se emplea fosfato 40 mmol L™, 1a eficiencia es
total para un volumen de 10 mL y de, aproximadamente, el 95% con 5 mL. I?OI' tanto,
con el fin de eluir con seguridad todas las especies estudiadas, se han escogido como

1
volumen de elucién y concentracion 6ptimos 10 mL de H,PO, de 40 mmol L™,
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VIL5.- CARACTERISTICAS ANALITICAS

Curvas de calibrado

Para un volumen de muestra de 100 mL y en las condiciones de trabajo
previamente optimizadas, se han obtenido calibrados lineales para las especies
estudiadas, en el intervalo de concentracién comprendido entre 5 - 15 ng L™ de arsénico
en la muestra original. Ademds, se han comparado las pendientes de estas curvas de
calibrado con las obtenidas a partir de disoluciones patrén, sin realizar la etapa de
preconcentracién, de concentraciones de arsénico comprendidas en el intervalo de 50 -
150 ng L™ en cada especie (concentracién equivalente a la de la muestra tras la
preconcentracién suponiendo una eficiencia en el proceso de preconcentracién/elucion
del 100%). La determinacién se ha realizado empleando el sistema HPLC-HG-AAS,
anteriormente expuesto, y trabajando con dos concentraciones de HCL, 1y 4 mol L', Las
medidas analiticas se han realizado en altura de pico. Los valores de la pendiente,
ordenada en el origen y coeficiente de correlacion de las curvas de calibrado obtenidas,

con y sin preconcentracion, para cada especie se recogen en la Tabla XX XIX.

Comeo se puede observar, las pendientes de las curvas de calibrado para cada
especie empleando preconcentracién son similares a las obtenidas con los patrones sin
preconcentrar, lo que permite calcular la concentracién de cada compuesto interpelando
las sefial obtenida a partir del extracto del cartucho en la curva de calibrado sin
preconcentracion correspondiente, lo cual hace el método mds rdpido para su aplicacion

a muestras de agua {mineral o de rfo) reales,
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Tabla XXXIX.- Pardmetros de las curvas de calibrado para la determinacién de arsénico inorganico, DM
MMA en el intervalo de concentracion de 50 - 150 pug L de arsénico en cada especie, empleando
HPLC-HG-AAS.

DMA

MMA

Arsénlco linorganico

—_—

A

B : 1 :

B

A.

B

HCl 4 molfL

Pendiente {10%) .

uA. pg' L
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Coef. corr.
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0,9992

. Giorsxo002 | 001250001

195:02 e I
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De la misma forma se compararon los pardmetros de las curvas de calibrado con

y sin preconcentracidn para la determinacion total de arsénico toxico por FI-HG-AAS.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla XL.

Tabla XL.- Pardmetros de las curvas de calibrado para la detorminaci6n global de las especics
t6xicas de arsénico cn el intcrvalo de concentracion de 5 - 50 pg L' de arsénico,

cmpleando FI-HG-AAS.

Arsénico Toxico

A B
Pendiente, w.A. pg' L (x 10°) | 191 = 0.05 1.87 * 0.07
Ordenada en el origen, u.A. 0.003 = 0.001 { 0.005 = 0.003
Coeficiente de correlacion 0.9994 0.9997

A: con preconcentracion
B: sin preconcentracién

A la vista de los resultados, se puede concluir que ambas pendientes son
practicamente iguales, por lo que la concentraciéon de arsénico tdxico total, tras la
preconcentracién, puede calcularse, por interpolacién directa de la seflal medida

inyectando el extracto del cartucho, en la curva de calibrado de As(V) obtenida sin la

etapa previa de preconcentracion.
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Reproducibilidad

Con el fin de evaluar fa reproducibilidad del método propuesto para la
preconcentracion y determinaci6n de arséncio toxico total empleando el sistema FI-HG-
AAS, se ha aplicado dicho método a cinco disoluciones de cada compuesto (As(V),

MMA 6 DMA), a dos niveles de concentracién, 3 y 10 ug L.

Por otro lado, se ha estudiado la reproducibilidad del método para la
determinacion individual de las especies toxicas, aplicindolo a cinco disoluciones mezcla
que contienen 10 ug L' de cada compuesto, empleando el sistema HPLC-HG-AAS, para

un volumen de muestra de 100 mL.,

Los resultados de ambos estudios se recogen en la Tabla XLl1.

Tabla XLI.- Reproducibilidad del método para la determinacién del contenido global de arsénico
toxico y de¢ arsénico inorginico, MMA y DMA individualmente, cmpleando
preconcentracion y ¢l sistema FI-HG-AAS o HPLC-HG-AAS, respectivamente,

(n=3)
Concentracion As(V) MMA DMA
[% R.SD.] | [% RS.D]} | [% RSD.)]
3ug Lt 5.7 5.2 42
FI-HG-AAS
10 ug L* 1.7 1.4 2.0
HPLC-HG-AAS 10 ug L 4.8 4.3 4.5
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Se observa que, en todos los casos, el % R.S.D. estd proximo al 5%, lo que indica
la buena reproducibilidad de los métodos propuestos para la preconcentracion y
determinacién de los compuestos toxicos de arsénico, ya sea de manera global o

individual,

Limites de deteccidn

Se han calculado los limites de deteccién para cada una de las tres especies de
arsénico preconcentradas y detectadas mediante HPLC-HG-AAS, y para la
determinacién del contenido total de arsénico tdxico, para un volumen de muestra de
100 mL y un volumen de elucién de 10 mL, que corresponde a un factor de

preconcentracidn de 10. Los valores asf obtenidos se recogen en la Tabla X LI,

Tabla XLIL- Limite do deteccion de la determinacion de arsénico total y arséncio inorgénico,
MMA y DMA, medianie FI-HG-AAS y HPLC-HG-AAS, respectivamente.

LD. (ugL?)
Arsénico inorgénico 0.6
DMA 0.2
MMA 0.3
Arsénico total 0.1

Estudio de interferencias

Por tltimo, se han estudiado las posibles interferencias que pueden presentarse
en el proceso de preconcentracién. L.os compuestos que pueden interferir en esta etapa
tienen que tener cardcter aniénico, ya que son los que pueden competir con las especies
de arsénico por los centros activos de la resina de intercambio. Las especies anidnicas
que pueden aparecer en mayor concentracién, normalmente, en muestras de agua son
NOjy, CI' 6 SO,7, por lo que estas han sido las interferencias estudiadas. Para ello, se

preconcentraron 100 mL de disoluciones que contenian 4 ug 1! de arsénico, en forma
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de As(V), y concentraciones variables del anién interferente, comprendidas en el
intervalo de 0 - 100 mg L. Estas disoluciones estan preparadas a partir de NaNQO,, NaCl

y Na,SO,, respectivamente. Los resultados obtenidos se representan en la Figura 40.
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Figura 40.- Eficicncia de la preconcentracion de 4 ug L' de As(V) cn presencia de cantidades
variables de CI', §O,” y NO,".

Como se puede observar, la eficiencia de la preconcentracion de arsénico es del
100% en disoluciones de contenido salino no muy elevado, hasta 5 mg de NO, y CI,
preconcentrados en el cartucho, y de 1 mg para SG,”. Por tanto, el método propuesto
puede ser aplicado a la determinacién de arsénico téxico en agua mineral o agua dulce
natural, pero no puede utilizarse para preconcentrar arsénico toxico a partir de agua de

mar, debido a la gran concentracién de aniones que contiene este tipo de muestra.
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VIL6.- APLICACIONES ANALITICAS

El método desarrollado se aplicé a la determinacion de arsénico téxico total o de
las especies toxicas individualmente, en agua mineral y agua de rio. Como era de
esperar, en este tipo de muestras no se encontré arsénico toxico en concentraciones por
encima del limite de deteccion del método. Por tanto, con el fin de evaluar la exactitud
del método propuesto, se han realizado estudios de recuperacion en ambas muestras,
afiadiendo 10 ug L de cada especie de arsénico téxico (As(V), MMA y DMA) a tres
alicuotas de cada muestra para realizar la determinacién individual, y 1 pug L' de cada
especie, a otras tres alicuotas, para la determinacién de arsénico toxico total. En ambos
casos se preconcentraron 100 mL de muestra. Los resultados obtenidos se encuentran
recogidos en la Tabla XL1II.

Tabla XLIIL- Recuperacion de cada una de las especies de arsénico toxicas y del contenido do
arsénico téxico total cn agua mineral y agua de rio, empleando preconcentracion y
cl sistema HPLC-HG-AAS y FI-HG-AAS, respectivamente.

% Recuperacion
p

Agua de rio | Agua mineral
Arsénico total 98 + 3 99 + 2
MMA 101 = 2 100 + 2
DMA 99 3 97 £ 4
Arsénico Inorgdnico 96 + 5 97 = 4

Se observa que, para todas las especies, la recuperacién estd préxima al 100%,
lo que confirma la validez del método propuesto para la preconcentracion vy
determinacién individual de las especies toxicas de arsénico y del contenido de arsénico

toxico total, en este tipo de muestras.
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DESARROLLO DE METODOS ANALITICOS
PARA LA DETERMINACION DE LAS ESPECIES DE
ARSENICO EN MUESTRAS BIOLOGICAS COMPLEJAS.

APLICACIONES ANALITICAS

VIIL1.- ABSORCION DE LAS ESPECIES DE ARSENICO EN HUMANOS

La ingesta de arsénico en humanos se puede producir a través del consumo de
alimentos y/o por exposicién, principalmente en individuos dedicados a ciertos trabajos,
tales como la fabricacién de vidrio, industrias del papel pintado, etc. Se sabe que la toma
dietética de derivados de arsénico proviene, fundamentalmente, de los alimentos de
origen marino (pescados y mariscos), como se puede deducir a partir de los datos
reflejados en la Tabla XLIV.

Numerosos estudios han mostrado que la principal especie de arsénico en
muestras biolégicas marinas es la arsenobetaina (Maher y Butler, 1988), pero también
se han determinado otros compuestos en menor proporciénm, tales conmo el i6n
tetrametilarsénico en pescados (Shibata y Morita, 1989), arsenocolina en camarones
(Lawrence y col, 1986) y DMA (Shibata y Morita, 1989) y arsénico inorgdnico

(Shinagawa y col., 1983) en musculo de pescado.

La absorcidn del arsénico proveniente de los alimentos depende de la especie
quimica en que se encuentre, y se sabe que las especies de arsénico como As(III) y
As(V) son bien absorbidas por el tracto gastro-intestinal (>95%). La velocidad de
absorcién es funcién de la solubilidad de las especies administradas, por lo que un
compuesto de baja solubilidad, como el As,S,, no produce un aumento de arsénico en

orina, mientras que la velocidad de absorcién de las formas metiladas, MMA y DMA
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es alta (>75%) y la AsB es absorbida completamente. Esta velocidad de absorcién ha

sidlo estimada estudiando el grado de excrecién o por medida de AsB marcado en orina

(Brown y col., 1990).

Tabla XLIV.- Concentracién media de arsénico ingerido en la dicta de la poblacién danesa
(National Food Agency of Denmark, 1990).

1

Grupo de Consumo Arsénico Arsénico ingerido

alimentos (g dia™) (g &) (ug dia™) | % del total
Leche y productos lacteos 426 0.007 2.8 2.4
Queso y derivados 50 0.021 1.1 0.9
Cereales y derivados 227 0.037 8.3 7.0
Vegetales y 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
Pescadaos y 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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VIIL.2.- METABOLISMO DEL ARSENICO

El metabolismo del arsénico en mamiferos, incluido el hombre, depende de las
especies en cuestién. Los principales procesos implicados son dos:
(a) reacciones redox que interconvierten As(III) y As(V) y (b) procesos de metilacién
que conducen a la formacién de MMA, DMA y TMAO.

En la Figura 41 se presenta un esquema del metabolismo para arsenito y
arseniato en humanos (Vahter y Marafante, 1988). Este muestra que el arsénico
inorgénico ingerido es transportado por la sangre al higado, donde tiene lugar la
metilacion y el As(V) es, probablemente, reducido a As(IIl) en la sangre. El mecanismo

de metilacién sugerido es el de Challenger (1945), descrito en el Apartado 1.2.3.
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Figura 41.- Biotransformaci6n y retcnci6n de arsenito y arseniato en tojidos de mamiferos (Vahter
y Maralantc, 1988).
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Por otro fado, el DMA absorbido es excretado en la orina casi en su totalidad,
sin transformacién, como se muestra en la Figura 42 (Marafante y Vahter, 1989). Una

pequefia fraccién del DMA (<5%)) puede ser metilada para formar TMAO.

RINON Excrecidn en orina
[ > de DMA, TMAO y
1 complejos de DMA
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I
DMA : |
I |
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S\ _I\
\\‘ \\ 7 DMA
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Absorclon de DMA :‘|> DMA bMA
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Complefos de DMA de Asg
-
- ~ \
! - - -
I s 1 '/ Y
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b PMA | IDMA
b | ITMAO DMA
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PARED ' de As
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complejos de DMA | “giniests de TMAD

en bllfs

Figura 42.- Biotransformacién y retenci6n de DMA cn (ejidos de mamiferos.
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No se ha encontrado ninglin trabajo en el que se demuestre que la AsB sufra
algiin tipo de transformacién en mamiferos, Sin embargo, la AsC ingerida es oxidada a
AsB, tal y como se muestra en la Figura 43 (Marafante y Vahter, 1989). Ademdés, la AsC

se incorpora a los arsenofosfolipidos y estos son retenidos en los tejidos grasos.
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Figura 43.- Biotransformaci6n y retencién d¢ AsB'y AsC en tejidos de mamiferos.
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VI1IL.3.- ELIMINACION DE ARSENICO

Los diagramas de las Figuras 41, 42 y 43 muestran que la eliminacion de las
especies de arsénico se produce a través de la orina, mientras que la eliminacién en las
heces fecales sélo es significativa para compuestos de arsénico de baja solubilidad, que
por otra parte, no han sido detectadas como componentes de alimentos. Del 45-85% del
arsénico inorgénico ingerido es excretado en la orina entre el primer y el tercer dia a
partir de su ingestién, con un tiempo medio de 40-60 horas en la especie humana. Las
formas metiladas sufren una eliminacién similar a la de las formas inorgdnicas. Como
ya se ha dicho, el estudio de la eliminacién de AsB en humanos ha sido llevado a cabo
empleando “AsB marcada (Brown y col., 1990). Estos estudios dieron como resultado
que, pasado un dia, quedaba un 33% de Ia cantidad administrada en el cuerpo humano
¥, después de 24 dfas, s6lo permanecia el 1%. En este caso, no se indica la forma
quimica bajo la que se elimina el arsénico marcado ingerido, pero otros estudios
(Cannon y col,, 1979) sugieren que la AsB no sufre ninguna transformacién en el
organismo humano. Sin embargo, la AsC se incorpora a los arsenofosfolipidos y éstos
son retenidos en los tejidos grasos. La forma de eliminacién de estos compuestos en el

hombre no es afin conocida.
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VIIL4.- DETERMINACION DE ARSENICO TOTAL Y TOXICO EN ORINA.,

Como se ha mostrado anteriormente, el arséncio inorgénico se convierte
parcialmente en el organismo en las especies meros toxicas MMA y DMA mediante
mecanismos destoxificadores de metilacién, previamente a su eliminacén, Mientras que
las especies consideradas no toxicas (AsB y AsC) procedentes de pescados y mariscos
sufren la transformacién de AsC en AsB, sin embargo, el contenido de especies no

téxicas permanece constante.

Considerando que la orina es la principal via de eliminacion de los compuestos
de arsénico para el hombre, y que no se produce transformacién en el organismo entre
los compuestos téxicos (As(IIT), As(V), MMA y DMA) y los no toxicos (AsB y AsC), la
determinacién por separado de estos dos grupos de compuestos podria revelar la fuente

del arsénico, por exposicién (compuestos téxicos) o por la dieta {compuestos no toxicos).

Considerando los resultados obtenidos al trabajar con el sistema en linea FI-MO-
HG-AAS para efectuar la descomposicion cuantitativa y determinacién de los
organoarsenicales AsB y AsC en aguas (Apartado V.2.2), se investigd la conveniencia
de emplear este sistema para la determinacién por separado de arsénico total y toxico
(AS(II), As(V), MMA y DMA) en muestras de orina de individuos que hubieran
ingerido pescado y marisco. Bl sistema empleado para ilevar a cabo este estudio estd

representado en la Figura 44.

MUESTRA MICROONDAS Ar

BANO DE

10 w1 min
o HIELO (1 md i
1 0.7 ml min*
> R ——*
5% K, 5,04/ 5% NaOH 4.6 mi min"!
s 1M HCI N o 1.9 ml min™

L4

4M HCI o nailn 19 m! mint
b

3% NnBII, 1.9 ml min™!

Figura 44.- Represcatacién esquemética de un sistema FI-MO-HG-AAS para la determinacién de
arsénico total y t6xico cn orina.
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Los procedimientos seguidos para realizar ambas determinaciones se describen

a continuacion.
A) Sistema para la determinacién de arsénico total en orina

Se inyectan 100 ul. de muestra en una corriente de agua que fluye a 0.7 mM
min" y se hace reaccionar con el reactive oxidante, 5% (m/v) K;S,05 en 5%
(m/v) NaOH a una velocidad de flujo de 4.6 mL min®, en un reactor de 1.5 m
que se encuentra situado dentro de un horno microondas encendido a la mdxima
potencia (700 W), Una vez completada la reaccidn, la mezcla se enfria haciéndola
pasar a través de un tubo sumergido en un bafio de hielo, y se procede a la
reaccién de formacién del hidruro (por reaccién con HCl 4 mol L™ y NaBH, al
3% (m/v)). A continuacién se hace pasar la mezcla a través de un separador gas-
liquido, donde la fase liquida es desechada y la fase gas, que contiene la arsina,
se introduce en una célula de cuarzo (17cm x 12 mm), donde se atomiza, a una

temperatura de 900°C, con una llama de aire-acetileno.

B) Determinacién de arsénico téoxico (As(1ll), As(V), MMAy DMA)en

orina

Este sistema es el mismo que el descrito anteriormente para la determinacién
de arsénico total, y debido a que las cuatro especies a determinar son capaces de
formar hidruros, no es necesario introducir el agente oxidante por lo que, en este
caso, ha sido sustituido por una corriente de HCl 1 mol L' que, como se
demostro en el Apartado V.1.(6), es la necesaria para que la eficiencia de
generacién de hidruros a partir de las cuatro especies tdxicas sea la misma,
Ademds, se cierra el canal de HCl 4 mol L, ya que la acidez necesaria para la

derivatizacién a la forma de hidruros ha sido suministrada anteriormente.
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VIIL4.1.- Optimizacidén de los pardmetros que afectan a la descomposicién de los

compuestos organicos de arsénico en muestras de orina

Se realizd la descomposicién de los compuestos organoarsenicales AsB, AsC y
DMA, en muestras blanco de orina enriquecidas con estas especies, empleando las
condiciones establecidas en el Apartado V.2.2 como 6ptimas para muestras acuosas (5%
K,S,04 en 2.5% NaOH a una velacidad de flujo de 0.6 mL min’, longitud del reactor
de 1.5 m y potencia del microondas de 700 W). Los resultados obtenidos mostraron que
la descomposicién de estas especies era incompleta, observindose una eficiencia de
generacion del 48% para una muestra de orina enriquecida con AsB, con respecto a 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 necesarias condiciones mas drésticas para
transformar la AsB y demds compuestos organoarsenicales cuando se trabaja con
matrices complejas, tal como la orina, que contiene cantidades significativas de

proteinas, sales minerales, etc.

La concentracién del agente oxidante, 5% (m/v) de K;S,0; en 2.5% (m/v) de
NaOH, empleada en los estudios anteriores, estd proxima a la saturacion, por lo que no
puede considerarse este pardmetro en la optimizacién, ya que se podrian producir

problemas de obturacién de tubos con partfculas sélidas.

Por consiguiente, se ha llevado a cabo un estudio de la eficiencia de
transformacién de AsB en muestras de orina, variando la longitud del bucle del reactor
desde 1.5 m hasta 5 m, Sin embargo, el 20% de aumento de la eficiencia de generacién
con respecto al menor tamafio del bucle estd lejos de la transformacién cuantitativa de
la AsB a una especie formadora del hidruro, ademds, el ruido de fondo aumenta
extraordinariamente y el perfil de las sefiales empeora. A la vista de estos resultados,
se estudio el efecto de la velocidad de flujo del reactivo oxidante sobre la eficiencia de
descomposicién de las especies de arsénico, por lo que se varid dicha velocidad de
flujo en el intervalo comprendido entre 1.6 y 4.6 mL min™. Los resultados obtenidos
en muestras de orina enriquecidas individualmente con AsB, AsC, DMA o As(V) se

representan en la Figura 45.
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Figura 45.- Infllucncia del caudal del persulfato potdsico, cn medio alcalino, sobre la cficiencia de
la oxidaci6n asistida por microondas en mucstras de orina enriquecidas individualmente
con AsB, AsC, DMA 6 As(V). Concentracion de As: 100 ug L. Caudal en mL min’!

de: (A) 1.6; (B) 2.2; (C) 3.1; (D) 4.0 y (E) 4.6.
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Como se puede observar, al aumentar la velocidad de flujo del agente oxidante
aumenta la eficiencia de transformacién de todas las especies hasta obtener, a un caudal
de 4.6 mL min”, la misma sefial de absorbancia para todas ellas. La sefial obtenida a
partir del DMA, en estas condiciones, es la misma que la que se obtiene a partir de
As(V), lo cual es debido a que al aumentar el caudal del agente oxidante disminuye la
acidez del medio, comprobandose, una vez méas, que cuando la concentracién de HCl se

mantiene entre 1y 2 mL L", la eficiencia de formacion del hidruro se iguala para todas

las especies.

VIIL.4.2.- Caracteristicas analiticas del método para la determinacién de arsénico

total en muestras de orina

Trabajando en las condiciones citadas anteriormente, se han obtenido calibrados
lineales para la determinacion de arsénico total en blancos de orina enriquecidos con
cada una de las seis especies individualmente, en el intervalo de concentracién
comprendido entre 20 - 200 yg L de arsénico. Cada punto del calibrado se ha medido
por triplicado y la sefial analitica considerada ha sido la altura de pico. Los valores de
la pendiente, ordenada en el origen y coeficiente de correlacién de los calibrados

obtenidos para cada especie se recogen en la Tabla XLV.
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Tabla XLV.- Pardmetros de las curvas de calibrado obtenidas para las scis especies de arsénico,
en cl intervalo de concentracién de 20 - 200 ug L™ de arsénico, empleando FI-MO-
HG-AAS bajo las condiciones descritas para la determinacién de arsénico total.

Especie Pendiente, w.A. ug' L Ordenada en el Coeficiente de
( x 109 origen, w.A. correlacién
As(II) 7.4+03 0.014+0.007 0.995
As(V) 7.3+0.5 0.02+0.01 0.994
AsB 7.4x0.3 0.018+0.008 0.99990
DMA 7.6+0.3 0.007x0.004 0.9998
AsC 7.5x0.7 0.03+0.01 0.994
MMA 75402 0.023+0.005 0.998

Se realizd un estudio estadistico para ver si habia 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 calibrado de As(V). Este estudio se llevo a
cabo mediante la comparacién de 1a t, g, de student con 1a t,p,.g de student (t

o, nl +

02 - 4, bi)+ 1@ tegeuaa S€ calculd utilizando la siguiente expresion:

b, - by

tc:ul =

(Sb12 + Sb22)1/2

donde b, es la pendiente correspondiente a la curva de As(V), b, la pendiente de la

curva de la especie a comparar y Sb, y Sb, son las desviaciones estdndar de dichas

pendientes.

Si se cumple que: ty < tpm+m.4on S€ puede decir que las pendientes no

difieren significativamente.
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Los resultados obtenidos (para un nivel de significacion de 0.05) permiten concluir
que no existen diferencias significativas entre la pendiente de la curva correspondiente
a As(V) y las pendientes de las curvas de cada una de las restantes especies de arsénico
estudiadas. Por consiguiente, se puede decir que, en estas condiciones, todas las especies
se transforman y generan el hidruro con una eficiencia proxima al 100%, por lo que

mediante este método es posible determinar la concentracion de arsénico total en orina.

Al igual que en los métodos anteriores, se han calculado la desviacion estdndar
relativa y el limite de deteccién a partir de las medidas correspondientes a 10 muestras
de orina, con un contenido de arsénico total de 100 ug L*. Para ello, se han empleado
los mismos criterios que en el Apartado V.3.2.4, obteniéndose una precision (R.S.D) de

un 7% vy un limite de deteccién de 4 ug L™,

El tiempo total requerido para realizar un andlisis, empleando FI-MO-HG-AAS
para la determinacién de arsénico total en muestras de orina, es aproximadamente de

20 s, por lo que se puede decir que la frecuencia de muestreo es elevada.

VIIL.4.3.- Caracteristicas analiticas del método para la determinaci6n de arsénico

téxico en muestras de orina

En las condiciones citadas anteriormente, se han obtenido calibrados lineales para
la determinacién de arsénico téxico en muestras de orina, enriquecidas con cada una de
las seis especies individualmente, en el intervalo de concentracion comprendido entre
20 - 200 ug L de arsénico. Todas las medidas se han realizado por triplicado y la sefial
analftica considerada ha sido la altura de pico. Los valores de la pendiente, ordenada
en el origen y coeficiente de correlacion de los calibrados obtenidos para cada especie

se recogen en la Tabla XLV 1.
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Tabla XLVI.- Parimeiros de las curvas de calibrado obtenidas para las cspecies toxicas de
arsénico, ¢n ¢l intervalo de concentracion de 20-200 ug L7 de arsénico, c-mplcal_ldo
FI-HG-AAS bajo las condiciones descritas para la determinacion de arsénico téxico.

Especie Pendiente, wA. ug' L Ordenada en el Coeficiente de
( x 10% origen, u.A. correlacién
As(V) 4.7£0.2 0.015+0.004 (.99995
As(II) 4.5%05 0.020%0.007 0.9991
DMA 4.4+0.6 0.030+0.009 0.997
MMA 4.5+04 0.02+0.01 0.9990

Se realizé un estudio estadistico para ver si habia 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 calibrado de As(V), tal y como se describe en
el apartado anterior. Se puede concluir que, para un nivel de significacién de 0.05, en
ningdin caso existen diferencias significativas entre las pendientes comparadas. Por
consiguiente, ya que, en estas condiciones, todas las especies toxicas generan el hidruro
con la misma eficiencia, es posible determinar, mediante la aplicacién de este método,

la concentracién global de arsénico téxico en orina.

Se han calculado la desviacién estdndar relativa y el limite de deteccion a partir
de las medidas correspondientes a 10 muestras de orina con un contenido de arsénico
de 100 ug L', empleando los mismos criterios que en el Apartado V.3.2.4, obteniéndose

una precisién (R.S.D) de un 4% y un limite de deteccidén de 6 ug L™
VIIL.4.4.- Aplicaciones analiticas

El método desarrollado se aplicé a la determinacién de arsénico total y téxico en
muestras de orina de individuos que habian ingerido previamente algunos alimentos de
origen marino. Las muestras de orina fueron aportadas por dos voluntarios que cdurante

tres dias siguieron una dieta que exclufa todo tipo de alimentos procedentes del mar. La
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muestra considerada come blanco de orina era recogida en la mafiana del cuarto dfa.
Ese mismo dfa se consumi6é una dieta rica en alimentos marinos que consistié en:
voluntario 1) cena de 1 Kg de mejillones; y voluntario 2) almuerzo de 300 g de atin
enlatado y 150 g de lenguado, y cena de 500 g de mejillones. La muestra de orina para
el andlisis se recogi6 en la mafana del quinto dia. Tanto las muestra de orina, como los
blancos fueron almacenados en la oscuridad a 4°C, sin adici6én de ningin tipo de

conservante, y se analizaron transcurridas entre 2-3 horas a partir de la recogida.

Para la determinacidn del arsénico total en la orina del voluntario 2, fue necesario
hacer diluciones de 1:1y 1:9 para el blanco y la muestra respectivamente, mientras que,
en el caso del voluntario 1, no se realizd dilucién en el blanco y fue necesaria una
dilucién 1:1 para la muestra. Sin embargo, para la determinacién del contenido de
arsénico téxico, las medidas se realizaron directamente a partir de las muestras, sin
diluciones previas, ya que la concentraciébn global de especies toxicas es
considerablemente menor que la de arsénico total, por lo que es posible la interpolacién
directa de la seflal obtenida en la curva de calibrado. Esto confirma, como se ha
comentado anteriormente, que la mayor parte del arsénico ingerido a partir de alimentos
de origen marino, se encuentra principalmente en forma de las especieé no toxicas, AsB
y AsC, que son detectadas en el anélisis de arsénico total, pero no en la determinacién

de arsénico téxico.

Los resultados obtenidos para cinco determinaciones en cada muestra se resumen
en la Tabla XLV1I Las concentraciones de arsénico no téxico, AsB y AsC, han sido

calculadas por diferencia entre la concentracién total y la de arsénico toxico.
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Tabla XLVIL- Determinacién de arsénico total, t6xico y no téxico en mucstr?/s_ de orina. Los
resultados se expresan en concentracion de arsénico; X £ s (t / Vo). (n = 5)

1 Contenido de arsénico , pg L™*

Blanco de orina Muestra de orina

___' total toéxico | no toxico total téxico no toéxico
" Voluntario 1 | 53+4 38+3 15+5 1447 49+3 95+6
” Voluntario 2 | 91+6 41+2 50+6 70718 77+5 630+21

Como se puede observar en la Tablg XLV, el arsénico total en orina aumenta
dristicamente despuds de hacer una dieta Tica en alimentos procedentes del mar,
especialmente en el voluntario 2, que consumi6 més variedad y cantidad de este tipo de
alimentos, mientras que la concentracién de arsénico téxico se ha incrementado sélo
ligeramente del blanco a la muestra, Por tanto, como era de esperar, el aumento se debe
principalmente a la ingestién de compuestos de arsénico no téxico, como AsB y AsC, lo
cual concuerda con las especies encontradas en los anglisis realizados en muestras de
alimentos procedentes del mar (Larsen y col,, 1993). Las concentraciones de arsénico en
los blancos estdn préximas a las obtenidas por otros autores (Foa y col., 1984), que
observan cantidades traza de compuestos organoarsenicales en muestras de orina de

individuos que no ingieren regularmente alimentos procedentes del mar.
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VIILS.- DETERMINACION INDIVIDUALIZADA DE LAS ESPECIES DE
ARSENICO EN ORINA

Se han descrito algunos métodos en la bibliografia para determinar las especies
de arsénico en muestras de orina empleando acoplamientos tales como HPLC-HG-AAS
(Chana y Smith, 1987) o HPLC-ICP-MS (Heitkemper y col., 1989). Sin embargo, como
ya se ha dicho, la técnica basada en la generacidén de hidruros no puede ser usada para
la deteccion de AsB o AsC (Miirer y col., 1992), siendo necesaria una transformacién
previa de estas especies a otras formadoras de hidruros, Bl sistema HPLC-MO-HG-AAS,
descrito anteriormente para la determinacién de seis especies de arsénico en muestras

acuosas (Apartado V.3.1), se ha empleado en el andlisis de estos mismos compuestos en

muestras reales de orina.,
V.1.- Pretratamiento de la muestra ("Clean-up™)

La orina contiene gran cantidad de sales minerales y materia orgdnica, por lo que
no es recomendable, para la columna cromatografica, inyectarlas directamente en el
sistema de separaci6n, siendo necesario, por tanto, una "limpieza" previa de la muestra
con el fin de poder preservar la columna, no provocar aumentos de presién por

ensuciamiento de la cabeza y mantener constante la resolucién cromatografica.

Las muestras que se han empleado en la determinacion de las especies de
arsénico proceden de cuatro voluntarios que, al igual que en el case anterior, se han
sometido a una dieta con y sin alimentos de origen marino. Los voluntarios 1y 2
ingirieron gambas, almejas, boquerones y navajas, mientras que el voluntario 3 y 4

ingirieron pescados variados, gambas y almejas.

Tanto los blancos de orina, recogidos a la mafiana del cuarto dia, como las
muestras, recogidas en la mafiana del quinto dia, se sometieron a un proceso de “clean-
up", El procedimiento experimental utilizado es una versién modificada del descrito por

Kraus y col., en 1985, y se representa en la Figura 46.
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2 mL ORINA
+
20 mL EtOH

Enfriamiento hielo-acetona, 20 ntin

Centrifugacion (-15°C), 4000 rpm, 15 min

EXTRACTO RESIDUO

Evaporacién
a sequedad

DESECHO

RESIDUO SOLIDO

110 mL eluyente

INYECCION, 100 ul,

Figura 46.- Reprcsenta(.:i(.’)n csquematica del procedimiento experimental de "clean-up® de orina
para cl anélisis de especies de arsénico por HPLC-MO-HG-AAS.

Con objeto de optimi ici
] optimizar las condiciones del proceso de “clean-up", se efectuaron
estudios sobre [a relacién muestra/etanol y el volumen de eluyente necesario para poder
disolver el residuo y obtener una resolucién adecuada en la separacion. El estudio de

la proporcién de muestra/etanol se realizé manteniendo constante el volumen de orina
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(2 mL) y variando la cantidad de etanol en el intervalo de 4 a 20 mL, obteniéndose una
extraccién constante y practicamente total a partir de la relacién volumen de muestra:
volumen de etanol 2:20. Por lo tanto, esta es la proporcién considerada como Optima y

es la que se ha utilizado para llevar a cabo la aplicacion del método.

Por otro lado se efectud un estudio del volumen de eluyente (tampén fosfato de
concentracién 17 mmol L™ a pH 6.1) necesario para disolver el residuo, variando dicho
volumen entre 1 - 10 mL. En todos los casos el residuo se disuelve totaimente, pero
aparece un acusado efecto matriz que impide una buena resolucién en la separacién de
las especies, cuando se utiliza un volumen inferior a 5 mL. Por consiguiente este es el
volumen de eluyente escogido para disolver el residuo de todas las muestras sometidas

al proceso de "clean-up", antes de realizar el andlisis correspondiente.

Las condiciones de trabajo empleadas en el sistema HPLC-MO-HG-AAS son:

- Volumen de inyeccién en el sistema HPLC-MO-HG-AAS: 100 uL

- Eluyente: Tampén fosfato 17 mmol L a pH 6.0 con un caudal de 2.0 mL min™*

- Agente oxidante: 5% (m/v) K,S,0, en 5% (m/v) NaOH con un caudal de 4.6
mL min™?

- Longitud del reactor de oxidacién asistida con microondas: 1.5 m

- Medio 4cido: HCl 4 mol L! con un candal de 1.9 mL min

- Agente reductor: 3% (m/v) NaBH, en 1% (m/v) NaOH con un caudal de 1.9

mL min*
VIIL.S.2.- Caracteristicas analiticas del método

Se han realizado curvas de calibrado para las seis especies en medio acuoso, en
el intervalo de concentracién comprendido entre 25 - 150 ug L' de arsénico. L.os valores
de las pendientes, ordenadas en el origen y coeficientes de correlacién de las curvas de
calibrado en medio acuoso y en muestras de orina pretratadas, para todas las especies,

se recogen en la Tabla XLVl y Tabla IL, respectivamente,
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Tabla XLVIIL- Pardmetros de las curvas de calibrado obtenidas para las seis cspecies de arsénico
estudiadas, en medio acuoso, en ¢l intervalo de concentracién 25 - 150 ug L!de

arsénico, empleando HPLC-MO-HG-AAS.

Especie Pendiente, u.A, ug' L Ordenada en el Coeficiente de
( x 10% origen, WA. correlacién
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
MMA 6.7+0.3 0.016=0.007 0.998
As(V) 3.8+0.2 0.009+0.001 0.9998

Tabla IL.- Pardmetros de las curvas de calibrado del método de adiciones estdndar obtenidas para
las seis especics de arsénico cstudiadas, en mucstras de orina pretratadas, en elintervalo

de concentracién 25-150 g L' de arsénico, empleando HPLC-MO-HG-AAS.

Especie Pendiente, w.A. pg' L Ordenada en el Coeficiente de
( x 10% origen, w.A. correlacién
AsC 9.0£0.2 0.015£0.005 0.9992
AsB-+ As(11I) 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) 3303 0.018£0.006 0.995
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Con el fin de determinar si existe efecto matriz en las muestras sometidas a este
procedimiento, se realiz6 un estudio estadistico comparativo entre las pendientes de las
curvas de calibrado correspondientes a cada una de las especies de arsénico, en medio
acuoso, y las pendientes de las curvas de calibrado del método de adiciones estdndar,
en las muestras de orina sometidas al proceso de "clean-up", tal y como se describe en
el Apartado VIIL4.2 de este Capitulo, De los resultados obtenidos se puede concluir que,
para un nivel de significacién del 0.05, en ningfin caso existen diferencias significativas
entre las pendientes comparadas. Por consiguiente, empleando el pretratamiento de la
muestra y realizando la determinacién en las condiciones mencionadas, no es necesario
utilizar el método de adiciones estdndar porque se puede considerar que no existe efecto
matriz. Por tanto, la concentracién de cada especie de arsénico puede calcularse por
interpolaciéon directa de la medida de absorbancia en la curva de calibrado

correspondiente, obtenida en medio acuoso.

Con objeto de evaluar la exactitud del método propuesto para realizar el
pretratamiento de la muestra y determinacién mediante HPLC-MO-HG-AAS, se han
llevado a cabo estudios de recuperacién tras afiadir una cantidad conocida de cada
especie de arsénico a la muestra antes de realizar el proceso de "clean-up". Asi, 2 mL
de una muestra de orina se enriquecieron con 100 ug L' de arsénico en cada especie,
aplicdndose a continuacién el procedimiento de "clean-up" descrito anteriormente.
Obviamente , para determinar la cantidad recuperada de cada especie de arsénico, se
ha interporlado la absorbancia medida en la correspondiente curva de calibrado en
medio acuoso. Los resultados obtenidos para cinco recuperaciones se encuentran

recogidos en la Tabla L.
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Tabla L.- Recuperacion de las scis especies de arsénico en orina, ecmplcando pretratamicnto de la
muestra y determinacion mediantc HPLC-MO-HG-AAS. Fase movil: tampon fosfato 17
mmol L7, a pH 6.0 y a un caudal de 2.0 mL min". Concentracién de 100 pg L' de
arsénico cn cada especic.

Especie Craorica 0€ AS, | Copperm d€ As, | % recuperacion
pg L pg L _ -
AsC 97 7 97+8
AsB+ As(III) 103 103:+5
DMA 100 99 99+8
MMA 102 102+4
As(V) 98 98+5

Se observa que, para todas las especies, la recuperacion estd proxima al 100%,
lo que confirma la validez del método propuesto para Ilevar a cabo la determinacion de

las seis especies de arsénico estudiadas, en este tipo de muestras.

Por otro lado, se han realizado estudios de la reproducibilidad del método para
cada una de las seis especies de arsénico estudiadas. Dicha reproducibilidad se expresa
en términos de la desviacién estandar relativa. Los valores del tanto por ciento del
R.S.D. se han calculado a partir de las medidas obtenidas con 5 muestras de orina

enriquecidas con 100 ug L de arsénico en cada especie.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla Ll.
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Tabla LL- Reproducibilidad (% R.S.D.) del método analitico para 1a determinaci6n de las especies
dc arsénico objcto de estudio cn muestras de orina. Concentracién de 100 pg L de
arsénico en cada especic. (n = 5).

Especie % R.S.D.
AsC 2,5
AsB + As(III) 32
DMA 53
MMA 2,7
As(V) 4,8

Como se puede observar, los coeficientes de variacién obtenidos para las seis
especies de arsénico son, en todos los casos, menores del 5%, lo que indica la buena

reproducibilidad del método desarrollado.
VIILS.3.- APLICACION

Como se ha resefiado previamente, las muestras de orina fueron aportadas por
cuatro voluntarios que durante tres dfas siguieron una dieta que excluia todo tipo de
alimentos de origen marino. La muestra blanco de orina era recogida en la mafana del
cuarto dia. Ese mismo dia se consumid una dieta rica en alimentos marinos que consistio
en: voluntario 1) gambas, almejas, navajas y boquerones; voluntario 2) gambas, almejas
y pescado; voluntario 3) pescado, gambas y almejas; yoluntario 4) pescado y gambas. La
muestra de orina para el andlisis se recogi6 en la mafiana del quinto dia y se almaceno
durante 2~ 3 horas en la oscuridad a 4°C, sin adici6n de ningin tipo de conservante,
antes de proceder al pretratamiento de la muestra ("clean-up"). El método desarrollado
permite obtener las sefiales correspondientes a las especies: AsC, DMA, MMA y As(V)
individualmente y la de AsB y As(II) conjuntamente. Para poder diferenciar entre
As(IIl) y AsB se sustituy6, como ya se ha explicado anteriormente en el Apartado

V.3.3.24, el agente oxidante por agua, de forma que sélo se obtienen las seifiales
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correspondientes a las especies formadoras de hidruros, As(Ill), DMA, MMA y As(V),
y no se observa ninguna sefial debido a la presencia de AsB y/o AsC. La concentracién
de AsB se determina por diferencia entre la concentracion de arsénico correspondiente
a la mezcla de AsB y As(I1l), obtenida empleando oxidacién asistida con microondas,

y la concentracién de As(III) medida cuando se trabaja en ausencia de agente oxidante.

El andlisis del blanco de orina se llevo a cabo empleando el mismo sistema, con
y sin agente oxidante, sin obtener sefial en ningln caso, por lo que se puede concluir que
las especies de arsénico objeto de estudio no se encuentran en el blanco de orina por
encima del limite de deteccién de este método. Ademads, tampoco se obtuvo seiial alguna
en el andlisis de las muestras de orina de los cuatro voluntarios cuando se empleaba el
sistema en ausencia de agente oxidante. Por tanto, en estas muestras, la concentracién
de As(III), DMA, MMA y As(V), si estdn presentes, se encuentran en concentraciones

que quedan por debajo del limite de deteccién del método.

Los cromatogramas obtenidos para cada una de las muestras, empleando el
sistema HPLC-MO-HG-AAS, se muestran en la Figura 47.

8

Apsrdhomn ps )

2 B 3 8 A '
A
Figura 47.- Cromatogramas obtcnidos a partir de las muestras de orina de los cuatro voluntarios,

emplcando pretratamiento de la mucstra y detcrminacién mediante HPLC-MO-HG-
AAS,
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Como se puede apreciar en los cromatogramas, se obtuvieron dos picos bien
definidos correspondientes a dos compuestos distintos de arsénico. Con el fin de poder
identificar estas especies, se compararon los tiempos de retencién de estos picos: pico
A, 1.20 min y pico B, 1.70 min, con los obtenidos para las seis especies objeto de estudio
a partir de una disolucién patrén de 100 ug L de arsénico en cada especie. Los tiempos

de retencion de los distintos compuestos en las disoluciones patrén se muestran en la
Tabla L1l

Tabla LIL- Tiempos de retencion de las scis especics de arsénico obtenidos a partir de disoluciones
patrén, emplcando el sistema HPLC-MQ-HG-AAS.

Tiempo de retencién, min.
AsC AsB + As(Il)) DMA MMA As(V)
1.43 1.69 2.39 3.57 7.25

Se observa que el tiempo de retencién del pico B concuerda exactamente con el
correspondiente al obtenido para AsB, mientras que el tiempo de retencién del pico A
no concuerda con ninguna especie, teniendo un tiempo de retencién menor que el
obtenido para AsC. Ademis, se ha realizado un cromatograma enriqueciendo la muestra
de orina del voluntario 2 con 50 ug L' de arsénico en cada especie, AsB y AsC, con
objeto de comprobar si, efectivamente, el pico B de las muestras corresponde a AsB'y
si el pico A pudiera corresponder a AsC. El cromatograma obtenido se muestra en la
Figura 48.
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Be A8 As<C

derlsnt

Figura 48.- Cromatograma corrcspondiente a la muestra de orina del voluntario 2 enriquecida con
una concentracidn de 50 pg L' de Arsénico cn AsB y AsC.

A la vista de los resultados se puede deducir que el pico B corresponde, como era
de esperar, a AsB mientras que el pico A corresponde a una especie de arsénico que no
estd incluida entre las estudiadas en este trabajo, por lo que no es posible realizar su

cuantificacion.

La concentracién de los compuestos de arsénico en las muestras se calculd por
lectura directa de la sefial medida en cada caso, en las curvas de calibrado obtenidas
correspondiente a cada una de las especies en medio acuoso. Para realizar la
determinacién de estas especies en las muestras de orina de los voluntarios 1y 4, fue

necesario hacer diluciones 1:1.

Los resultados obtenidos para cinco determinaciones en cada muestra se recogen
en la Tabla Lill,
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Tabla LIII.- E.spcciaci()n de arsénico en muestras de orina de cuatro individuos que ingirieron
alimentos _procedentas del mar. Los resultados se cxpresan cn concentracion de
arsénico; X £ 5 (t/Vn). (n = 35)

W Muestra Contenido de arsénico, ug L™
ofiia Compuesto X AsB
Voluntario 1 sin cuantificar 22312
Voluntario 2 sin cuantificar 61+7
Voluntario 3 sin cuantificar 69+9
Voluntario 4 sin cuantificar 15710 I

Como se puede observar, en todas las muestras de orina se encontraron los
mismos compuestos, pero en distinta concentracién. Teniendo en cuenta que el
voluntario 1y el voluntario 2 habian seguido la misma dieta, igual que los voluntarios
3 y 4, esta diferencia podria atribuirse a la distinta dilucién de las correspondientes
muestras de orina, que se debe, principalmente, a la cantidad de liquido ingerida
diariamente por cada individuo. Con el fin de comprobar esta hipétesis, se verifico el
volumen de agua ingerido cada dfa aproximadamente por todos los voluntarios,
encontrdndose que los individuos 2 y 3 beben unos 3L de agua al dia, mientras que los
voluntarios 1y 4 no llegan a los 2 L, lo cual concuerda con la menor concentracién de

arsénico detectada en su orina,

Los resultados obtenidos confirman, ademds, que los compuestos encontrados
mayoritariamente en muestras de orina de individuos que han ingerido alimentos

procedentes del mar, son especies de arsénico no téxicas, principalmente AsB.
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VIIL6.- ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DE LAS ESPECIES DE ARSENICO
EN AGUA Y ORINA

Uno de los principales problemas que inciden en la dificultad de validacién de
los métodos analiticos propuestos por los distintos investigadores para la determinacién
de especies metélicas en muestras medioambientales, es el desconocimiento existente de
la estabilidad de las distintas especies en funcién de la matriz que le acompafa. La
consecuencia inmediata de este hecho es la falta de patrones certificados y muestras
certificadas que hagan posible la validacién de estos métodos analiticos. Este hecho se
agrava en el caso del arsénico, va que posee una quimica muy complicada como
consecuencia de las reacciones espontaneas que ocurren en el medio ambiente y en

medios bioldgicos, dando lugar a muy diversas formas quimicas.

Es un hecho normal que las muestras no se analicen inmediatamente después de
su recogida, sino que transcurran varios dias hasta que se efectiia el andlisis. Durante
este tiempo la naturaleza quimica de las especies puede cambiar, e incluso producirse
pérdidas bien por volatilidad o por adsorcién en las paredes del recipiente, Por esta
razén, el material del recipiente debe ser elegido cuidadosamente para evitar efectos no
deseables, como la adsorcién, Ademds, durante el almacenamiento se pueden producir
alteraciones significativas de las proporciones relativas de las diferentes especies de un
analito por diversos factores, tales como, la actividad microbioldgica, la temperatura, la
luz, ete. Por ejemplo, la actividad microbiolégica, producida por los microorganismos
presentes en las muestras, origina la metilacién del arsénico inorgénico, la cual esta
fuertemente favorecida por ¢l incremento de la temperatura. Por otro lado, la luz es una
de las principales causas de inestabilidad de los compuestos organometalicos ya que,
normaimente, el enlace metal-carbono es lo suficientemente débil como para ser

fotodegradado. Por este motivo las disoluciones deben conservarse en la oscuridad,

La mayor parte de los trabajos encontrados en la bibliografia tratan sobre la
estabilidad de la concentracién total de arsénico o de las especies inorgdnicas de este

elemento en agua, pero se han realizado pocos trabajos sobre la estabilidad de las
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especies orgdnicas de arsénico en otros medios. Los medios ensayados para estabilizar
las especies inorgdnicas del arsénico en muestras de agua son los dcidos nitrico,
perclérico, clorhidrico y acético, pero existen muchas discrepancias en cuanto a la
magnitud de las pérdidas de arsénico en las disoluciones almacenadas. Sin embargo, las
muestras de agua conservadas a temperaturas inferiores a -15°C es la forma de
almacenamiento considerada como 6ptima por varios autores (Portmann y col., 1964,
Wagner, 1976 y Harrison y col,, 1975).

El agua vy la orina han sido las muestras sobre las que se han cenfrado la mayoria
de los métodos desarrollados en este Trabajo, por lo que se ha considerado de gran
interés realizar en estas matrices un estudio sobre la estabilidad de las especies de
arsénico estudiadas. Ademds, el procedimiento de limpieza (clean-up) propuesto para
aislar los analitos de la matriz, conduce a la obtencién de un residuo seco en la orina
que, en principio, puede favorecer la estabilizacion de las especies. Con estas bases, en:
este apartado se realiza un estudio comparativo sobre la influencia de los principales
pardmetros fisico-quimicos que inciden en la estabilidad de As(V), MMA, DMA, AsB
y AsC, en las muestras no tratadas de agua bidestilada, orina y en el residuo seco de la

orina después del tratamiento de "clean-up".
VIII.6.1.- Preparaci6n y conservacién de las muestras

Para llevar a cabo el estudio de la estabilidad de dichas especies de arsénico, se
procedio a preparar dos disoluciones mezcla de As(IIl), DMA, MMA, AsB y AsC (200
ug Lt de arsénico en cada especie), una en medio acuoso y otra en orina humana. De
cada disolucién se almacenaron el mismo dfa veintiuna alfcuotas de 5 mL, en
contenedores de poliestireno y en la oscuridad, a tres temperaturas: Temperatura
ambiente, 4°C (refrigerador) y -20°C (congelador). Por otro lado, una muestra de orina
se ha enriquecido con una mezcla que contenia 500 4g L' de arsénico en cada una de
las cinco especies objeto de estudio. De esta disoluci6n y en el mismo dia de su
preparacion, se tomaron 14 alicuotas de 2 mL y se trataron mediante el procedimiento

de "clean-up", descrito en el apartado anterior, para obtener los residuos secos de orina
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que se aimacenaron a dos temperaturas: Temperatura ambiente y 4°C (refrigerador), en
contenedores de vidrio de borosilicato de bajo coeficiente de dilatacién. En el momento
del analisis, las muestras se restituyeron con 5 mL del eluyente cromatografico (Tampén
fosfato 17 mmol L a pH 6.0) empleado en el procedimiento analitico. La Tabla LIV

muestra, de manera resumida, las condiciones de conservacién las muestras.

Tabla L1V.- Condiciones de conservacién de las muestras almacenadas para realizar el estudio de

estabilidad de las especics de arsénico.

Muestra de una mezcla de
As(V), MMA, DMA, AsB y AsC

Medio

Condiciones de
Conservacion

-1

acuoso

poliestireno
oscuridad
T2 ambiente

acuoso

poliestireno
oscuridad
4°C

acuoso

poliestireno
ocuridad
-20°C

orina

poliestireno
oscuridad
T? ambiente

orina

poliestireno
ocuridad
4°C

L-6

orina

poliestireno
ocuridad
-20°C

residuo seco
de orina

poliestireno
oscuridad
T? ambiente

L-8

residuo seco
de orina

poliestireno
ocuridad
4°C
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VIIL.6.2.- Procedimiento analitico

Bl estudio de estabilidad se ha realizado cuantificando cada especie mediante el
sistema HPLC-MO-HG-AAS descrito en el apartado V.3.1, después de transcurridos 1,

3,7, 15, 30 y 67 dias a partir de la preparacién de las disoluciones,

Las disoluciones almacenadas a -20°C se han empleado como disoluciones de
referencia en cada medio, excepto del residuo seco, del cual no se conservé, a dicha
temperatura, ninguna muestra, por lo que se empled como referencia la disolucion

acuosa a -20°C, ya que tiene una matriz més parecida a él, debido al proceso de "clean-

uplf
VIL.3.- Tratamiento estadistico
La influencia de los pardmetros fisico-quimicos se ha determinado por tratamiento

estadistico de los datos obtenidos, Por lo tanto, la estabilidad puede ser valorada

mediante la relacién (R, ¢ y):

donde X, xy es el valor medio de las medidas realizadas para una especie A, en un
medio Xy almacenada a una temperatura Y, y X, x.z0°c €5 €l valor medio de las medidas
obtenidas para dicha especie A, en el medio X y a la temperatura de -20°C. Ambas

medidas se realizaron en el mismo dia.
La incertidumbre (U,) se ha calculado empleando la expresion:

RA,X.Y

Upxye = (RSD2 5y + RSDzA,x,ao‘c)H 00
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donde RSD, x vy RSD, x 20°c son las desviaciones estdndar relativas obtenidas al analizar
una especie A, en el medio X y almacenada a una temperatura Y 6 -20°C,

respectivamente.

La estabilidad se ha evaluado a partir de la representacién de R, xy frente a los
distintos tiempos de almacenamiento. En el caso de que la estabilidad fuera total, R AXY
deberia tener el valor de 1, pero en la prictica se pueden producir variaciones de este
valor debido a la incertidumbre de las medidas. Por lo tanto, R, yy debera encontrarse
entre los limites (1 - Uyxy) y (1 + Uxxy) para poder concluir la estabilidad de la

especie correspondiente,
VIIL.6.4.- Resultados y discusidon

Los resultados obtenidos para las distintas especies se han representado en las
Figuras 49, 50, 51, 52 y 53, que corresponden a la representacidn estadistica de las cinco
especies de estudio, en cada medio y temperatura. Cada punto representado en las
grificas es el valor medio de tres medidas obtenidas a partir de una misma muestra, tras

un periode de almacenamiento determinado.
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Figura 49.- Influencia del tiempo de almacenaje de la mucstra, enriguecida con una mezcla de
As(V), DMA, MMA, AsB y AsC (200 pg L' de arsénico cn cada cspecic), sobre la
estabilidad de As(V). (A) acuoso, 4°C; (B) acuoso, temperatura ambicate; (C) orina,
4°C; (D) orina, temperatura ambiente; (E) residuo seco, 4°C y (F) residuo scco,
temperatura ambiente.

223



Resultados y Discusién
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Figura 50.- Inffucncia del ticmpo de almacenaje de la muestra, enriquecida con una mezcla de
As(V), DMA, MMA, AsB y AsC (200 ug L. de arsénico en cada especic), sobre la
ostabilidad de DMA. (A) acuoso, 4°C; (B) acuoso, lcmperatura ambiente; (C) orina,
4°C; (D) orina, temperatura ambiente; (E) residuo seco, 4°C y (F) residuo seco,
temperalura ambicnte,
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muestra, enriguecida con una mezcla de

As(V), DMA, MMA, AsB y AsC (200 pg L de arsénico en cada especie), sobre la
estabilidad do MMA. (A) acuoso, 4°C; (B) acuoso, temperatura ambiente; (C) orina,
4°C; (D) orina, temperatura ambicnte; (B) residuo seco, 4°C y (F) residuo seco,
temporatura ambiente.
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Figura 52.- Influencia del ticmpo dc aimaccnaje de la muestra, enriquccida con una mezcla de
As(V), DMA, MMA, AsB y AsC (200 ug L do arsénico en cada especie), sobre la
estabilidad de AsB. (A) acuoso, 4°C; (B) acuoso, temperatura ambiente; (C) orina, 4°C;
(D) orina, tcmporatura ambicnte; (E) residuo seco, 4°C y (F) residuo scco, temperatura
ambicnate.
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Figura 53.- Inllucncia del ticmpo de almacenaje de la muestra, cnriquecida con una mezela de

As(V), DMA, MMA, AsB y AsC (200 ug L de arsénico en ca(!a especie), :mbrca la
cstabilidad de AsC. (A) acuoso, 4°C; (B) acuoso, temperatura ambiente; (C) orina, 4°C;
(D) orina, temperatura ambiente; (E) residuo seco, 4°Cy (F) residuo seco, temperatura
ambiente.
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Del estudio de las Figuras 49-53, se deduce que:

- Bl As(V) se mantiene en los diferentes medios y temperaturas dentro del
intervalo de incertidumbre, no haciéndose patente la pérdida o ganancia de esta
especie quimica a lo largo de los 67 dias de almacenamiento (Figura 49). Esta
observacién implica que ninguna especie se transforma en As(V), lo que daria
lugar a un aumenta de su concentracién, ni que el propio As(V) se transforma en
otra especie (pérdida de concentracién). La permanencia de fa concentracion de
As(V) en su valor inicial también implica la falta de adsorcién del analito en las

paredes del recipiente que lo contiene.

- Bl MMA (Figura 51) puede considerarse estable en las diferentes condiciones
de temperatura y medios, ya que no se hace patente la transformacién de esta
especie en otras, ni que esta especie sea el producto final de la degradacion de
otras mas metiladas o de la metilacién de especies inorginicas. La fuerza del
finico enlace C-As existente puede ser la causa de la estabilidad del MMA. Al
igual que el As(V) esta especie no parece ser adsorbida por las paredes del

recipiente que la contiene.

El DMA muestra un marcado aumento de la concentracién en medio acuoso,
desde los primeros dias del almacenamiento, siendo mas acusado a temperatura
ambiente que a 4°C. Par el contrario, su concentracion se mantiene dentro del
intervalo de incertidumbre en la orina liquida y en el residuo seco de orina
(Figura 50). El aumento de la concentracién observada en el medio acuoso sélo
puede achacarse al hecho de que aparezca como subproducto de la degradacibén
de especics mds metiladas, ya que el As(V) y el MMA permanecen en sus

concentraciones iniciales, 1o que implica la falta de metilacion hacia el DMA.

- Como puede observarse en la Figura 53, la AsC no es estable en medio acuoso
desde el primer dia, tanto a 4°C como a temperatura ambiente. En orina liquida,

la tendencia es también a inestabilizarse aunque en menor proporcién que en el
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medio acuoso. Ademds, debido a la naturaleza de la especie no parece probable
que Ia inestabilidad sea producto de la adsorci6n en las paredes del recipiente,
sino a la transformaci6n a otra especie mas estable en el medio. En el residuo

seco de orina tratada, la especie parece ser estable a las temperaturas ensayadas.

- Finalmente, del estudio de los diferentes graficos que conforman la Figura 52,
se deduce que la AsB presenta el comportamiento mas anémalo de todas las
especies de arsénico estudiadas, quedando manifiesta la permanencia de la
coneentracién a lo largo de los 67 dfas sblamente en el caso del residuo seco de
la orina. El habito anémalo que presenta la curva de estabilidad a 4°C en el
medio acuoso, impide deducir conclusiones acerca de la estabilidad o inestabilidad
de la especie a temperatura ambiente, sin embargo, puede verse un incremento
de la concentracién en los primeros dias seguido de un decrecimiento paulatino
a partir de la primera semana y hasta el final del estudio. En el caso de la AsB
contenida directamente en la orina, puede observarse un incremento paulatino de
Ja concentracién a ambas temperaturas, Este comportamiento opuesto de la
misma especic en los dos medios (acuoso y orina) sugiere mecanismos de

transformacién diferentes en funcién del medio.

Tratando de correlacionar si, en los medios donde existe transformacion de

especies para una misma temperatura, la disminucién/aumento en la concentracion de

una especie ocurre de forma paralela al aumento/disminucién de otras especies

presentes en el medio, se han estudiado los correspondientes cromatogramas de las

disoluciones que contenian las cinco especies y para los casos en los que se ha observado

en alguna ellas resultados que conducen a pensar en su inestabilidad.

El primer caso que nos encontramos es el medio acuoso a 4°C. Los

cromatogramas correspondientes a las especies contenidas en ese medio, al primer dia

de preparada y después de los 67 dias de almacenamiento, se han comparado con la

solucién acuosa conservada a -20°C, donde las especies resultan ser totalmente estables,

Como puede observarse, del estudio comparativo (Figura 54) parece deducirse una
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primera transformacién de AsC a AsB y, posteriormente, la paulatina degradacion de
AsB hacia la forma del DMA. Este resultado estd en consonancia con los gréficos de
estabilidad en ese medio (y a esa temperatura) de la AsC, que desaparece desde el
primer momento de la disolucién acuosa, Figura 53A y el aumento que desde los 30 dias

ocurre para la especie DMA, Figura 50A.

A temperatura ambiente en medio acuoso se observa la misma transformacion
de especies, lo que parece avalar la inestabilidad general de la AsC y AsB en medio
acuoso. Los resultados obtenidos en los cromatogramas de la Figura 55, parecen
confirmar la inicial transformacion de la AsC (Figura 53B) en AsB (Figura 52B) y la
posterior degradacién de ésta a la forma del DMA (Figura 505).

La Figura 55 muestra la transformacién de las especies en la orina mantenida en
el refrigerador a 4°C. Como puede observarse, y al igual que ocurre en el medio acuoso,
existe una paulatina transformacién de la AsC en AsB, pero en este medio parece
estabilizarse la AsB, no ocurriendo la posterior transformacion al DMA. Este hecho
vuelve a corroborar, en parte, los resultados obtenidos en el estudio de estabilidad de
la AsC (Figura 53C), que disminuye en proporcién similar al aumento de la AsB (Figura
52C), mientras que el DMA (Figura 50C) mantiene su concentracién dentro del

intervalo de incertidumbre en ese medio.

Finalmente, la Figura 57 confirma la estabilidad de todas las especies a
temperatura ambiente a lo largo de los 67 dias en estudio, donde todas las especies

mantienen sus concentraciones al margen de la sensibilidad conseguida ese dia para el

analisis.
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Figura 54.- Cromatogramas obtcnidos a partir de una mezcla que contiene 200 ug L''de As como
As(V), MMA, DMA, AsB y AsC, en medio acuoso y almacenada: (A) 1 dia a -20°C;
(B) 1 dia a 4°C; (C) 3 dias a 4°C y (D) 67 dias a 4°C,

b4

7 [Jf'r\

HHA
pelth

ﬁf Lu‘x!‘f}“.’ Wy

Figura 55.- Cromatogramas obtenidos a partir de una mezcla que contiene 200 ug L''de As como
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Figura 57.- Cromatogramas obtenidos a partir de una mezcla que conticne 200 pg L' de As como
As(V), MMA, DMA, AsB y AsC, en el residno scco de orina y almacenada a
lemperatura ambiente durante: (A) 3 dias; (B) 7 dias y (C) 67 dias.
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1) El acoplamiento de una técnica de separacién a un detector atdmico es hoy en
dfa una herramienta imprescindible para la determinacién de especies quimicas orgdnicas
e inorgdnicas de elementos metslicos y metaloides a las bajas concentraciones que aparecen
en las muestras medioambientales. En el trabajo realizado se ha puestc a punto un
acoplamiento de estas técnicas para la determinacion de las especies quimicas del As:
As(I1D), As(V), MMA, DMA, AsB y AsC, en diferente tipo de muestras. El acoplamiento
comprende;

a) Un sistema cromatogrdfico para la separacién de especies por cromatograffa de

intercambio anidnico (HPLC).

b) Un médulo de descomposicién por horno microondas (termoreactor) de las

diferentes especies orgdnicas, a especies derivatizables (MO).

¢) Un sistema de derivatizacién a la forma de hidruro voldtil (HG) de las especies.

d) Un sistema detector atémico de gran versatilidad como es la Absorcién Atémica,

El horno de microondas (termoreactor) y el generador de hidruros actdan de
interfase entre la técnica de separacién (HPLC) y la técnica de deteccién (AAS). La
novedad del acoplamiento es el hecho de que por primera vez se ha acoplado el horno de
microondas a la salida del cromatégrafo y como parte integrante de la interfase de

generacion de hidruros.

2) El sistema disefiado origina cinco picos cromatogréficos para las seis especies en
estudio. Esto significa el solapamiento de dos especies en todos tos métodos de separacion
estudiados. Para poder determinar las seis especies de forma individualizada, se han
desarrollado procedimientos analiticos basados en lo signiente:

a) Diferente comportamiento cromatografico de las especies que solapan en funcidn

del pH.

b) Diferente comportamiento de las especies que solapan en el proceso de

derivatizacion a la forma de hidruros.

¢) Retencion diferenciada de las especies que solapan en cartuchos que actian de

atrapadores i6nicos.



En los tres casos la determinacién individual de las seis especies se realiza por
combinacidn de dos cromatogramas. En los dos primeros casos, la especie solapada se

determina por diferencia. En el tercer caso pueden determinarse de forma diferenciada las

seis especies.

3) El proceso de la termooxidacién en el horno de microondas se lleva a cabo
introduciendo una corriente adicional de K,S,0, como reactivo oxidante. Simultdneamente
a la termooxidacién de las especies orgdnicas del As ocurre la destruccién de fa materia
orgdnica de la muestra. De esta forma se minimizan los problemas de matriz y puede
abordarse el andlisis de muestras orgdnicas H{quidas (orina, suero, etc.) sin pretratamiento

previo.

4) Mediante el simple acoplamiento del horno de MO al sistema HG-AAS,
trabajando en inyeccién en flujo es posible distinguir entre los contenidos en As tdxico
(As(III), As(V), MMA y DMA) y As no téxico (AsB y AsC). Esta distincidn es

extraordinariamente importante desde el punto de vista de la toxicidad.

5) Los métodos desarrollados con los acoplamientos HPLC-MO-HG-AAS o FI-MO-
HG-AAS se han aplicado a la determinacién de las seis especies del As en muestras
medioambientales, tales como aguas de distinta procedencia, extractos de sedimento y de
pescado y orina. Se ha observado que las aguas contienen fundamentalmente las especies
toxicas del As, mientras que en la orina predominan las especies menos téxicas. Este hecho
sugiere la posibilidad de un mecanismo de biometilacién del organismo humano hacia las

formas menos perjudiciales.

6) La posibilidad de diferenciar las formas quimicas del As permite abordar el
problema de la biodisponibilidad y asimilacién del As por el organismo humano. Como
puede observarse en las aplicaciones desarrolladas, una dieta de pescado rica en AsB,
aumenta extraordinariamente los contenidos de AsB en orina, lo que parece indicar que la
inocuidad de la AsB en el organismo humano procede de que este As no es biodisponible

al no ser asimilada esta especie.



7) La determinacién diferenciada de las especies del arsénico permite la posibilidad
de fabricar materiales de referencia con contenidos certificados en cada una de estas
especies, a fin de poder validar los métodos existentes que determinan alguna de estas
formas quimicas. Como paso previo se ha estudiado la estabilidad de estas especies en agua,
orina y orina sometida a un procedimiento de limpieza (clean-up), por espacio de 70 dfas.
Los resultados obtenidos muestran que existe una tendencia de las especies orgdnicas a la
degradacién hacia especies mds simples cuando se encuentran en disolucién. Por el
contrario, todas las especies permanecen estables por espacio de los 70 dfas ensayados

cuando la orina se somete al tratamiento de "clean-up”.
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