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ABREVIATURAS UTILIZADAS

£45: espectroscopiadeabsorciónatómica
AES: espectroscopiade emisiónatómica
CCMIP: plasmade microondasacopladocapacitivamente.

CI: cromatograflaiónica
CT: atrapaniientocriogénico
DPP:polarografladiferencialdeimpulsos
ETV: vaporizaciónelectrotérmica
FI: inyecciónenflujo
FID: detecciónpor ionizaciónen llama
GC: cromatograflade gases
GFAAS: espectroscopiade absorciónatómicacon cámarade grafito
GSGD: espectroscopiade descargaluminiscente
HG: generacióndehidruros
ICP: plasmaacopladoinductivamente
LC: cromatograflaliquida
MS: espectrometríade masas
QFAAS: espectroscopiade absorciónatómicaconcélulade cuarzo
11V: ultravioleta

As(Ili): arsenito
As(V): arseniato
MMA: ácido metilarsónico
DMA: ácidodimetilarsínico
AB: arsenobetaina
AC: arsenocolma

Nota
Paranombrarlos compuestosde arsénicosehanseguidolas normasde la IU?PAC
“Nomenclaturade la QuímicaOrgánica(IIJPAC)” Adaptaciónespañoladel original in-

giespor E. Fernándezy F. Faiifla. CSIC-RSEQ,Madrid 1987.
“Formulacióny nomenclatura.QuímicaInorgánica”.EUNIIBAR, Barcelona,1977.
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Objetivos

OBJETIVOS DEL TRABAJO.

Como consecuenciadel uso indiscriminadode compuestosde arsénicoque, en los

últimos añosse estáhaciendoen la industria,hay unacrecientepreocupaciónpor posi-

blescontaminacionesambientalesquepuedenocasionardañosimportantesen la flora y

en la fauna.Si bienenla mayoríade los casoses el arsénicoinorgánicoel que se vierte

en el ambiente,debidoa procesosquímicos,bacteriológicoso por la acciónde microor-

ganismos,estearsénicoinorgánicopasaa formar especiesorgánicas,siendolas másfre-

cuentesel ácido metilarsónico,el ácido dimetilarsínico,o los aminoácidosde arsénico

talescomola arsenobetainay la arsenocolina,compuestosqueposeenmuy diferenteto-

xicidad para los organismosvivos. Así, las especiesmástóxicasporser las másreactivas

son las especiesinorgánicasAs(III) y As(V) en esteorden.Al aumentarel gradode me-

tilación, van perdiendopartede su toxicidad, de forma que los ácidos metilarsónicoy

dimetilarsínicopresentantodavíaunanotabletoxicidad,mientrasque la arsenobetainay

arsenocolinasonrelativamenteinocuas.

El desarrollode métodosanalíticosparaconocerlas concentracionesrealesde las

distintasespeciesqueaparecenen las muestrasmedioambientales,presentagrandesdifi-

cultadesdebidoaquedichasespeciesno poseenen sumayoríaprocedimientosespecífi-

cos paradeterminarlas.Hace ya muchosaños,Gutzeit y colaboradorespropusieronla

generaciónde arsinacomoprocedimientoparacontrolarlas concentracionesde arsénico

inorgánicoen t~idos biológicos (envenenamientos)y en la actualidad,sigue siendoel

mejor método para la determinaciónde arsénicototal y de la mayoría de sus especies

químicas.

Aunquequizáshoy en díael objetivo fundamentalde la investigaciónqueseestáde-

sarrollando,seaproponermétodosanalíticosque pennitanla determinaciónde las dis-

tintas especies,cuandoseinició el trabajode investigacióncontenidoen la presenteme-

moria existíangrandescontroversiasentrelos métodosanalíticos,para la determinación
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Objetivos

de arsénicototal. Estascontroversiasseplanteabanfundamentalmentecuandose trataba

de realizarlos procedimientosanalíticosdesarrolladosparticipandoen los ejerciciosde

mtercomparaciónpromovidospor OrganismosEuropeoso en la certificaciónde mate-

rialesde referencia.Los principalesproblemassin resolverqueconducíaná las dificulta-

desde la certificacióneranlos siguientes:

1~) Encontrarla mineralizaciónmásadecuadaa los distintostipos de muestraquemini-

mizaranal máximoproblemastalescomopérdidasdel analitopor volatilidad, acusa-

dosefectosdematriz,blancosde concentraciónsimilar a las muestras,etc.

20) La mayoríade las determinacionesde arsénicose realizabanaplicandométodosde

generaciónde hidrurosen discontinuo,sin embargo,seperfilabaya quela generación

de hidruros en continuo o en inyecciónen flujo, presentabangrandesventajascon

respectoalos métodosen discontinuoyaquela manipulacióndela muestraesmenor

y sonmuchomásautomáticos.

30) Existían grandescontroversiasacercade la eficienciade generacióndel hidruro a

partir de los gradosde oxidación(III) y (X9. Así en aguas,extractosde sedimentos,

etc., y en generalmuestrasqueno necesitanpretratamientoinicial, puedenestarpre-

sentesambosgradosde oxidación.

En muestrastratadasconácidosoxidantes(mineralizaciones)todo el atsénicopasaa

As(V). Si el hidruro no segeneracon la mismaeficienciaa partir de ambosgradosde

oxidacióno apartir de As(V) (conrespectoal As(III)) las determinacionessonerró-

neas. Una forma de subsanarel problemaes la prerreduccióndel As(V) a As(III)

añadiendoKl comopasoprevio a la generacióndel hidruro total, pero la adiciónde

Kl no estáexentade grandesinconvenientesentrelos queseencuentran:i) cinética

de reducciónmuy lenta;u) apariciónde grandesconcentracionesde12 en mediosoxi-

dantes;iii) dificultadde añadirloen los métodosen continuo,en FíA y en las técnicas

acopladasqueseempleanen especiación,etc...

-2-
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40) Otro de los temascontrovertidoserala extensiónde las interferenciasproducidasen

faselíquida o en fasegaseosa(fUndamentalmentedebidasa otros formadoresde lii-

druros)y su minimización.

50) Finalmente,el problemade la especiaciónse abordabaempleandolas técnicasaco-

pIadas:cromatografla-detectoresatómicoscomo la alternativamásidónea. Sin em-

bargo,estosacoplamientospresentanseriosinconvenientes,talescomo: i) diseñosde

interfasesadecuadosque permitanla transferenciadel analito desdela columnacro-

matográficaal detectorsin pérdidasdel mismo; u) compaginarlas condicionesópti-

masde trabajode ambosinstrumentos;iii) costoelevadodel aparato;iv) personalal-

tamenteespecializado,etc...

Tratandoen estamemoriade establecermétodosfáciles,parala determinaciónde As

total y de susespecies,que puedanseraplicadosal análisisde rutina, se ha buscadola

soluciónóptimaacadauno delos problemasplanteados.Así seha abordado:

10) El problemade la mineralizaciónóptimadependiendode la naturalezade la muestra.

20) Puestaapuntode métodosen continuoy FRparael análisisde As total y de suses-

peciesquímicas.

30) Generacióndel hidruro deAs conla mismaeficienciaapartir delos gradosdeoxida-

ción (III) y (V) sin empleodeKl.

40) Conocerel alcancede las posiblesinterferencias.

50) Abordar el problemade la especiacióndel arsénicode forma químicaa travésde la

reducciónselectivade las distintasespeciesa la forma de hidruros, en función del
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mediode reduccióny ayudadopor unapoderosaherramientaquímica

hoy en díala quimiometría.

queconstituye
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Importanciadel Asy desusespecies

¡.1.- FUENTES DE PROCEDENCIA Y USOS DEL ARSÉNICO.

El arsénicoelementalasí como los compuestosarsenicalesestánampliamentedistri-

buidosen la naturaleza.Suabundanciaen la cortezaterrestreesmuy variaday esespe-

cialmenteelevadaen zonasconfilones hidrotermales,rocasvolcánicas,compuestossul-

flirados, carbónetc,presentandointervalosde concentracióndel ordende los mg/Kg y

entrelos quepodemosdestacar:el basalto0.06-113mg/Kg; el granito0.2-12.2mg/Kg;

la caliza0.1-20mg/Kg; los esquistosy las arcillas0.3-420mgfKg; etc...

Aunqueel arsénicoelemental,arséniconativo(As), seencuentraen la naturaleza,ge-

neralmenteesteelementose encuentracombinado.Los mineralesde arsénicomásim-

portantesson: arsenopirita(FeAsS), lollingita (FeAs2), cobaltita (CoAsS), domeikita

(Cu3As), niquelina (NiAs), escuterudita(Co,Ni,Fe)As3, rejalgar (As454, oropimente

(As253)y allemontita(AsSb), todosellos de origen hidrotermal,es decir, sedepositana

partir de disolucionesacuosasa altastemperaturas,relacionadascon las últimasfasesde

la consolidaciónmagmáticao conlas manifestacionesfinalesde unaerupciónvolcamea.

Tambiénseencuentrael arsénicoen mineralesde origensecundario,formadospor la

alteraciónen la superficiede otrosmineralespreexistentes.Así se originan,por ejemplo,

la annabergita (Ni3(As0j2.SH20, la eritrina (Co3(As042.8I%O) y la mimetita

(Pb,(AsO4)3C1)entreotros(GALAN E., 1979;DUD’A R., 1989). ¡

Aunqueel arsénicosepresentaen un númerorelativamenteelevadode especiesmi-

nerales,sus yacimientosson escasosy diseminados,siendo susfrentes de producción

principaleslos procesosde refino de otros minerales,especialmentede Cu, Pb y Zn, así

como el quemadode aceitesfósiles. Así, los distintos compuestosde arsénicoseobtie-

nencomosubproductosy la combinaciónmás importantede arsénicoes la de trióxido,

arsénicoblanco, que se vaporizaduranteel fUndido de dichos minerales(KATZUNG

B.G., 1984).

-7-



Importancia del As y de sus especies

Por otraparteel uso industrial esrelativamentebajoe incluye las aplicacionescomo

insecticida,fUngicida, herbicida,en la industriadel algodón,comopreservadorde la ma-

dera,alguicida,y como aditivo en vidrios.

En la industriametalúrgicaseutiliza en muy pequeñascantidadespara la producción

de algunasaleacionesya quetienela propiedadde aumentarla durezay la resistenciaal

calorde algunosaceros,broncesetc. El arsénicoseañadeen la fabricacióndeperdigo-

nespuesaumentala tensiónsuperficialdel fUndido del plomo (DEKKER M., 1988).

Tambiénseutiliza enlas pastasde semiconductoresaunqueel consumoneto dearsé-

nico por la industriaelectrónicaesbastantepequeño.

Otrousomenosrecomendableperoampliamenteutilizado, hasidocomovenenoy en

la Y GuerraMundial se emplearoncompuestosdoradosde arsénicoorgánicocomo ar-

maquímica(gasmostaza).

Por último destacarque los compuestosorgánicosde arsénico se utilizaron como

medicamentosen el tratamientode la sífilis aunqueesteusoquedórelegadopor la apari-

ción de la penicilinay otrosantibióticos.Sin embargo,el empleode algunoscompuestos

de arsénicoestodavíaindispensableen el tratamientocontraciertoparásitotropical.

-8-



Importancia del As y desusespecies

1.2.- PROPIEDADES QUÍMICAS DEL ARSÉNICO Y SUS ESPECIES.

Aunquela químicadel arsénicoestáfirmementeestableciday puedeencontrarseen

cualquiermonografladel elemento,resaltaremosbrevementelas principalespropiedades

del mismo y de las especiesqueinciden directamenteen el desarrollode la metodología

propuestaen estamemoriaparasudeterminación.

Lasformas másusualesdel arsénicoen muestrasmedioambientales,se muestranen

Tabla1.1,junto conlospL de disociación.

Tabla L 1.-Formaspresentesdel As enmuestrasmedioambientales.

Especie Ácido p1~a

As inorgánico Arsenitos(As(flI)) H
3AsO3 9.23/12.13/13.40

Arseniatos(MV)) H,AsO4 2.22/6.98/11.53

As orgánico Monometilarsonato(~~> CH3AsO(OH)2 4.1/8.7

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

Arsenobetaina(ASB) ~

Arsenocolina(ASC) (CH) Ase-CH- CH -OH
33 2 2

Formas volátiles As 11~, (CH3)3As etc.

Porotraparte,la accióndereductoresfuertessobrealgunoscompuestosdearsénico,

tantoen gradode oxidaciónIII como en V, lo transformaen la arsina.La arsina(AsHj)

esun gasque licúa a -55
0C y solidifica a -I 190C. Dicho gaspresentaun elevadopoder

-9-



Importanciadel As y desusespecies

reductoren todo el intervalode pH y una gran inestabilidadtérmica.De hecho sedes-

componeen arsénicopardoe hidrógenocuandose calientaa temperaturassuperioresa

2300Cen ausenciade aire(BURiRIEL F., 1989)

Lasformassolublesdearsénicodescritas,exceptola arsenobetainay la arsenocolina,

son capacesde formar hidruroscovalentesvolátiles, hechode gran importanciaya que

permite la determinaciónde las mismaspor formacióndel hidruro correspondiente.Los

puntosdeebullición de los diferenteshidrurosvienendadosen la Tabla1.2.

Tabla L2.- Puntosde Ebullición dediferentesarsinas

Especie Hidn¡ro PE CC)

As(III) aH
3 -55

As(V) AsH3 -55

MMA CH3ASH2 2

DMA (CH3>2AsH 35,6

- 10-



Importanciadel As y desusespecies

¡.3.- METABOLISMO Y DISTRIBUCIÓN DEL ARSÉNICO EN EL ORGANISMO

HUMANO.

La principal fuentede consumode arsénicoporel hombreesatravésde los alimen-

tos si bienno se acumulaa nivelestóxicos. Solamente,despuésde un consumoexcesivo

de pescado,mejillones,langostay otrosalimentosmarinosseaumentala cantidadingeri-

da, peroni siquieraestehecho,constituyepeligrode intoxicación.

Se conocemuy poco sobreaspectosespecíficosdel metabolismodel arsénicoen el

organismo.El arsénicotieneunaafinidadgrandepor los gruposhidroxilo y tioles lo que

explicaríasu interacciónconciertasenzimasy proteinas.De hechosesabeque esteele-

mento presentaespecialafinidadpor la queratina,proteínarica en azufreque compone

los tejidoscórneosdel cuerpocomolas uflas, cabellosy partesuperficialde la piel, porlo

queesen estaszonasdondeseacumulade formapreferente.

Sesabequealgunasformasde arsénico,presentesen la dieta, se absorbenmuy fácil-

menteen el tractointestinal.Dado queel seleniopresentaestamismavía de penetración

en el organismo,seestableceuna competenciaentreestosdos elementosy la presencia

de seleniodesplazalaabsorciónde arsénico,porlo que el primerotiene la propiedadde

reducirla toxicidaddel segundoy viceversa,resultandoqueel excesocorporalde uno de

los elementosreducelaconcentracióndelotro(LINDER MC., 1988).

El arsénicotambiénpuedepenetraren el organismoa travésde la piel o por inhala-

ción.

La cantidadde arsénicoconsumidopor los individuos es muy variabley depende

fUndamentalmentedel tipo de alimentosde origenmarino ingeridos,del tipo de arsénico

contenidoen el aguade bebiday de la exposiciónpor motivo de trabajo, a atmósferas

especialmentecontaminadas.De todasformas los factoresde contaminaciónindustrial o
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de manipulaciónalimentaria,no son determinantesen la cargacorporal de esteelemen-

to. La Tabla 1.3 muestralos contenidosmediosde arsénicoen algunosalimentosy bebi-

das(SEILERH.G.,1988).

Tabla L3.- Contenidosmediosde arsénico(mgKr’) dealgunosalimentosy bebi-

dasusualesen la dieta.

Bebidas

vino

cerveza

zumosde frutas y vegetales

café

mgK~’

0.005-0.03

0.005

0.01-0.03

0.01

Verduras y hortalizas

espinacas

per~jil

espárragos

patatas

zanahoria

Grasas

aceitesvegetales

marganna

mantequilla

tocino

0.23

0.26

0.02

0.01-0.3

0.007-0.03

0.002402

0.002-0.01

0.01

0.005
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Tabla L3.- (Continuación).

Cereales,azúcar

harina

arroz

pan negro

panblanco

malz

azúcar

Lácteos

lechey derivados 0.003-0.025

Carnes y huevos

cerdo

hígadode cerdo

riñonesdecerdo

vaca

hígadodevaca

riñonesdevaca

ternera

riñonesdeternera

riñonesdetemen

avesdecorral

hígadodepavo

huevos

mg

0.01

0.22

0.006

0.003

0.05

0.0001-0.04

0.003-0.03

0.02

0.01

0.001-0.065

0.005-0.07

0.02-0132

0.002-0.012

0.02-0.04

0.015-0.02

0.001

0.217

0.01-0.5
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Tabla L3.- (Continuaci6n).

Pescadosy mariscos mg

0.8-1.43
arenques

bacalao 0.6-7.29

hígadodebacalao 0.8

sepia 1.0

3.2-25.7

moluscos 1.6-2.9

langosta 1.5-122.0

pescadodeaguachulee 0.01

Como sepuedeobservaren Tabla1.3, las gambasy sobretodo las langostasson los

alimentoscon mayor concentraciónde arsénicoy en casosesporádicoséstasúltimas

puedensobrepasarlos 100 mg Kg’ debidoa que estosanimalesalmacenanespecífica-

menteesteelemento.

En el organismohumanoel contenidode arsénicoestápróximo a los 0.3 mg Kg’.

En la Tabla 1.4 semuestranlos contenidosde arsénicoen algunosórganosy fluidos

corporales.

En cuantoa la eliminaciónde arsénicodel organismosepuededecir que mayorita-

namenteseexcretapor yaurinaria en forma de salesinorgánicasy derivadosmetilados,

especialmenteácidodimetilarsénico.Puestoque el cabelloy las uñascontienencantida-

desconsiderablesde arsénico,es muy probableque talesestructurasseanvíasde elimi-

nación de esteelemento.Además,se sabeque las cantidadespequeñasde arsénicose

eliminanpormedio de secrecionesintestinales.Debidoa quela velocidadde excreciónes
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lo suficientementeelevada,la formación de depósitostóxicos de esteelemento,incluso

en individuosexpuestosaambientescontaminados,esaltamenteimprobable.

Tabla L4.- Contenidosdearsénicoenalgunosárganosy fluidoscorporales,enmg

resultadodeunaalimentaciónnormal.

órganoo fluido mg

Glándulassuprarrenales 0.03

Aorta 0.04

Sangre 0.04

Cerebro 0.01

Pelo 0.46

Corazón 0.02

Riñón 0.03

Hígado 0.03

Pulmón 0.08

Músculo 0.06

Uñas 0.28

Ovarios 0.05

Piel 0.08

Bazo 0.02

Estómago 0.02

Dientes 0.05
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Comoerade esperar,losmayorescontenidosde arsénicoseencuentranen uñasy en

cabellos,aunquecomo ya veremos,estaacumulaciónno es observablehastapasadoun

ciertoperiodo,relativamentelargo, despuésde la intoxicacióno exposiciónal elemento.

- 16-
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1.4.- ESENCIALIDAD Y TOXICIDAD DEL ARSÉNICO Y SUS ESPECIES.

Los efectostóxicos del arsénicoson bien conocidosperotambiénes cierto que de-

terminadoscompuestosarsenicalesseutilizan confinesterapéuticos.Un ejemplode es-

tos usoslo encontramosen las explotacionesagropecuariasdondeutilizan el ácido arse-

nilico y ciertasformas de nitrofenilo de arsénicoparaestimularel crecimientóy ¡a efica-

cia nutricionalde cerdosy aves(LINDER M.C.,1988).

Hasta1935sóloseconsiderabanseiselementostrazacomoesenciales:Fe,’ 1, Cu, Mn,

Zn, Co. Se sabeque estoselementosjueganpapelesimportantesen procesosvitales, ya

que puedenactuarcomocofactoresesencialespara la actividadde las enzimas,como

constituyentesde hormonaso bienpuedenestarinvolucradosen el transportede oxige-

no. En el periodocomprendidoentre1935 y 1976 seañadióel arsénico,junto con otros

ocho elementos,a estalista de elementosesenciales:Mo, Se, Cr, Sn, V, F, Si, Ni y As.

(SHJBATA Y., 1992).

Dentrodeestaclasificaciónpodemosdestacarqueel arsénico,al igual queel selenio,

sonlos únicosmetaloidesquesonconsideradoselementosesenciales.

No sepuedegeneralizarsobrela dosisde arsénicoque desencadenasu toxicidad, de

hechovaríamuchoen funciónde los distintosindividuosy sobretodo,dela forma dear-

sénicosuministradoen la dieta. Comodato orientativo sepuedeconsiderarqueparaun

adulto, la dosistóxica esde 0.5 mg Kg1 de arsénicoinorgánico y la dosispotencial-

mentemortal esde2.0 mgKg4 (FARRERASVALENTI P., 1991). 4

Las formas químicasde arsénicode importanciatoxicológica son el arsénicoele-

mental,el inorgánico, los arsenicalesorgánicosy el gasarsina (BERTRAM 0., 1984).

Ahorabien, todasestasformasno son igualmentetóxicas.En ordencrecientea su toxi-

cidad:
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Arsina>arsénicoinorgánico(As(lliI)>As(V)) >arsénicoorgánico>arsénicoelemental.

La especiemás tóxicaes la arsina,AsH3, cuyadosis letal, parael 50% de la pobla-

ción en ratas(LD50), es de 3 mg Kg
4; seguidodel arsenito,As(ILI), con un valor de

Li?
50 entre 20 y 60 mg Kg

4 y por último el arseniatoAs(V). La toxicidadde las espe-

cies orgánicasde arsénico,talescomo el monometilarsénico(MMA), o el dimétilarsénico

(DMA), es muchomásbaja,del ordende 1000 vecesmenos,incluso la arsénobetaina,

que predominaen la mayoríade los organismosmarinos,seha demostradoqueno estó-

xica (HARRISONRM., 1989).

Tantoel As(1II), el MMA y el DMA debensutoxicidada la inhibición de los grupos

SH de las enzimas,mientrasquela toxicidaddel As(V) sedebea que inhibe la fosforila-

ciónoxidativa.

El arsenitoAs0
2, se distinguepor su tendenciaa reaccionarrápidamentecon los

grupostiol, especialmentecon los ditioles, talescomoel ácidolipoico Figura1.1. Al blo-

queara los enzimasoxidativosque precisandel ácido lipoico, el arsenito¡ provocala

acumulacióndel piruvatoy deotrosa-cetoácidos(METZLER DE., 1981).

O=As—0 COOH

+ —4.. + H20

COOH $ 5
\ /As

SS SM OH

Ácido Lipoleo

FiguraLI.- Reaccióndel arsenitoconelácidolipoico
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El arseniato,As04
3,esquímicamentesemejanteal fosfato, en tamaño,en geometría

y en su capacidadparaformarparteen reaccionesbioquímicas;sin embargo,los ésteres

de arseniatoson menosestablesque los ésteresde fosfato. En caso de formarsesobre

unasuperficieenzimática,sehidrolizaninmediatamenteal disociarsedel enzima.Estehe-

cho, permiteinterpretarlanaturalezatóxicade muchoscompuestosde arséni~o.El arse-

niato portanto,sustituiráal fostatoentodaslas reaccionesfosforoilticas.Porejemplo,el

arseniato,puedeparticipar en la reaccióncatalizadapor el gliceraldehido-3-fosfato-

deshidrogenasaformando 1 -arseno-3-fosfo-D-glicerato,que esun intermedioinestable.

El arsénicosustituyeal fosfato inorgánico,lo quedacomoresultadola formaciónde un

anhidridomixto que, en presenciade agua,es rápidamentehidrolizado. Cuandoocurre

estahidrólisis,no seproduceel pasoen el cualel ADP esnormalmentefosforiladoporel

1,3-difosfo-D-glicerato(1,3 DPG) y como consecuenciala célulano puederegenerarel

ATP y finalmentemuere.Figuras1.2 y 1.3 (RAWN J.D., 1989).

Figura L2.- Transferencia del grupo fosforilo desde cl 1,3 DPG al AflP y formaciónÁie 3-fosfo-D-

glicerato (3PG). Esta reacciónforma parte de la glucólisisqueproduce ATP.
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O
II

O O—As——O
o 000-

¡ 0
H—C---OI-l —‘~ H—C—OH + AsO¡

¿¡tOpOa2. No enzimética H20P03
2-1 .erseno-3-fosfo-D-glicerato 3-tst-D-glicemto

<3PG>

FiguraLI.- Hidrólisis del 1-arseno-3-fosfo-D-glicerato.El arseniatosustituyeal fosfato iuiorgánicoco-

mo sustratode la gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa,formándoseel intermedio 1-arseno-3-fosfo-

D-glicerato,lábil. Este intermediose hidroliza rápidamentepor el agua,sin que se produzcaATP. De

estaformaelarseniatodesacoplalaoxidacióndel (3P0)y la fosforilacióndel ADP. ¡

La diferenciadetoxicidadentrelos arsenitosy los arseniatospor tanto,puedeexpli-

carseen basea la velocidadde excrecióny retenciónen el cuerpo,asícomó al número

de enzimasafectadas.

El arseniatoseexcretarápidamenteen la orinay aparentementeno se acumulaen los

tejidos. Por otro lado, el arsenitono seexcretarápidamente,se acumulaen el cuerpo

unido a proteínasen el higado,músculo,cabello,uflas, piel y particularmentea los leuco-

citos. El arsenitoseexcretaporvíabiliar.

En cuantoa la toxicidadde los compuestosorgánicosque contienenarsénieo,es

tambiéndistinta dependiendodel estadode oxidacióndel arsénico,de suVelocidad de

absorcióny excrecióny de sudistribuciónen el organismo.Por ejemplo,el ácidoarsani-

lico y el ácidoaminobencenoarsónico,presentanmuy bajatoxicidad en los cerdosya

queseexcretanrápidamenteen la forma no metabolizaday suacumulaciónen los tejidos
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es minima pero puedencausartetraplejiay otros dañosneurológicos,cuandoseles su-

ministra 1100 mg Kg’ durante18 días(CONCONJ.M., 1988).

El mayor procedimientode diagnósticode concentracionescorporalesexcesivas,o

de consumoelevadode arsénicosebasaen las determinacionesdel elementoen cabelloy

orinay a veces,en los contenidosen sangre.La sangreaunqueesun indicadorbiológico

deunaexposiciónaesteelemento,tieneel inconvenientede quelos nivelesmedidossólo

sonútiles si sehacela medidadentrodeunospocos díasde unaexposiciónaguda,pero

no esútil paradeterminarunaexposicióncrónica.La orina esel mejorindi¿adordeuna

exposiciónnorma] o excesivaen cuyo casosobrepasalos 100 ¡.tg l-1.(CASARETT and

DOULL’S, 1986)

Comoya seha dicho, los compuestosarsenicalesse combinancon losgrupostioles,

por lo queen casode envenenamientoseadministrael 2,3-dimercaptopropanol,másco-

nocidocomo BAL o dimercaprol.Estecompuestoesespecialmenteefectivo ya que po-

seedosgruposSM adyacentesque le permitenformaruna estructuraestab1~con el me-

tal.

Existen dos objetivos principalesusandoel BAt. El primero es la ¡nactivacióndel

venenopor formacióndeun complejocíclico,de tal forma que seevita su combinación

con los grupossulfhidrilos de sistemasenzimáticosvitales. El segundoobjetivo esel de

promoverla eliminacióndel veneno.El complejoessolubleen aguaa pH=7.5 y excreta-

do fácilmente(CLARK S.,1990).La reacciónde algunoscompuestosorgánicosdel ar-

sénicoconel BAL, seesquematizaen la Figura1.4.
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FiguraL4.- Reacci6nde los arsenicalesorgánicosconBAL.

Los resultadosobtenidosde muchosestudiosrealizadosen animales,así como de in-

vestigacionesepideniiológicas,parecendemostrarqueel arsénicoposeeefectoscarcinó-

genosespecialmentesobrela piel, pulmonesy sistemalinfático. Sin embargo,otrosestu-

dios han reveladola ausenciatotal de propiedadescarcinógenasdel arsénico,y parece

demostrarseque ciertasformasorgánicasde arsénico,puedentenerefectosanticarcinó-

genosen relacióncon tumores.Es evidenteque determinadosfactoresy v~riables de-

ben estarimplicadosen los efectoscarcinógenos,si los tiene.Porejemplo,si comoya se

ha dicho, la administraciónde arsénicohacedisminuirla concentracióncorporal de sele-

¡no, sepodríaproducircarcinogénesis,no tantopor el arsénicocomo por la disminución

corporalde selenio(LINDER MC., 1988).

SH—CH2 S—O H2

R—As~ + SH—cfH —fr + H20¡ R—As\

OH—CH2
OH—CH2

GAL
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1-5.-LEGISLACIÓN VIGENTE.

Comohemosvisto la fuenteprincipaldeconsumode arsénicoporel hombreesatra-

vésde los alimentos,sobretodo de origenmarinoy del tipo de arsénicocontenidoen el

aguade bebida.

Dadala importanciaqueparala saludpúblicatienenlas aguasdestinadasal consumo

humano,es necesarioestablecerunasnormas de calidad, que han de cumplir dichas

aguas.

La adhesióndeEspañaa la ComunidadEconómicaEuropeaha hechonecesarioar-

monizarnuestralegislacióna lasdisposicionescomunitarias,entrelas queseencuentran:

a) Directiva 75/440/CEEde 16 dejunio (“Diario oficial de las ComunidadesEuro-

peas”de 25-7-75)relativaa la calidadrequeridaparaaguassuperficialesdestina-

dasala producciónde aguapotableen los Estadosmiembros.

b) Directiva 80/778/CEEde 15 de julio (‘Diaño oficial de las ComunidadesEuro-

peasde30-8-80)relativaala calidaddeaguasdestinadasal consumohumano.

En esasdirectivascomunitariasel arsénico,como era previsible,seencuentradentro

de las sustanciastóxicasy la concentraciónmáximaadmisibleesde 50 ¡xg í~J

Por otra parte, el métodode referenciarecomendadoparasu determinaciónanalítica

es la espectrometriade AbsorciónUy-VIS y la AbsorciónAtómica.(BOE núm. 226,

septiembre1990).
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Antecedentesbibliográficos:As~~i

El destinode los elementostrazay suimpactomedioambientalesy ha sido unade las

mayorespreocupacionesen los últimos 25 años.La mayorpartede los estudios,sehan

limitado a la determinacióndel contenidototal del metal, aunqueen la última décadase

estándesarrollandométodosparala diferenciaciónde especies.Estecapítulo serefiere

únicamentealos métodosparala determinaciónde contenidostotales.

A continuaciónsecomentanalgunosde los trabajosencontradosen la’ bibliografla

más reciente,o bien aquellostrabajosque siendo más antiguos,proporcionandatos y

conclusionesinteresantes.

La mayoríadelos trabajosrecogidosen la bibliograflaparala determinaciónde arsé-

nico, sebasanen la capacidadde esteelementoparaformarhidruroscovalentesvolátiles.

La técnicade generaciónde hidruros,ha sido la forma másgeneralizadaparala intro-

ducciónde muestracuandoseutiliza el espectrofotómetrode absorciónatómicacomo

sistemadetector.Tal es su importanciaque siguesiendo objeto de interésde diversos

“reviews”(NAKAHARA T., 1991;YAN X-P, 1994).

El Zn fue originariamenteutilizado parala generacióndel hidruro covalentedearsé-

nico (y de otroshidruros)(HOLAK W., 1969),peroha sido totalmentesustituidoporel

NaBH1.~ como agentereductor(THOMPSONK.C., 1974); incluso, en los últimos años,

estánapareciendométodosalternativosparagenerarel hidruro sin utilizar NaBH4, me-

diantesu generaciónelectrolítica(LIN y., 1992;HUEBERDM., 1995).

Un problemaadicionalqueademásesel primerocon el que seencuentiael analista,

es la preparaciónde la muestra.La importanciade llevar a cabouna buenamineraliza-

ción delos materialesbiológicoscomopasoprevioa su análisisesreconocidoportodos;

sin embargo,la transformacióndel tejido biológico en unadisolución,que esun pasoque

serequiereparael análisisde rutina, constituyeen la mayoríade los casosun gravepro-

blema. Considerandoel númerode métodosde digestiónque existenactualmentey sus
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numerosasy posiblesmodificaciones,no essorprendentela necesidadde evalúarcrítica-

mentelas técnicasde preparaciónde la muestraantesde recomendarlos métodosestán-

daróptimosparacadaelemento.

La mezcladedoso másácidosfuertes,el empleode un ácido fuerteconun cataliza-

dorde la descomposición,la mineralizaciónporvía secay másrecientementeel empleo

de la mineralizaciónácidaasistidaporhorno microondas,se perfilancomo las alternati-

vasmásaptasparael elementoarsénico,si bientodosellos gozande ventajase inconve-

nientes.

Tradicionalmente,los métodosde mineralizaciónpor vía húmedahan sido los más

recomendadosparala determinaciónde metalesvolátilestalescomo el Hg, As, Se, etc.

Dependiendode la naturalezade la matriz, las mezclasHNO3-HCIO4, HNO3-H2S04o

HNO3-H2504-HCIO4sonlasmásempleadas.

En algunasdeterminacionespuedeperniltirseunadigestión incompleta,bero estono

esrecomendableen el caso del arsénicocuandosedeterminapor formacióndel hidruro

correspondienteya que en la descomposiciónincompletade la matriz, puedenformarse

sustanciascoloidalesqueocluyenal arsénicoimpidiendola formacióndel hidruro.

En presenciade ácidos grasos,es imprescindibleel empleode HCIO4, en la mayoría

de los casos,para que se produzcala mineralizacióntotal. La mezclaHNO3-H2504-

HCIO4 puedeconsiderarseefectivaparael arsénicosiemprequeseguardenlas siguientes

precauciones:10) que la disoluciónno hiervaa sequedadya que ocurrenpérdidasde ar-

sénicoporvolatilidad asícomo riesgodeformaciónde ésteresde percloratoexplosivos.

20) No emplearla mezclacuandoel contenidoen grasasy aceitesessuperioral 50%y

30) Evitar la carbonizaciónde la muestraqueproducepérdidaspor volatilizacióndel As.
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Los métodosde mineralizaciónhúmeda,y en ausenciade HCIO4, con frecuenciare-

quiereel empleode catalizadores.En estecaso,la combinaciónque puedecónsiderarse

másidóneaparael casodel arsénico,esHNO3-V205realizandoel ataqueen feactoresa

presión.Aunquela principalvirtud de estetipo de mineralizaciónestribaen qúeesprác-

ticamenteimposiblela pérdidadel elementopor volatilidad, la limitación del tamañode

muestra(inferior entodoslos casosa 1 g de pesoseco)y la posibleinterferenciacausada

por el catalizadorpuestade manifiestopor algunosautores,tienenque ser tomadasen

consideración.

Los métodosporvía secasonunaalternativareal alos métodospor víahúmeda.La

mineralizaciónrequiereen el caso de esteelementoun agentefavorecedorde la misma

queconfrecuenciaesel Mg(N03)2 o la mezclaMg(N03»-MgO.No seconoceel meca-

nismo porel cualel magnesioactúacomosustanciaqueretieneal arsénicoimpidiendo su

volatilidad a la temperaturaen que se realizala mineralización(400-500
0C),pero esun

agenteimprescindibleparaque el arsénicoquederetenidoen las cenizas.Algunos pro-

blemasque conlíevaestamineralizaciónesla posibilidadde introducir con el Mg24 me-

talescontaminantesquepuedeninterferir en la formaciónde su hidruro, riesgodepérdi-

da de As fundamentalmenteen presenciade contraionesque formen sales volátiles

(ejemC19,enlacesdel arsénicocon la superficiedel contenedoro dificultad de disolverel

residuode cenizasy posibleformaciónde espumasen la etapadeformacióndel hidruro.

La búsquedade métodosde mineralizaciónmássimples,segurosy baratosparala di-

soluciónde las muestrascontinúasiendoun reto analítico. El empleodel hornomicroon-

daspara digestionesácidasfavorecela disoluciónde la muestra,especialmenteporque

solo requiereun tiempo de 5-10 minutospor muestra.Sin embargo,no todo estáre-

suelto con estemineralizadorya quelos problemasde tamaflode muestra(generalmente

inferior a0,5 g), posiblesexplosionesproducidaspor la sobrepresiónquesealcanza,y la

falta de reproducibilidaden la mineralizacióncomoresultadodel movimienioaleatorio

de la radiaciónmicroondasen el interior del sistema,hacequeconfrecuencialos resulta-
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dos no seancorrectosparael análisisdel As (y de otros metales)cuya liberaéiónde la

matriz dondese encuentrananclados,necesitade tratamientosmás drásticosquepara

otroselementos.

Con estosantecedentes,seresaltanen estamemoriaalgunade las mineralizaciones

másrelevantesempleadaspor losdiferentesautores.

Considerandotodos estospuntos HERSEY J.W., 1988, determinaconjuntamente

As y Se en muestrasmedioambientalesy alimentos medianteHG-AAS. Paraello, y

cuandola muestraestámuy contaminada,la hacepasarpor unamicrocolumnade inter-

cambiocatiónico(AG-50W-X16).A continuación,mineralizala muestraconunamezcla

de ácidosHNO3:HCIO4:H2504.Unavez mineralizada,añadeKl al 10% (p/v) pararedu-

cir As(V) —> As(Ill), y generala arsinautilizando comomedio de generació¿HCI 6,6M

ya que en estemediodisminuyenlas interferencias.

En estemismo sentido,MAHER W.A., 1989, determinaAs total en tejidos biológi-

cos. A diferenciadel anteriorautor, ésteañadea la muestraseca,HNO3 cc. mantenien-

dolo a temperaturaambientedurante12 horas. A continuaciónse calientaareflujo con

unamezcladeácidosHNO3:HCIO4:H2504durante3 ó 4 horas.

Dentrode la mineralizaciónporvía seca,destacael trabajode HOLER B!, 1989,que

utiliza unamezclade Mg(N03)26H20- Ni(N03)26H20 - 1-lINO3. Seaumentala tempera-

tira paulatinamentehasta260
0Cdurante2 horas,y finalmenteseintroduceen unamufla

a 4500Cdondesemantienedurante1 hora. El residuosedejaenfriary sehuknedececon

aguay 10 ml de HCI. Cuandose calmala reacción,seañade1 ml de CuSO
45H2Oal 6%

y 1 ni] de Na2TeO3.Lamezclasecalientaen bañode aguadurante30 mm. Séenfríay se

recogeel precipitadoen un filtro de membranade celulosade 8 gm, y unavezseco se

analizapor espectrometríade fluorescenciade rayos X. Los calibradosque’ se obtienen

son linealeshastaconcentracionessuperioresa 25 ¡±gg
4 de arsénico,y el L.D. 0, lgg
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g’. Los resultadosobtenidosparadistintasmuestras,concuerdancon los obtenidospor

la técnicade análisisporactivaciónneutrónica(NAA).

BRUMIBAUGH W.0., 1989,proponeunamineralizaciónalgo diferenteai.inquetam-

bién utiliza Mg(N03» paraanalizar muestrasde pescado.Paraello, partede 0,5 g de

muestrasecay homogeneizaday le añade2 ó 3 ml de metanoly unasgotasde antiespu-

mante, 10 ml Mg(N03)26H20y 10 ml de HNO3. Se calientaestamezclaa reflujo a una

temperaturade 70-80
0Cdurantetodala noche.Se aumentala temperaturaa 2000Cy se

evaporala mezclaa sequedady el residuo sesitúa en unamufla fría. Seaum~ntala tem-

peraturaa500~ y semantienedurante3 6 4 horas.A continuaciónseenifia la muestray

sele añade20 ml deHCI al 50% (y/y) y sedejahervir en unaplacacaliente.Se dejaen-

filar y seenrasaconHCI al 500/o. El hidruro segeneracon NaBH.
4al 1% (ph’) estabiliza-

do conNaOH al 0,5% (p/v). El L.D. obtenidoes de 0,06 ¡.tg g’ y el coeficientede va-

ilación entomo al 4%.

CERVERA ML., 1989, utiliza la mineralización de reducción a cenizas con

Mg(N03)2, pero disuelveel residuocon HNO3 al 10%, calentandohastaséquedad.El

nuevoresiduosedisuelvecon 3 ml de 1120y 10 ml de HCI 6M. Se filtra la disolucióny

selleva a25 ml conHG 6M. AñadeKl 2% (p/v) y despuésde 5 mm. sedeterminael As

porHG-AAS. Las recuperacionesobtenidassondel 97±9%y los L.D. de 0,1 ng g~’.

Los hornosmicroondastambiénsehan utilizado parallevar acabola mineralización

de muestrasen las quesequieredeterminarel contenidototal de arsénico.En estalínea

HUANO J., 1988, añade3,5 ml de FINO3 conc. a 0,1-0,5g de muestra,e introduce el

reactoren un microondasaunapotenciade 720 w. durante2,5 mm. La despresurización

se realiza introduciendoel reactoren aguaheladadurante30 mm. Se añade3,5 ml de

HINO3 conc, 1,5 ml HCIO4 al 70% y 1 ml de 1t504,cerrandode nuevoel reactore in-

troduciéndoloen el microondasdurante2,5 mm. Estecalentamientose repite 3 veces
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con intervalosde 2 mm. entrecalentamientos.Seenfríaen un bañoconaguaheladadu-

rante30 miii. Se filtra la disolucióny el filtrado se diluyea 50 ml conHCl al 45%.

EPSTEIIN M.S., 1989, utiliza un sistemaautomatizadode introducciónde una sus-

pensión(“slurry”), en el queincluye unasondaultrasónicaplegableparamezclarlas sus-

pensiones.Estedispositivo ha sidoutilizado para la determinaciónde As, Fe, Mii y Pb

empleandoGFAAS comosistemadetector.Mediante el empleode este sistema,se ha

observadoqueel coeficientede variaciónaumentaen proporciónal porcentajede analito

extraídoen la faseacuosade la suspensión,y esaltamentedependientede la homogenei-

dad de la muestra.Estamineralizaciónsehaaplicadoamuestrasde sedimentosde río.

Existentrabajosmásrecientesen los que secomparandistintasmuneralizácionesco-

mo por ejemplolas realizadaspor LÁSZTITY A., 1995, que para la determinaciónde

arsénicoen dietasinfantiles y en desechosdomésticos,utiliza distintasmineralizaciones:

microondas,reduccióna cenizasconMg(N03» ... La técnicaempleadaparalía determi-

naciónesICP-MS, obteniendorecuperacionesentreel 94,8y el 109% y los Li?. en tor-

no a2,0 ng ml~’ dependiendodela mineralizaciónempleaday de la muestraanalizada.

Otrotrabajointeresanteesel realizadoporMENENDEZGARCÍA A.,1989,que uti-

liza HG-ICP-AES parala determinaciónde contenidosde arsénicoen muestrasbiológi-

casde referencia.hnicialmenteextraeel As, comoAsJ3, de la muestradisueltaen xileno

en presenciade Kl y HCI. El extractosemezclaconNaBIt en DMF y ácidoacético.El

R.L 001 a>100 pg ml~’, concoeficientesde variacióndel 2% y L.D. de 0,7 ñg mi’.

WICKSTROM T., 1995, utiliza tambiéncomo técnicade determinaciónHG-ICP-

AlES, peroempleaunadisoluciónalcalinade la muestraconun agenteenmascarantedie-

tilen-triamun-penta-acéntico(DTPA) paradeterminarAs y Te en materiales¿ referencia.

Mineraliza la muestra,aleacionesníquel,con unamezclade ácidosHNO3-HCl. A conti-

nuaciónañade10 ml de disoluciónde tartratosódico0,6My 50 ml de DTPA O,3M. A]-
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calmizala disolución conNaOH hastapH=12-13y añadeNaBH4. El hidruro segenera

por acidificaciónde la disoluciónconHCI 4M, empleandoel métodode adicionesestán-

dar. La disoluciónalcalinaen combinaciónconel DITA seutiliza paraminiÉiizar las in-

terferenciasdebidasal Ni y Co. Estemismo autor determinaAs en muestrasde cobres,

eliminando la interferenciadel cobre por precipitacióndel hidróxido y posterior filtra-

ción.

El empleode un agentereductordel arsénicopara la formación del hidruro corres-

pondientea partir de su estadode oxidación (III), ha sido objeto de grandescontrover-

siasya queen condicionesnormales,seconstatala diferenciade la eficienciade la gene-

ración del hidruro correspondientedependiendodel gradode oxidación de~partida. Un

estudioexhaustivode las condicionesde generaciónen función del gradode oxidación

del elemento,se realizaen estamemoriay por tanto,el posibleusode estosprerreducto-

res se contemplanen esteapartado.Sin embargo,confrecuencialos diferentesautores

contemplanestaprerreduccióncomoun pasomásen el mecanismodela mineralización.

Varios autoresempleanL-cisteinacomo prerreductory paraeliminar interferencias.

Entre estostrabajosse encuentran los realizadospor WELZ B., 1993, qué realizados

estudiosteóricosen los queoptimizaparámetros,estudiode interferenciasy digestión

ácidaen microondas,en línea,con HG-AAS.

En estamismalínea, LE X-C, 1992, proponeun nuevo sistemaen continuo,parala

determinaciónde As, Sby Sn medianteHG-AAS. La presenciade L-cisteinaen la diso-

lución de la muestrahaceque disminuyanlas interferenciasy mejora las señalesde As,

Sby Snun 60, 200 y 40%respectivamente.

Quisieramencionardos revisiones por los datosde interésque aportahpara la de-

terminaciónde arsénico.El primero de ellos esel realizadopor TYSON J.F., 1990 que

tratay comentadetectoresparaanálisispor inyecciónen flujo. El segundoesel realizado
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por CAROLI 5., 1994, que recogedatossobredistribución y valores de referenciade

distintoselementos,entreellos el As, entejidosy fluidos humanos.

Porúltimo serecogenuna seriede trabajosen los que se determinancontenidosto-

talesde arsénicoagrupándolosen formade tabla (Tabla11.1) en la que seesj,eciflcala

técnicaempleada,tratamientoy tipo de muestra,algúndatode interésy la referenciaco-

rrespondiente
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1111.- Especies químicas del arsénico en medios ambientales y biológicos.

111.2.- Revisión bibliográfica sobre especiación de arsénico.

ffl.2.l.- Acoplamientodetécnicasde separación-detección.
111.2.2.- Técnicasbasadasen el diferentecomportamientoquímicode las distintasespeciesfrente a di-

solventes,intercambiadoreso reactivos.

CAPÍTULO III

IMPORTANCIA DE LA DETERMINACIÓN DE LAS DIFERENTES ESPECIES

DE ARSÉNICO Y LINEAS GENERALES DE LAS TÉCNICAS DE

ESPECIACIÓN
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El termino especiaciónha tenido muchasdefiniciones.ConstantM.G. van der Berg

en un pequeñoartículo (AnalyticaChimicaActa, 284,461-462, 1994)recogedossignifi-

cadosdistintos: porunaparte,paraindicar el análisiso cuantificaciónde especiesqulmi-

casy porotra, paraindicar la distribuciónde un elementoentrediferentesformasfisico-

químicaso especies.Este autorproponeque sedefinael término especiacióncomo la

presenciade diferentesespecies,puesconsideraque esunadefinición lo suficientemente

ampliay simple queinclusoenglobaespeciestodavíahoy desconocidas.

La especiaciónquímicaestudiapor tanto, la variabilidadde elementosen sistemas

naturalesbiológicos,geológicosy bioquímicos,detal formaquelos datosde la especia-

ción se puedenutilizar, porejemplo,parapredecirel comportamientode los metalesen

aguasnaturalesasícomoparael estudiode los procesosbiogeoquimicos.No ¿bstante,la

especiaciónestácondicionadapor la dificultadesanalíticas,debidoa la bajaconcentra-

ción en la queseencuentranmuchoselementosasí como ala inestabilidadde algunasde

las especiesduranteel almacenajey tratamientode las muestras.Porotraparte, la espe-

ciación amenudoseve alteradapor la aplicaciónde los procedimientosanalíticosutili-

zadosparala detección.

111.1.- ESPECIES QUÍMICAS DEL ARSENICO EN MEDIOS AMBIENTALES Y

BIOLÓGICOS.

El arsénicoseconsideraun elementocontaminanteprioritario y generalmentesede-

terminaen muestrasmedioambientalescomoarsénicototal. La concentraciónde arséni-

co en los diferentesapartadosmedioambientalesestándirectamenteinfluenciadospor la

actividadhumana(origen antropogénico)si bienpuedetenerun origen naturál (origen

geológico).El arsénicopues,esuno de los elementosmásdistribuido en la biosferaaun-

quesu distribuciónno eshomogéneaya quepodemosencontrarloen un amplio intervalo
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queva desdeunospocosppb (~.ig kg’) en muestraspurascomo aguasde mar abierto,

hastaunoscientosde ppm (mg kg~’) en sueloscontaminadosy organismosmarinos.

El arsénicosemuevedentrodel ecosistemay puedecircular variasvecesa travésde

la atmósfera,el aguay el suelobajodistintasformas(CTJLLEN W.R., 1989).

Recientesestudiossobrequímicamedioambientaldel arsénicohan mostrádoque se

producenconversionesentreestadosde oxidación,así comola formación de especies

organometálicasen el metabolismoprocedentede los organismosvivos. Tal vez los des-

cubrimientosmássignificativossonla reducción y biometilaciónde arsénicoinorgánico

porhongos,bacteriaso algasy mamíferos,incluido el hombre,cuyo resultaddesla pre-

senciade compuestosmono,di y trimetiladosen el medioambiente.Así, los cbmpuestos

máscaracterizadosen las muestrasmedioambientalesson: arsenito,ársenato,ácido me-

tilarsónico (MMA), ácido dimetilarsínico (DMA), arsenobetaina(AB), arsenocolina

(AC) y tresarsenoazúcaresquehan sido aisladosen algas.En laFigura111.1 semuestran

algunasdelas fórmulasdesarrollasde estasespecies.
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OH

HO—As—OH

Ácido Arsenioso

CH3

O=As—OH

CH3

Ácido Dimetilarslnieo

OH

HO—As—OH
II
O

Ácido Arsénico

CH3

H3C~AsLCH2~COO-

CH3

Arsenobetaina

CH3

O=As—OH

OH

Ácido Metilarsónico

CH3

H3C—As
t---CH

2—CH2—OH

CH3

Arsenocolina

Figura TIL!.- Estmcturadeloscompuestosdearsénicoidentificadosen muestrasmedioambientales.

La toxicidadde las especiesde arsénicono esla misma, de hecho,el arsénicoinorgá-

nico es más tóxico que el arsénicoorgánicoy dentro de estapequeñaclasificaciónse

puedenordenar en cuantoasu toxicidad: As(II1) > As(V) > MMA > DMA> ÁC > AB.

En organismosmarinos,sehapuestode manifiestola conversiónde arséncoinorgá-

nico en compuestosqueseconsideranno tóxicos,como sonlos arsenoazúcares,la arse-

nobetainay la asenocolina(HARRISONR.M., 1994). Estetipo de alimentosconstituyen

la mayorfuentede arsénicoen la dieta. Dicho arsénicose encuentraen formasesencia]-

menteno tóxicasademásdeque seexcretainalteradoen la orina.
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Formacióndelos compuestosorgánicosdearsénico.

Un componenteimportantedel medioambienteesel aguaporlo quevamosadescn-

bir brevementela químicadel arsénicoen estemedio

Lasvalenciasmásusualesdel arsénicoen aguaspurasson (+3), arsenito,y (+5), ar-

seniato,que se presentancomo especiesinorgánicashidrolizadas:H3AsO3, H2AsO3~,

HAsQ3
2” AsO

3
3 y H

3As04,H2AsO4~,HAsQ2 y AsOt. Si nosfijamos en los valoresde

las constantesde disociaciónH3As04 (pL 2,19/6,94! 11,5) y H3AsO3 (pL 9,20 (otros

desconocidos)),las especiespredominantes,en los intervalosnormalesde pH en aguas

naturalesson: H2As0¿,HAsO?,H3As03y en menorgradoH2AsO3I

En el arsénicogeogénico sólo estanpresentesel As(III) y el As(V), ahorabien, de-

bido ala contaminaciónantropogénica,el aguapuedecontenertodaslas especiesdeeste

elemento.

Considerandoel parredoxAs(V)/As(Ill)

H3AsO4 + 2W + 2e~ —> H3AsO3 + H20 E
0= 0,56v.

Si seaplicala ecuacióndeNerstcuandoel pH = 7 y ambasformasesténen la misma

concentración,el valor obtenidoparael potencial es0,147 y. Paraque se produzcael

99%de la oxidaciónsólo senecesitan0,206y., lo queindica la facilidadde oxidacióndel

As(III) siemprequehayaoxigenodisuelto. Segúnesto,sepuedegeneralizarqueel arsé-

nico seencuentraen forma reducidaen aguasexentasde oxigeno(anaeróbicas)pero no

así en aguascon oxígenodisuelto(aeróbicas).Sin embargoestehechosolo esuna regia

generalya que en algunasaguasde sondeo,que en principio seconsiderariananaeróbi-

cas,aparecenambasformassimultáneamente.
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Sesabeque algunosmicroorganismospuedenreducirel As(V) a As(uI), otros son

capacesde oxidar el As(Ill) a As(V) y éstepuedetransformarseen susformas orgánicas

por metilaciónbiológica. Comoejemplo,en la Figura111.2 semuestraesquemáticamente

el ciclo biológicodel arsénico.

OH—As-—C
II
O

ksen¡ato

2e

DESMEnLACIÓN

CO2 + 4e
9H3

OH—As—CH3
II
O

Ácido Dimetiarsinico

I (CH3)
2e

MElLACION

7-13
e As—CH3

H
Dirvietiamina

CH3—As------CH3
Trimetilarsina

HO—As—0

OH

¶
O=As—C

?zsen¡t

(CH3)
j~H3

OH—As—OH
II
O

Ácido N~tlars6nico

AGUA Y SEDIMENTOS

Figura111.2.- Ciclo biológicodel arsénico.

La metilaciónpuedeproducirseen aguasdulcesy marinas,obteniéndosecompuestos

mono o polimetilados.La biometilacióndel arsénicopuedeserproducidapor numerosos

organismospor lo que la naturalezade los compuestosobtenidosy susproporcionesson

muy variadas.

4e
<cH,>

MEliLACIÓN

AIRE
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En los organismosterrestresla biometilacióndel arsénicopuedeir acompaiíadade su

eliminaciónpor volatilizaciónpor formaciónde la arsinacorrespondiente,o bienpor ex-

creción en forma de ácido monometilarsónicoo ácido dimetilarsinico. Sin embargo,los

organismosmarinoseliminan el arsénicomedianteformas solublescomoazúcareso lípi-

dos.

La arsenocolinase convierte fácilmenteen arsenobetaina,la cual por oxidación se

transformaen dimetilarsínicoo trimetilasénico.Estasespeciesorgánicaspor la acciónde

bacterias,luz o caloren medio oxidante,sedesmetilansucesivamentehastaliberar arsé-

nico inorgánico.

Por otra parte,no se puedenolvidar las transformacionesbiológicasen los sistemas

acuáticosy queen éstos,existeunainterrelaciónentreel aguay los sedimentos.En esta

linea,Fausty colaboradoresanalizaronel arsénicoen aguay sedimentosdel río Maurice

(New Jersey)contaminadoporunaindustria química.Segúnestosestudios,los conteni-

dos de arsénicoen muestrasde aguavariabanentre 515 y 2,2 mg kgd, segúnfberan

muestrastomadasen el foco de contaminacióno muestrasde aguaobtenidasrio abajo.

Tambiénobservaronque el aguaconteniagrandescantidadesde As(V) con trazasde

MMA, DMA y As(flI), indicativosde ambientesacróbicos.

En cuantoala determinaciónde arsénicoen los sedimentosdel mismo río, la incuba-

ción en el laboratoriode dichossedimentos,revelaronque el 85% del arsénicoliberado

durantela lixiviación, erainorgánicopredominandoel As(V) mientrasque el otro 15%

eranMMA y el DMA. La presenciade estoscompuestosorgánicosde arséniéo,pone en

evidenciaquela metilación ocurreen los sedimentosporquela tennodinániibadel agua

no es favorablea dicha metilación.Estabiotransformacion,si ocurre,puedeafectar de

forma significativaala distribucióny movilización del arsénico.
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La distribucióny movilizaciónde las especiesde arsénicoen sedimentos,e indirecta-

menteen el aguaen contactocon estossedimentos,estácontroladapor la transforma-

cionesmicrobiológicasde las especiesy por fenómenosde adsorción.La adsorciónde

las especiesde arsénicoen los sedimentosvaría:

As(V) > MMA> As(II1) > DMA

El arseniatoesfuertementeadsorbidoporel sedimento,presumiblementecon óxidos

e hidróxidosde hierro y manganeso.Ahora bien, la transformaciónde arseniatoa DMA

puedeacelerarla movilización del As en sistemasacuáticos,o dichodeotro modo, el ar-

sénicopuedeser“redisuelto”de los sedimentosporacciónde bacterias.

Es interesantereseñarque la adsorciónestá influenciadapor el pH, pE, textura y

contenidode arcifla y arenade los sedimentos.Porotra parte,cuandolas especiesestán

adsorbidas,su movilización dependefundamentalmentedel tiempo y del volumen de

aguaquepasaa travésde los sedimentos.

Portanto, el conocimientode la cinética,mecanismosy equilibriosasociádoscon las

interaccionesagua-panículaes esencialpara el desarrollode modelosbiogeoquimicos

que permitanpredecir, de forma segura,el destinode los elementostraza, panicular-

mentede lasformastóxicasdeorigenantropogénico(MILLWARD GE., 1995).
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111.2.- REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA SOBRE ESPECIACIÓN DE ARSÉNICO.

Paraconocerlos efectosbiológicosdel arsénicoasícomosusmecanismos4e interac-

ción con el medio ambiente,es preciso cuantificarsus diferentesformas químicasme-

diantelas denominadastécnicasde especiación.

Las dosvíasgeneralesdentrode las técnicasde especiaciónson: la especiaciónbasa-

da en el acoplamientode técnicasinstrumentalesde separación-deteccióny la especia-

ción basadaen el diferentecomportamientoquímico de la~ especies.En estamemoriase

daunavisión generaldel acoplamientode técnicasparala especiacióndel arsénicoseña-

lando los acoplamientosquemás exhaustivamentese han empleadoen los últimos 10

años,y seincidemásprofirndamente,en la especiaciónbasadaen la determinacióndife-

renciadadelas especiesdel arsénicoen fUnción de sudiferentecomportamientoquímico,

ya queesla líneade especiacióndel trabajoexperimentaldesarrollado.

111.2.1.-AcopIamiento de técnicas de separación-detección.

Estaforma de especiaciónse basaen la combinaciónde técnicasde alta resolución

consistemasdedetecciánde elevadaselectividady sensibilidad(técnicasacopladas).

La especiaciónanalítica englobavaria etapas:preconcentración,separacióny detec-

clon. A continuaciónsedetallanlastécnicasde preconcentración/separaciónmásutiliza-

dasparala especiaciónde arsénico:
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* Generacióndehidrurosy atrapamientocriogén¡Co (HG-Cfl.

Esteacoplamientoha sidoampliamenteutilizado debidoa su alta sensibilidady sim-

plicidad. La dexivatizaciónde la muestraselleva a cabo“en-línea”por generacióndehi-

drurosde las especiespresentes:As(III), As(V), MMA y DMA, la precondentración,

mediante atrapaniiento criogénico y la separación, mediante desorción térmica

(BRAMAN RS., 1977;HOWARD A.G.,1981;ODONAKA Y., 1983; VAN ELTEREN

J.T., 1994).Esteacoplamientoes sencillo pero debesercapazde soportarla~ altaspre-

sionesqueseproducenen la generaciónde hidruros.Los detectoresquesepuedenaco-

piarala salidade unatrampafría sonmuy diversos,pero la absorciónatómicaconcélula

de cuarzoo cámarade grafito,son lasmásutilizadas.

En la trampafría (CT) serecogenlas diferentesarsinas,liberándolasposteriormente

aprovechandosudistintavolatilidad. Entre los trabajosencontradosen la bibliografla a

esterespecto,algunossedetallanbrevementea continuación.

En el trabajo de COMBER S.D.W., 1989, se combina¡a generaciónde hidrurosen

distintos medios(HCI y acético/acetatopH’5), trampafría, espectrofotometríade ab-

sorciónatómica.Cuandoutiliza HCI comomediode generación,recogelas distintasar-

sinas formadasen unatrampafila constituidopor un tubo en forma de U relleno con

bolastratadasconácidofluorhídrico,sumergidoen nitrógenoliquido. Lasarsinasseelu-

yen posteriormenteconformea su volatilidad, arsina, monometilarsinay dimetilarsina,

que son conducidashaciauna célula de cuarzocalentadaeléctricamente.El As(III), lo

determinautilizando comomedio de generaciónunadisoluciónamortiguadorade acéti-

co/acetatode pH=5 ya queen estemedio únicamentese forma la arsinaa partir de este

estadodeoxidación. MICHEL P., 1992,tambiéncombinaHG-CT-AAS, pei~o adiferen-

cia del anterior, la trampafila estáconstituidapor chromosorbWAV-DMCS (3% 0V-

101). A continuaciónliberan las arsinassucesivamentea una célula de cuarzoparade-

terminaríaspor AAS. En estecaso,los mediosácidosutilizadossonH25049M (0,2 mi)
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paradetenninarAs(Ill)+As(V), MMA y DMA, y acético/acetatoa pH=5 par~ determi-

narAs(1II).

* Cromatografladegases(GQ:

La cromatograflade gasesesunatécnicade separaciónmediantela cual seconsiguen

limites de detecciónmuy bajosy presentala ventajaadicional de que sólo se necesitan

volúmenes del ordende ¡al. La principal dificultad de la aplicaciónde la cromatografla

de gases,parala determinaciónde especiesorganometálicasno volátiles, radicáen la ne-

cesidadde realizar procesosde extracción-derivativación-preconcentraciónque suelen

ser largosy tediosos,ademásde aumentarla posibilidadde errorespor pérdidadeanali-

to. El detectormás empleadoen este acoplamientoes QFAAS (VIJAN, RN., 1976;

HOWARD, A.G., 1981).

En estalínea, KAIPINC} D:, 1992,realizaunaseparaciónlas especiesinorgánicasdear-

sénicomedianteadsorciónselectivadel As(III) en algodónsulfidrilo y posteriorlixivia-

ciónconHCI en caliente.A continuaciónsele hacereaccionarconBAL, extráyéndoseel

complejoAs-BAt en toluenoparasudeterminaciónpor CG. El As(V) no adsorbidose

reducecon unadisolución de KI-tiourea y se determinapor el mismo procedimiento.

Estemétodoseha aplicadoala determinacióndearsénicoen hojasde melocotóny agua

de lago,obteniendoLD 0,01 ng dearsénico.

* Cromatografladelíquidos (LQy cromatograflalíqu ida dealta eficacia (HPLC):

Es unade las técnicasmásdesarrolladasparala determinaciónde las diferentesespe-

cies químicasinorgánicasy orgánicasde metales.La cromatografialíquida de altaefica-

cia (HPLC) es la másempleada.Estatécnicade separaciónpresentala granventaja res-
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pectoala cromatograflade gases,de quepermitela separaciónde especiessin necesidad

de derivatización.El HIPLC presentaunagranvariedadde cromatograflasentrelas que

destacanparala determinaciónde especiesinorgánicasy organometálicasdearsénicolas

de intercambioiónico y en fasereversa.

Lastécnicasde detecciónmáshabitualesque sepuedenacoplarcon el HPLC para la

determinaciónde arsénicoson: GFAAS,QFAAS, ICP/AESeICP/MS.

El acoplamientoHPLC/AAS ha sido ampliamenteutilizado ya quepermitela separa-

ción e identificaciónde compuestosde arsénicodesconocidosa partir de sus cromato-

gramas.Lascombinacionesmásutilizadasson: las queutilizan atomizaciónen célula de

cuarzocalentadacon llama, HPLC/QFAAS, (RICCI GR., 1985; CHAYA B.S, 1985;

KADOKAIvII K., 1988) o las que emplean, atomización en cámara de grafito,

HPLC/GFAAS,mediantela cualseconsigueaumentarla sensibilidadrespectoa la llama

en másde dos órdenesde magnitud (AGGET J., 1983; PACEY, GE., 1986). Si bien

existentécnicasde acoplamientosen continuo,la forma másusualde trabajo es en dis-

continuorecogiendolas fraccionesqueposteriormentese hande introducir en la cámara

de grafito. El mayorproblemaque presentala cámarade grafito esla pérdidade analito

porvolatiizacióndurantela etapade calcinacióno por el contrarioque seproduzcauna

combinaciónquímicaconcarbónproduciendocompuestosqueimpidenunaatomización

completa.

Existen varios trabajosde especiaciónde arsénicoen los que se utiliza el acopla-

mientoHPLC¡ICP-ALES(RAURET 0., 1991; EBDONL., 1991) ya que el flujo de tra-

bajo conel queoperael HPLC (—1 mI/mm) esperfectamentecompatibleconel flujo del

sistemaICP-AES.Aunque esteacoplamientoha demostradosermuy adecuado,no tiene

la elevadasensibilidadque requiere,por ejemplo,la especiaciónde arsénicoen orinahu-

mana,dondela concentracióntotal de las especiesamenudoestácomprendidaentre 10-

20 ng mr’.
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Ultimamenteseestáutilizando el acoplamientoHPLC/ICP-MS (BEAUCHEMIN D.,

1989; SHIBATA Y., 1989; THOMAS P.,1995)con el que seconsigueuna sensibilidad

extremadamentealta. Sin embargo,la aceptacióndel ICP-MS como detectorde un sis-

temaHPLC, requiereuna reducciónsubstancialdel elevadocosteinstrumentalpara su

aplicaciónen análisisde rutina.

Mediantela incorporaciónde la Generaciónde Hidruros (HO) comométodode den-

vatizaciónpost-columnadeun sistemaHIPLC, sepuedemejorarsubstancialmentela sen-

sibilidad en la especiaciónde arsénico,cuandoe] sistemade detecciónesAAS conllama

(TYE C.T., 1985; HAKALA E, 1992), con calentamientoelectrotérmico(MCCI GR.,

1981) o ICP-AES (RAURET 0., 1991). La mayorlimitación del uso de Generaciónde

Hidruroscomoparteintegrantedel sistemade detecciónparala especiaciónde arsénico,

radicaen la presenciade compuestosorgánicosde arsénicotalescomo la arsenobetaina,

la arsenocolinay los arsenoazúcares,importantesen muestrasmedioambientalesy bioló-

gicas,queno forman hidrurosvolátiles por lo que no puedendetectarse.Páraresolver

esteproblemase ha recurridoala descomposición“en-línea”por digestiónen microon-

dascomopasaprevio ala formacióndel hidruro (LÓPEZ-GONZALVEZ M.A.,1994).

Trabajosen estamismalíneason los realizadospor JIMENEZ DE BLAS 0., 1994,

quedeterminaarsénicoy susmetabolitosen erinamedianteHG-AAS y otros acopla-

mientos.Parala determinaciónde arsénicototal utiliza FIA-HG-AAS conmineralización

previade la muestraconunamezclaHNO3, ~‘2SO4y 11202.La determinaciónde As(Ill),

As(V), MMA y DMA serealizamediantecromatograflalíquida conunaresmacatiónica

AG 50W-X8 y eluciónselectivade las especies,queseanalizanporFIA-HG-AAS en las

condicionesóptimas.Tambiénen muestrasde orina,HAKALA E., 1992, determinase-

lectivamentelas especiesde arsénicoimportantesdesdeel punto de vista toxicológico

medianteel acoplamientoHPLC-HG-AAS. Paraello utiliza dos columnas,colocadasen

sene,ChromospherC18 (5 gm) empleandocomo fasemóvil tetrabutilamonioa pH=6,0
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conunadisoluciónamortiguadorade fosfato. Se generael hidruro de los distintoseluí-

dos, conNaBH4. SedeterminaAs(Ill), As(V), MMA y DMA a la longitud de ondade

193,7nm, siendolosLD respectivos1,0; 1,6; 1,0 y 4,7 ¡.¡g r’.

HWANG C.J., 1994, determinaAsQIII), As(V), MMA y DMA en muestrasde agua,

medianteCL-HG-ICP-MS. Una vez separadoslas distintas especiesde arsénicopor

cromatografla,el eluido setrataconL-cisteína y HNO3 O,25M (1 ml/mm) y seintroduce

en un reactora 95
0C, dondesemezclaconNaBH

4 pasandoaotro reactorque mediante

un nebulizadorneumático,seintroduceen el ICP-MS. La muestraseanalizaen 10 mm y

el métodossehavalidadoconmaterialesde referencia.

THOMAS P., 1995,utiliza un acoplamientoHPLC-ICP-MSparala determinaciónde

seisespeciesde arsénicoconbajoslímites dedetección(1-3 ¡ig 1~I), en muestíasde agua

de manantialy embotellada.Tambiénobtienebuenosbalancesde arsénicototal en las

muestras,medianteun sistemade generaciónde hidruros.

Un acoplamientomuy interesantees el realizadopor LÓPEZ-GONZALVEZ MA.,

1994, que utiliza HPLC-MW0~j¿.~j¿~HG-AASpara la determinaciónen íír4ea As(llI),

As(V), MMA, DMA, AB y AC. raraello, utiliza unacolumnaaniónicadonderetiene el

As(m), As(V), MMA y DMA (especiesaniónicas)y deja pasarlas especiescatiónicas,

AB y AC quesedeterminandespuésde su descomposiciónen microondascon K2S208.

Loslimites de detecciónparatodaslas especiesestáncomprendidosentre0,3-0,9ng.

Por otra parte,LE X-C., 1994, tambiénmedianteel acoplamientoHPLC9vlWdí8~,tIó~-

HG-AAS determinaAs(llI), As(V), MMA, DMA y AB coeluida con el As(III). Si no

realizala digestiónen microondassólodeterminacuatroespeciesya quela AB no forma

hidruros. Los resultadosobtenidoslos comparacon los obtenidospor acoplamiento

HPLC-ICP-MS. Los LD obtenidosson: 10 ¡sg F’ As(Ifl); 20 ¡sg U’ As(V); 15 ¡sg Y’

MMA; 10 ¡sg U’ DMA y 10 ¡xgU’ AB.
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BLAIS J.S., 1990.Proponeun métodoparala determinaciónde arsenobetaina,arse-

nocolínay el ion positivo tetrametilarsoniopor HPLC-HG-AAS congeneracióntermo-

químicade hidruros. El métodoconsisteen producir la nebulizaciónmedianteun ter-

moespraydel eluidometanólicodel HPLC, con pirólisis del analito con unallámameta-

nol/oxígeno,y posteriorformacióndel hidruro.

SCHLEOEL D., 1994,utiliza el acoplamiento1C-HG-ICP-AES.Empleaunacolum-

na PRP X- 100 y comodisolventesácidobenzoicoy ácido parahidroxibenzoicoen una

mezclametanol-agua.Los LD obtenidos:0,017 ppm parael As(III); 0,64 ppm parael

As(V)y0,11ppmparaelDMA.

EBDON L., 1988. Realizadistintosacoplamientoscombinandotécnicasdesepara-

ción comola GC o el HPLC con diferentestécnicasde deteccióncomo AAS, AFS o

ICP-AES. Parala utilizaciónde la cromatograflade gaseses precisoderivatitarlos com-

puestosde arsénicocomohidruros, quesepuedenpreconcentrarmediantelá utilización

de unatrampafría (CT), o comometilglicolatos.Mediantela utilizaciónde un HPLC, se

puedensepararsin necesidadde derivatización,pero en este caso es preciso utilizar la

generaciónde hidruros(HO) para aumentarla sensibilidad.Esteautor por tanto, reco-

mienda el acoplamientoHG-CT-GC-AAS cuandose deseedetectarnivelescomprendi-

dosentre0,22-0,55ng absolutos.Sin embargorecomiendael acoplamientoHPLC-HG-

AAS paraanálisisde rutina y el acoplamientoHPLC-HG-ICP-AEScomo procedimiento

preferenteparaanálisismultielementales.

WOLLER A.,1995, proponeuna nuevatécnicaqueincluye un acoplamiéntoHPLC-

AiFS utilizando nebulizaciónultrasónica,parala determinaciónde As(lII), As(V), MIN’IA

y DMA, obteniendolimites de detecciónde 35,50,20y 20 ng respectivam¿nte(paraun

volumeninyectadode 250 ¡sí). El rangolineal esde 250a 2500 ng paratodaslas espe-

ciesdearsénico.
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La Cromatografladefluidos supereríticosha sidoutilizadaparadeterminararsénico

y antimonio en muestrasde aguasy en materialesbiológicos.En estesentido,LAJNTZ

K.E., 1992, consigue la determinaciónde As(flI y y) y Sb(IH y y) utilizando

bis(trifiioretil)ditiocarbamatoy cromatograflade fluidos supercríticos.La determinación

de As(V) y Sb(V) necesitanunareducciónconKI-Na2S2O3 obteniendoLD(As) de 7 pg.
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111.2.2.-Técnicas basadas en el diferente comportamiento químico de las

distintas especies, frente a disolventes, intercambiadores o reacti-

vos químicos.

Un apartadoimportantede la especiaciónesel de la posibilidadde diferenciarespe-

ciesmedianteprocedimientosquímicos,basadosen los distintoscomportamientosde las

especiesfrenteaun mismoreactivo.Estehechoque clásicamentese ha empleadocomo

métodode evitar las interferenciasen las determinacionesanalíticas,proporcionaunahe-

rramientaextraordinariamenteútil y sencillaparaabordarel problemade la especiación.

* Extracciónlíquido-líquido:

Tiene aplicaciónen la determinaciónde trazasde arsénicoy presentaalgúnasventa-

jas. Este procedimientopermite separarel analito de la matriz, es decir, de las posibles

interferenciasademásde realizarunapreconcentraciónsimultáneamente.La extracción

L-L implica varias etapastalescomoformaciónde complejos,extracción,separaciónde

fases,evaporacion...,comopasospreviosa sudeterminación,generalmenteporGFAAS.

No obstante,la posibilidadde separarespeciesde arsénicoy preconcentrarlasJrequierela

disponibilidadde un granvolumende muestra,lo queno siemprees posible.En estaII-

neasecomentanbrevementealgunosdelos trabajosencontradosen la bibliografla.

BALLIIN U., 1994, realizaun estudioen muestrasde pescadodondedeterminael

contenidototal de arsénicoy en arsenobetaina.Paraobtenerel contenidototal de arséni-

co, se mineralizala muestraconHNOJHCIO4/H2504a 250
0Cy se determinapor HO-

AAS. Por otra parte,utiliza un métodoindirecto de cuantificaciónde arsenobetainame-

diantela determinaciónde trimetilarsina.Paraello, realizaunaextracciónconunamezcla

de cloroformo/metanol-agua.Una porción del extractometanol-aguase hidroliza por

calentamientoconNaOHpasandoel gasaunacolumna0,8% carbowax20M realizando
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la detecciónpor ionizaciónde llamao absorciónatómica.El contenidoobtenidoparala

arsenobetainasupone—95% del As,~.

Por otra parte,HASEGAWA H., 1994,proponeun métodoparala determinaciónde

especiesde arsénicotrivalente (As(IJI), MMA(Jll), DMA(III)) y pentavalentes(As(V),

MMA(V), DMA(V)) en aguasnaturales,medianteextracciónde las formas trivalentes

con dietilamonio dietilditiocarbamato(DDDC) en tetraclorurode carbono.Los arseni-

calesse retroextraende la faseorgánicacon NaOH 0,1M. SeañadeNaCO y HCI SM

calentandoa 1000C durante20 minutos. Se deja enfriar y se añadeHCI y EDTA (para

eliminar posibles interferencias)procediéndosea la determinaciónmediant~HG-CT-

AAS. La determinaciónde As(Jfl + y) la realizadirectamentepor HO-CT-AAS, previa

adición de HCI y EDTA (As(1Ill + y), MMA(III + Y), DMA(III + y)). Porj último de-

terminaAs..~ medianteoxidacióncon K
25209 en NaOH, calentandoa 70

0C durante2

horas.El As(V) resultantelo determinapor HG-AAS.

La especiacióndel arsénicoinorgánicoen muestrasde sueloscontaminados,puede

realizarsemedianteextraccionesen distintosdisolventes.Paraello, CHAPPELLJ., 1995,

iicialmentemoviliza el arsénicodel suelocon HCI. A partir de aquí,extraeselectiva-

menteel As(llI) concloroformoen formade AsC1
3. Medianteunasegunda¿tracciónen

agua,recuperael arsénicoy lo determinamedianteHG-AAS. Parala determinacióndel

As..~, realizaunaTeducciónconKl y aplica el mismoprocedimiento.El A4V), lo de-

termina por diferencia, siendoademásla especiepredominanteen estasmuestras.El

contenidode As~1 obtenidopor esteprocedimiento,lo confirmamediantefluorescencia

de rayos X.

Diez años antes, AMANKWAHSA., 1985, separay determinaAs(Ill)1y As(y) en

agua de mar mediante extracción en cloroformo del complejo formado con APDC y

posterior HG-AAS. Al igual que el método anterior, determina As~, reduciendopre-

viamenteconKl. y el As(V) por diferencia.
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La separaciónde las distintasespeciespuederealizarsemedianteun separadorde in-

tercambioiónico a presiónatmosférica.Las especiesse fijan en la columnay se eluyen

selectivamente.Estaforma de trabajo,requiereelucionesmúltiples con distintos reacti-

vos, recoleccióny almacenamientode las diferentesfraccionesde eluido parasu poste-

rior determinación.La separaciónpor intercambioiónico, al igual que la extracciónli-

quido-líquido,sonprocedimientoslargosy tediososquepresentanel granmconveniente

de aumentarlos riesgosde contaminacióndebidoala manipulaciónde las muestrasdu-

rantelas distintasetapasqueimplican.

En estamismalinea ZONG-LI L., 1995, proponeun métodopara la detenninación

secuencialde arsenitoy arsenatomediantecromatograflaiónica en aguasde desecho

(industriade semiconductores).El As(flI) lo determinaelectroquímicanienteconsiguien-

do un LD 2,9 ¡sg y recuperacionesdel 97,5-104%.Por otrapartedeterminael As(y)

espectrofotométricamentepor formaciónde un complejocoloreadode asociacióniónica

formadopor el ácido heteropolimolibdoarsénicocon bismutoen presenciad~ Tritón X-

100 (Mo-As-Bi), obteniendorecuperacionesdel 93.5-103%y LD de 13 ¡sg II

* Formación selectivadelas arsinas.

Quizásla propiedadquímicamásútil parala especiaciónde arsénicoporvía química,

es la capacidadqueposeenlas especiesAs(uI), As(y), MMA y DMA paraformar se-

lectivamentelos correspondienteshidrurosmedianteun control adecuadode las condi-

cionesdelmedio, fUndamentalmentedel pH de generación.En estalínea, se hanencon-

trado en la bibliografia distintos trabajossobrela eficacia de la generaciónde las dife-

rentesarsinas,en los que se llegan a resultadosmuy diferentes.No se conocea ciencia

ciertala razónde estasdiferenciasaunquese creequese debena la influenciade pará-

metrosqueno sonreproduciblesde unoslaboratoriosa otros, factorescinéticoso inclu-
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so diseñodel módulo de reacción(ANDERSON R.K., 1986). Sin embargo;reprodu-

ciendodentrode un mismolaboratoriolas condicionesde generación,los resultadosson

perfectamentereproducibleslo que permitepensaren estayacomotécnicaextraordina-

riamenteútil paraabordarel problemade la diferenciacióny determinaciónde distintas

especiesde arsenico.

La Generaciónde Hidruros utilizando NaBI-L como reductor en conjunción con

AAS o ICP-AES se ha empleadoparadeterminarselectivamenteAs(III), As(V), MMA,

y DMA. Bramany colaboradoresllegan ala conclusiónde quela reducciónde los com-

puestosde arsénicoconNaBH4 dependendel pH y estárelacionadocon el pL de los

ácidosde arsénico(BRAMAN R.S, 1977).

Comoya hemosmencionado,cuandoseutiliza HG-AAS para la determinacióndear-

sénicosenecesita,ademásde NaBH4,un medioácido. La naturalezay concentraciónde

estemedioácido esuno de los factoresimportantesquecondicionanlas eficienciasde la

generaciónde las posiblesarsinas.En la Tablam.1 semuestralos estudiosteóricosrea-

lizados, generalmentea concentracionesmuy superioresa las existentesen muestras

reales,conlos sistemasreguladoresy pH másrepresentativos,utilizadoscomomedios

de generaciónde las correspondientesarsinas,junto con las especiesdeterminadas,re-

ductor empleadoy la referenciabibliográfica correspondiente.El pH de trabajo puede

establecersemedianteel uso de ácidospurosde diferentesconcentraciones~ bien, con

disolucionesreguladorasformadasconlas especiesdel mismo.

El ácidoutilizadopreferentementees el ácidoclorhídrico en distintascóncentracio-

nes. La controversiaen cuantoa la concentraciónde esteácido es total, puesmientras

unosautoresgeneranel hidruro de arsénicoinorgánicoconla mismaeficienciaa partir

de losgradosde oxidación (III) y (y) en HCI 2-4M, otros autoresen HCI 6M, obtienen

sistemáticamenteunaeficienciade generaciónun 30% inferior a partir de As(V), neces¡-

tándosela presenciade un reductor,generalmenteKl (As(y)—>As(llI)) o un oxidantetal
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comoel MnO¿(As(Ill)—>As(y)) paraconseguirgenerarel hidruro apartir deun único

gradode oxidación.El MMA y el DMA generantambiénel hidruro en medio.HCI, pero

la eficienciaobservadavaria para la mismaconcentraciónde ácido de un 401100%de-

pendiendodel autor.

Otrosmediosácidosinorgánicosutilizadosson: ácidonítrico con el queseobtienen

análogosresultadosa los obtenidosconHCI, pero no es muy aconsejabledebido a que

su carácteroxidante,puedealterara las especiesproduciendola interconversiónde una

en otraspreviamentea sudeterminacióndiferenciada;ácidosulfúrico, en el que las se-

ñalesde todaslas especiesdecaenbruscamente;ácidoortofosfóricoconel queseobtie-

ne un elevadoruido de fondo.

En cuantoalos mediosácidosorgánicossepuedendestacar:ácido oxílicó en el que

se obtienenmáximasrespuestaspara el As(llI) y el DMA cuandola concentraciónde

ácidoes —1% m/v. Cuandoel porcentajedeácidoaumenta,seproduceunadisminución

de la señalparael DMA, mientrasqueel As(Ill) pasapor un minimo paraaumentarde

nuevosu respuesta.Las señalescorrespondienteal As(y) y al MIMA, son considerable-

mentemásbajas(-75%) respectoa las otrasdos especies,y la respuestadel MIMA es

doblea la correspondienteal As(y)paraestaconcentracióndel ácido.

Si setrabajaconácidocítrico, en un intervalo de 0-5%, se obtienencomportamien-

tos de las especies,similaresalos observadosconácidooxálico.

El ácido tartáricotambiénse ha utilizado comoposiblemedio de generaciónde las

diferentesarsinas.Conesteácidose obtienencomportamientosanálogosa los obtenidos

en los otrosácidosparael As(III), DMA y MMA peroel comportamientodel As(V) di-

fiere bastanteya queaumentala respuestaobtenidaa partir deesteestadode oxidación,

al aumentarla concentraciónde ácido. Estehechosugierequeposiblementeseproduzca

unaconversiónparcialdel As(y)a As(flI) en estemedio,o simplementeque la eficiencia
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de generaciónde la arsina a partir de As(y), mejoraal aumentarla concentracióndel

ácido.

Otroácidoorgánicoensayadocomomediode generaciónesel ácidoacético,en un

intervalode concentracióncomprendidoentre0-1 MI. En estemedio el As(llI) y el DMA

producenelevadasrespuestas,el MMA respondeun 70%menosqueel As(Jill) y el As (

y) no produceseñalanalítica(<10%) (ANDERSONR.K., 1986).

Finalmenteen el ácido ¡nercaptoacético(0-1,5 MI) todaslas especiespresentanun

comportamientosimilar aumentandola señalanalíticacuandoaumentala concentración

del ácido hasta0,1 MI y posteriormentedecaenbruscamentehastaanularsecompleta-

mentelas respuestas(ANDERSONR.K., 1986).

El empleode disolucionesreguladorascomomedio de generaciónha sido también

ampliamenteutilizado. Las primerasinvestigacionesfberon encaniinadashacia la bús-

quedade un amortiguadorquímicamenteinerte,quefieracapazde realizarla reducción

selectivadel As(llil) conun mínimode interfbrenciasdebidasal As(y), MIvIA y en parti-

cularal DMA ya queesteúltimo presentacomportamientosmássimilaresal~ As(III), en

los mediosanteriormentecitados.Entrelos sistemasamortiguadoresasí comolos pH de

trabajo, seleccionadoscomomediosdegeneracióndela arsina,en presenciade otrases-

peciesdel mismo elemento,sedestacanlos recogidosen la Tabla[11.1

Como puedededucirse,el estudiode los mediosde generaciónde las distintasarsi-

nas,esun campotodavíaabierto y con un gran interéspara llevar a cabola determina-

ción de las diferentesformas químicasdel arsénico(ANDERSONR.K., 1986; RUEDE

T.R, 1994).
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TablaHL1.- Sistemasreguladoresy pH utilizadoscomomediosde generación de la correspondientes

arsinas.

Medio ácido Especies Reductor Referencia

HCI SM MIII) + As(V) NaBIL 5%
cítrico/citrato(pH5,5) enNaOH 0,IM AGGETI?’J., 1976
acético/acetato As(III)

+ HCI 0,25M MIII) NaBH4 5% NAKASHIMA 8.,
HCI 2M+ KL As(III) + MV) enNaOH0,IM 1978

HCI (pHO)
oxálico(pH=1) As(II1) + As(V) NaBH4 5% SHAIKH XU.,
acético/acetato(pH=5) enNaOH0,1M 1978
cítrico/citrato As(IIJ)

H3P04/H2PO¡(pH=1-3) MIII) + MV) NaBH4 1% HOWAPDA.G:,
acético/acetato(pH=4) As(III) enNaOH0,1M 1980

HCI6M As(1ll)+As(V) NaBH41% HINNERST.k,
acético/acetato(pH4,8) As(flI) 1980

HO 1M MIII) + MV) NaBH4 2% HOWARD A.G:,
acético/acetato(pH=5,0) As(III) 1981

HCI 2M + Kl 40%<p/v) .As(III) + MV) NaBH4 3% YAMAMOTO
cítrico 40

0/o(p1v)(pH=5) AsQII) enNaOH0,1M 1981

HCI5M+KIO,1%(p/v) As(1T1)+As(V)
cítrico/citrato(pH=6) >4111) NaBH

42% ANDERSONR.K.
Acético (0,16M) As(llIj) + DMA 1986
Mucaptoacético(0,IM) As(llI>+ As(IV)+

MIdA + DMA

HCI 4M MIII) NaBH4(37niM)
HCI <0,16M+KMnO4) MMA + DMA NaOH(5 mM)
Tartárico+ KMnO4 As.~
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La adición de agentesoxidantesyreductoresal medio de generaciónha sido am-

pliamenteutilizada cuando,en la muestra,puedenestarpresentesdiferentesespecies

químicasde arsénico,fundamentalmenteAs(III) y As(V). En estesentidohan sidova-

rios los sistemasredoxempleados,conunagranvariedadde procedimientosanalíticos.

Algunos de estossistemasredoxrequierencalentamientoy largostiemposdé reacción.

Losoxidantesy reductoresmásutilizadoshansidoyoduropotásico(YAMAMOTO M.,

1981), tionrea (KAIPING D., 1992), pennanganatopotásico (ANDERSON

R.K.,1986),L-cisteina(LE X.C., 1993),obteniéndoseresultadosmuy diversos,según

seanlas condicionesde trabajo.En estecampo,sepuedeconcluir quetampocoexisteun

medio en el que seproduzcaselectivamentela reducciónde una de las especies,por lo

queesnecesariorecurrirafactorescinéticosy decomplejación.

Las investigacionesbásicasrealizadassobrela eficienciade la generaciónde lasdife-

rentesarsinas,esaprovechadaen muchoscasospararesolverel problemade diferenciar

las distintasespeciesde arsénicopresentesen muestrasde interésbiológico y medioam-

bientalpor su posiblerepercusiónen el hombre.

Así HOWARD A.G., 1980 determinaespeciesinorgánicasde arsénico,en muestras

medioambientales,medianteel control del pH para la generaciónde la arsina.Paraello

utilizan distintasdisolucionesamortiguadoras.El método empleadose basaen la reac-

ción del hidruro formado,condietilditiocarbamatode plata(Ag-DDTC) y posteriorde-

tecciónespectrofotométrica.Un aflo mástardeestemismoautoramplíael n~étodopara

la determinaciónde cuatroespeciesdearsénico:As(llI), As(V), MIMA y DMA mediante

HG-ALAS. Parallevar a caboestadiferenciación,combinala posibilidadde atrapamiento

de las distintasarsinasformadasy la variacióndel medio ácidoparala generációnde los

hidruros. Con HCI 1M es posibledetenninarAs(Ill)+As(V), MMIA y DMA, mientras

que si el medioesacético/acetatoapH5 sólo sedeterminael As(ILI). Estemétodofije

aplicado a muestrasde aguade río dondees posibledeterminarlas cuatroespecies,y

muestrasde moluscosdondedeterminanAs(m)+As(y),MIMA y DMA.
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YAMAMOTO M., 1981,aplicasusestudiosbásicosparala determinacióndiferencial

de As(Ill), As(y), Sb(III) y Sb(y) medianteHG-AAS utilizando una llamade hidróge-

no/nitrógeno.Estetrabajoincluye un estudiode distintosamortiguadoresy distintosme-

diosácidos,orgánicoseinorgánicos,(citrico,tartárico,málico, acéticoy clorhídrico)para

la generacióndelas distintasespeciesen muestrasde aguade mar. Los mejoresresulta-

dos losobtienecuandodeterminael As(Ill) en mediocítrico/citratode pH=5 y el As to-

tal generandoel hidruro en HCI 2M conreducciónpreviaAs(y) —> As(Ill) c¿nKl 40%

(p/v).

ANDERSONR.K., 1986, realizaestudiossobrereducciónselectivade las especies

de arsénicomediantegeneraciónde hidrurosen continuo,aplicandoel método a aguas

naturales.En una primeraparte, un estudiodel medio ácido de generaciónl~ lleva a la

conclusiónde queno existeningúnmedioqueproduzcala reducciónselectiva~de algunas

delas especies,pero sepuederecurrira factorescinéticosy de complejaciónparaconse-

guir la especiación,resaltandola necesidadde validar los resultadosmedianteejercicios

de intercomparaciónentrelos laboratorioso medianteel empleode materialesde refe-

rencia.

Los medios seleccionadosparaevaluar estasespeciesen aguasde río son los si-

guientes:

- HCI SM conKl (0,1%p/v): determinael As inorgánicototal.

- cítrico/citrato (pH=6) + tiourea,paraprevenirla interferenciadel Cu: determinaAs(IIJ)

- acido acético(0,16 MI): determinaAs(IIl)+DMA o sólo DMA despuésde lá oxidación

del As(flI) conKMnO4+tiourea+Na-EDTAparaprevenirinterferencias.

- ácido mercaptoacético(0,11v!): con el que consigue determinarlas cuatro especies

conjuntamente,esdecir, As..~=As(Ill)+As(y)+MMA+DMA.
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Más recientemente,RUEDE T.R., en 1994, abordael problemade la especiación

medianteFI-HG-AAS, utilizando distintosmediosparala generaciónde las distintasar-

sinas.En estemétodoseinyecta0,5 mIdemuestraen un flujo deMCI (10 ml/mm) que se

combinacon KBH4 (37 mM y 5 mM en NaOH). Estamezclapasaa travésde un tubo

reactory posteriormenteaun separadorgaslíquido. La arsinasemide por AAS a 193,7

nni., obteniendolimitesdedetecciónentre0,2-0,5¡sg ¡~. Los mediosselecci¿nadospor

esteautor sonlos siguientes:

- MCI 4M: sólo reaccionael As(m)

- MCI 0,1651v!, 1 mg/1 KMnO4: As(III) —>As(y) y se determinaconjuntamentecon el

MALA y el DMA.

- HCI 0,025M1, 1 mgKMnO4: MMÁ+DMA.

- ácidotartárico0,85 mM, 1 mg KMnO4: determinalascuatroespecies.

La L-Cisteína ha sido utilizadatanto para la determinaciónde arsénicototal, como

parala determinaciónde distintas especiesde arsénico.Con esteúltimo fin, sehan en-

contradodistintostrabajosen la bibliograflaque serecogena continuación. 1

FENOY-L., 1994.Proponeun métodoparala determinaciónsimultáneade As(III) y

As(y) en aguamedianteHG-ICP-AES.Paraello, reduceel As(y) conL-cisteínay de-

terminaambosestadosde oxidaciónbasándoseen el tiempode reduccióndel~As (y).

LE X-C, 1993, estudiael impacto del consumode arsénicoen la dietaLmediantela

determinaciónde As(llI); As(y), MMA, DMA y AB en muestrasde orina. La determi-

nación la realizamedianteFIA-HG-AAS condescomposiciónen microondasparala de-

terminaciónde Ast0~.¡ y sin descomposiciónprevia,para la determinaciónde las especies

queformanhidruros.Por diferenciadeterminala arsenobetaina.Utiliza L-cisteínacomo

reductordel As(y) a As(III).
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Posteriormente,este mismo autor, realiza un estudio teórico del efecto de la L-

cisteina(2% p/v) en la generaciónde las arsinasen medioHCI de distintasconcentracio-

nes,sobrecuatroespeciestóxicasde arsénico:As(Ifl), As(y), MJvIA, y DMA en el que

concluyeque, cuandola concentraciónde HCI estácomprendidaentre0,3-0,7 M y en

presenciade L-cisteína,seobtienenrespuestasmáximase idénticasparalas cuatroespe-

cies(resultadoanálogoal obtenidopor AndersonR.K.,1986, con el ácidomercaptoacé-

tico). Sin embargo,cuandoutiliza HCI 2M como medio de generación,seobtienenres-

puestasparael DMA y parael MMA mientrasque las especiesinorgánicasde arsénico

no responden.Estetrabajoincluye estudiosde recuperaciónde estasespecies,añadidasa

unamatrizde orina(LE X-C, 1994).

HWALNG C-J., 1994, proponeun métodopara la determinaciónde As(III), As(V),

MMA y DMA en muestrasde aguaen el queutiliza L-cisteínacomo prerreductor,y

combinala LC-ICP-MS.

Finalmenteunode los trabajosmásrecientes,sobreespeciaciónsin acoplamientosde

técnicas,es el realizadopor CHATTERJEEA., 1995, que determinaAs(IIJ), As(y),

MIMA y DMA. Paraello utiliza cuatrométodos:a) ExtracciónconNa-DDTC en cloro-

formo-FI-HCI-AAS (parasepararel arsenitoy el arsenato.b) Absorciónde la arsinaen

Ag-DDTC en cloroformo con hexametilentetraamina con detección espectrofotométrica.

c) Intercambio iónico-FI-HCI-AAS (determinalas cuatro especies).d) Mineralización

con HNOJH2SOdHCIO4con posterior determinación con FI-HG-AAS (determina el

As~).
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V.1.- APARATOS, MATERIALES REACTIVOS Y DISOLUCIONES.

Aparatos y materiales:

- Espectrofotámetrode AbsorciónAtómicadedoblehaz,Perkin-Elmermod.2380.

- Lámpara de Arsénico de descarga sin electrodos(EDL) conunapotenciade trabajo de

8WPerkin-Elmer.

- Fuentede energíaexternaPerkin-Elmer,para la utilizaciónde lámparasEDL, acoplada

al espectrofotómetro.

- RegistradorPerkin-ElmerRecordermod. 56.

- EspectrómetroUy-VIS mod. HP 8452ADiode-Array.

- Generadorde hidrurosdisefladoy construidoen el Departamento.

- BombaperistálticadecuatrocanalesGilson mod.HP4.Tubosde Tygonde 0,6 cc nf’.

- Tubo de teflónde0.5 mm d.i.

- Separadorgas-liquidoPhilips.

- Célulade atomizacióndecuarzo,calentadaporunallamaaire/acetileno(20/40ml/mm).

- PlacacalefactoraKowel mod. F-1.

- BalanzaanalíticaSartoriusconsensibilidadde 0.1 mg.

- pHmetrodeprecisiónCrison2001 H.

- Materialvolumétricodecalidadcontrastada.

- Sistemade purificacióndeaguaMilli-Q de Millipore.

- Trituradoradeaspasde titanio Robot-Coupemod.R-86.
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- Liofihizador (Facultadde Veterinariadela U.C.M.)

- AcetilenoextrapuroC-26 y ArgánC-50 (Carburosmetálicos).

Reactivos:

Todoslos reactivosutilizados han sido de gradode análisis o de alta

aguadesionizadaseha obtenidoporun sistemaMilli-Q.

purezay el

- Ácidosy bases: ácidonítrico (I{N03, CarloErba),ácidoclorhídrico (HCI, CarloErba),

ácido cítrico (C8H407H20, Merck), ácido láctico (CsItO3, Sigma),hidróxido sádico

(NaOH, Merck).

- Sales: Yoduro potásico (Kl. Carla Erba), nitrato de magnesio(Mg(N03» 6H20,

Merck).

- Las disolucionesde cationesy anionesutilizadasen los estudiosde interferencias,se

prepararona partir de sales,metalesu óxidos de calidadparaanálisisde diversaspro-

cedencias.

Disoluciones:

- Disolución patrónde As(Jll) de 1000 ¡xg/ml: se disuelven0,3300 g de trióxido dear-

sénico(As2O3, Merck) en 10 ml de hidróxidosádico(NaOH) 1M. Se enrasaa 250 ml

canHCI 2M.
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- Disolución patrónde A.s(V) de 1000gglml: Sedisuelven0,4436 g depentóxidodear-

sénico dihidratado (As2O, 2H20, Carlo Erba)) en 10 ml de NaOH1My se lleva a 250

ml conHCI 2M.

- DisolucionesdetrabajodeAs(Ill) y de As (y) enel intervalo 10-140ng nff’: seprepa-

randiariamentepor dilución convenienteen aguadesionizadade unadisoluciónde 10

jsg nff’ obtenidaapartirde las disolucionespatrón.

- Disoluciónde borohidrurosódico(NaBH4, Aldrich) al 3% (p/v): seprepara¡ añadiendo

15,0g deNaBH4 en unadisoluciónformadapor 5,0 g de NaOHen 250 ml de aguau]-

trapura.

- Disolución reguladorade ácidocítrico/citrato de distintospH: sepreparanañadiendoa

unadisoluciónde ácidocítrico al 40%(p/v) la cantidadadecuadadeNaOH al 10%pa-

ra obtenerlas disolucionesconlos pH de trabajo.

- Disolución reguladorade ácido acético/acetato:se preparaunadisolución de ácido

acéticoal 50%(p/v) y seajustael pH conNaOHal 10%(p/v).

- Disolución reguladorade ácido tartárico/tartrato:sepreparaunadisolución de ácido

tartárico al 30%(p/v) ajustandoel pH conNaOH 10%(p/v).

- Disolución de dietilditiocarbamatode plata (Ag-DDTC): se disuelven0,5 g de Ag-

DDTC en 100 ml de piridina previamenteenfriada.Estadisoluciónpuedeconservarse

durantedossemanasabajatemperaturay enla oscuridad.

- Mezcla estabilizanteMg(N03)z/MgO: se disuelven80,0 g de nitrato de magnesioen

200 ml de agua ultrapura y se añaden 8,0 g de MgO, obtenido por calcinación a 500
0C

de Mg(N0
3»durante15 horas.
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V.1.1.- Estudio comparativo de distintas disoluciones patrón

Con objeto de utilizar las disoluciones patrón de As(llI) y A.s(V) que ofrezcan las

mejoresprestacionesen cuantoa similitud con las muestras,estabilidaden función del

tiempoy blancosmásbajos,seha realizadoun estudiocomparativode las posiblesdiso-

lucionesquesonempleadaspordistintosautorescomodisoluciónpatrón.

A1: Disoluciónpatrónde As (III) de 1000 jxg nff’: Sedisuelven0,3300g de trióxido de

arsénico(AszO3) en hidróxido sódico (NaOH) ÍM. Se neutralizacon ácido clorhi-

drico (HCI) hastaviraje de la fenofialeina,añadiendoa continuación0,5 g de yoduro

potásico(KJ) comoestabilizante.Se enrasaconHCI 0,6M hastaun volumende 250

ml.

A2: Disolución patrónde AS(II1) de 1000 ~igmV’: sepesan0.3300gde As2O3 sedisuel-

ven en 10 mIde NaOH1My se enrasa 8250 ml con HCI 2M.

B¡: Disolución patrón de As(V) de 1000 ¡i.g mr’ a partir de la sal: Se disuelven 1,0400 g

de monohidrogenoarseniatode sodio heptahidratado(Na2HAsO47H20) en aguade-

sionizaday seenrasa8250ni].

B2: Disoluciónpatrónde As(V) de 1000 ~.tgmF’ a partir del óxido: Sedisuelven0,4436

g deAs2O5 2H20en aguaultrapuray seenrasaa250 ml

B3: Disoluciónpatrónde As(V) de 1000gg ml’ a partir del óxido: Sepesan0.4436g de

As2Os 2H20, se disuelven con 10 ml de NaOHíM y se enrasa con HCI 2Ma 250 ml.

Una vez preparadasestasdisolucionessepreparan,por dilución conveniente, diso-

lucionesintermediasde 10 p.g mV
1 dela siguientemanera:
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DisolucionesdeAs(III) de10 pg mt’:

1.- Pordilución convenienteen HCI 2M de lasdisolucionesde As(Ill) A1 y A2.

2.- Por reducciónde unadisoluciónde As(V) de 10 ¡.tg /ml preparadaa partir dedisolu-

ciónB3 añadiendo0.5 ml de Kl al 30%(p/v) y enrasandoconHCI 2M.

Disoluciones deAs(V) de10 ugmr:

1.- Pordilución enHCI 2M delas disolucionesdeAs(V): B1, B2 y B3.

2.- Por oxidaciónconKMnO4 deuna disoluciónde As(Ill) preparadacomo

enel apartado(A2).

sedescribe

Con objeto de realizarun control de la calidadde las distintasdisolucion~semplea-

das, serealizó el análisisde la varianza(ANOVA) empleandoel procedimientogeneral

basadoen el modelo lineal (ANDERSON L.R., 1987). Los factoresF experimentales

obtenidosfueronsiempremasbajosque los factoresteóricosen las disolucionesde 10

~gnff’ y suestabilidadsemantuvodurante1 mes,tiempomáximo ensayado.Sin embar-

go, el estudiocomparativode las distintasdisolucionesmostróque las disolucionesde

As(III) quecontienenKl como estabilizante,producenblancosmásaltos.

Si secomparanlas distintasdisolucionesde As(V), preparadaspor los distintospro-

cedinijentos,seobservaqueno existendiferenciassignificativasentretodasellas.

Ahora bien, para estudiosposterioresse han seleccionadolas disolucionespatrón

preparadasa partir de los respectivosóxidosy enrasandocon HCI 2M. De estamanera,
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se tienenlas dos especiesde arsénicoinorgánicoen las mIsmascondicionesevitandopo-

siblesvariacionesdebidasa supreparación.
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V.2.- TIPOS DE MUESTRAS ANAUZADAS Y LIOFILIZACIÓN DE LAS

MISMAS.

En el análisisde alimentosy dietas,las muestrasfueronliofilizadas segúnel siguiente

procedimiento:setritura lamuestraconun Robot-Coupemod.R-86conaspasde titanio

paraprevenirposiblescontaminaciones.La trituraciónse lleva a caboaumentandopau-

latinamentela velocidad,desde1500rpm hasta3000 rpm.

Paracomprobarla homogeneidadde las muestras,setoman cinco porcionesde la

mismay secontrolala pérdidade humedad,obteniendoentodasellasvaloresanálogos.

Unaveztrituradasy homogeneizadaslas muestras,seextiendenenbandejasen capas

de 1 cm. de espesory se liofilizan. La liofilización esun procesoque favorecela conser-

vaciónde las muestrasal mismotiempo que facilita la mineralizacióny puestaen disolu-

ción de las mismas.

Cuandoha concluido la liofilización, la muestrasecasevuelvea triturar ~$arahomo-

geneizaríadenuevo,seintroducenen botesde polietilenoy seguardana -200C.
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V.3.- PROCEDIMIENTOS PROPUESTOS PARA LA DETERMINACIÓN DE

ARSÉNICO TOTAL EN MUESTRAS BIOLÓGICAS.

La mayoríade los métodosde análisisparala determinaciónde los distintoscompo-

nentesinorgánicos,requierenunapreparaciónpreviade la muestra.Con estefin, sehan

descritoen la bibliografladiferentesmétodos,todosellosbasadosen la destrucciónde la

materiaorgánica.

V.3.1.- Procedimientos empleados en el tratamiento de la muestra.

La etapade mineralizaciónesporreglageneralunaetapalargay tediosa,en la quese

puedencometermuchoserrores,por lo que es muy importanteseleccionarel procedi-

mientomásadecuadoa cadatipo demuestray paracadaelemento.

Lasmuestrasde interésen estetrabajosonlas muestrasbiológicasy alimentospor lo

quedebenser sometidasa un procesode mineralizacióny destrucciónde la materiaor-

gánicaantesdeprocedera suanálisis.En la mineralizaciónde estasmuestraslos consti-

tuyentesorgánicose inorgánicosse alteranpor acciónde los distintos reactivosutiliza-

dos, por lo que el controlde estasvariacionesy transformacioneses pdmordi~l parase-

leccionarel métodode mineralizaciónmásadecuado.

Enel casode la determinaciónde arsénico,el problemaseagravadebidoa lavolatili-

daddel elementoy de algunasde sus sales,fundamentalmentelos halurosdeAs(Ill); sin

embargo,unamineralizaciónácida suavea temperaturamoderada,no producela des-

truccióntotal de la materiaorgánica,presentandograndesinterferenciasde matriz en la

generacióndela arsma.
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Existen muchosmétodosde mineralizaciónpropuestospor distintosautores,pero

todosellospresentanventajase inconvenientespor lo que no existeun métodoquepue-

da ser propuestocomoel óptimo. Se ha realizadopor tanto,un estudiocomparativode

las distintasmineralizaciones.

Paralas matricesbiológicasy alimentos,básicamenteexistendos tipos de minerali-

zaciones:mineralizacionesporviahúmeday mineralizacionesporvía seca.

- Mineralizacionespor víahúmedaqueimplica la adiciónde mezclasde ácidos,coin-

cidiendola mayoríade los autoresen la utilizaciónde ácido perclóricocomoparteinte-

grantede las mismasdebidoa sugraneficaciaen muestrascon alto contenidoen grasas

(KS. SIJERAMANIAN, 1982).

En el presentetrabajosehanutilizadoy comparadodistintostratamientos:

Mineralización~or víahúmedavor calentamientoenplacacalefactora: sepesan0,5 g

de muestray seintroduceenvasosde precipitadosde 50 ml con LO ml de unamezclade

ácidos HNO3:H2504:HCIO4(3:1:1). A continuaciónse calientanlentamentelos vasos

en unaplacacalefactorahastaalcanzarlos 200-250W,reponiendola mezclade ácidosa

medidaquese evapora,hastaquesecompletela mineralización.Se dejaenfriarla diso-

lucióny sediluye convenientementeconaguaultrapura.

Mineralizaciónnor vía húmedaen bloquede aluminio sobre una víacacalefactora

:

estetipo de mineralizaciónesunavariantede la mineralizaciónanterior.En estecasose

pesanentre0,25y 0,5 g demuestray sele añaden5 ml de la mezclade ácidos.El trata-

miento selleva a caboen tubosde ensayoquese introducenen los orificios del bloque

de aluminio.
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La mineralizaciónse producerápidamentey de forma uniforme, disminuyendoel

riesgode proyeccionesy aumentandola eficienciadel proceso.Porotraparte,la minera-

lización tienelugar aunatemperaturamasbaja queen placacalefactora.El volumende

ácidosnecesarioesbastantemenorcomparándolocon otrosprocedimientospor vía hú-

meda,lo quesuponeunagranventajaya quehaymenorriesgode contaminaciónde las

muestrasy unadisminucióndela señalde los blancos.

Mineralizaciónenreactoresa presión: Seintroducen0,25-0,5g demuestraen los vasos

de tefión de los reactores(PTFE)y seañade2 ml de HNO3 y unos 15 mg de V205. Se

enfríandurante30 minutosa -20
0Cparaasegurarque secierraherméticamente.A conti-

nuaciónse introducenen unaestufaa 800C durante4 horas.Finalizadoel proceso,se

deja enfriar el reactora temperaturaambientey se diluyen las muestrasconveniente-

menteconaguaultrapura.

En estetipo de mineralizaciónseconsigueunacompletadigestiónademásdeminimi-

zar los riesgosde pérdidaspor volatilización y de contaminaciónde las muestras.Esta

mineralizaciónno requiereunaatenciónconstantedel operador.Sin embargo~esteme-

todo no es muy recomendadocuandolas muestrastienenaltos contenidosde materia

grasa(H. BERNARD, 1982).

- Mineralizaciónporvíaseca.La mineralizaciónporvía secatambiénes muy empleada

en el casode la determinaciónde arsénico.En general,la muestrasesometea unatem-

peraturade 500-6000C.El procedimientoempleadopor nosotroses el que acontinua-

ción seindica.

Reduccióna cenizasconMgt’N00
2-Mí’O: sepesaentre 1 y 2 g de muestraque se in-

troducenen un crisol de porcelanade 150 ml de capacidad.Se le añaden10 ml de la

mezclaestabilizante,setapael crisol paraevitar pérdidasporproyeccionesde la mues-

- 90-



Parte experimental. Procedimientos

tra, y seintroduceenunaestufaa 1100C durante1 hora. A continuación,sepasael crisol

a una mufla precalentadaa 250W manteniéndolodurante ¡ horay progresivamentese

subela temperaturahastaalcanzar500<’C manteniéndolodurante15 horas.Transcurrido

estetiempo sesacael crisol de la mufla y sedejaenfriar.

Sehumedeceel sólidoobtenidoy selavacuidadosamentela tapadel crisol conagua

ultrapuraprimeroy conHCI 6N después,incorporandolas aguasde lavadoal crisol. Se

añadeHCI 614 hastadisolucióndel residuo. Se trasvasacuantitativamentea un matraz

enrasandoconácido.

Unavez preparadaslas muestras,seprocedea sudeterminaciónpor espectrometria

de absorciónatómicay generaciónde hidruros,aplicandoen todosellos el método de

adicionesestándar.

V.3.2.- Procedimiento experimental para la determinación de arsénico por

generación de hidruros en modo discontinuo-Absorción Atómica.

Generadordehidruros El generadorde hidrurosutilizadoenestapartedel trabajo,

ha sido diseñadoy construidoen nuestrolaboratorio.Estegeneradores semejantea los

generadorescomerciales(MHS-1O de PerkinElnier) pero tiene la gran ventajade que

permitevariar los flujos de purgay agitación,pudiéndosecrearlas condicionesde flujos

óptimas parala generacióndelos diferenteshidrurosde las distintasespecies,condicio-

nesvariablescomoconsecuenciade las distintascinéticasdeformacion.

El esquemaestegeneradorserepresentaenlaFiguraV. 1.
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Figura VJ Generadordehidrurosconcontrolde flujos

Laspartesprincipalesde estegeneradorson:

1.- Entradageneraldel gasinerte.

2.- Llave depasode presurizacióndel depósitodeborohidrurosódico.

3.- Depósitode borohidrurosádico(500mI).

4.- Tubo conductordel borohidrurosódico desdeel depósitoal vaso

cm).

5.- Válvula reguladorade presión:controldel gasde purga.

6.- Medidorde flujo del gasdepurga(25 cm, 0~0,4 cm).

7.- Válvula reguladorade presión:controldel gas de agitación.

8.- Medidordel flujo del gasde agitación (25 cm, 0~O,4cm).

de reacción(20

célula de
atomización
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9.- Reactor(250mI).

10.- Conoconductordelgasde agitacióny canalizadordeltubo conductordel reactivo.

11.- Conductode salida de la mezclagas portador-hidrurohacia la célula de atomiza-

cion.

Modo deoperar: En un vaso de reacciónquecontieneentre5,0-9,0 ml de HCI 614 se

añadenalícuotasde 5,0-1,0ml de la disoluciónde la muestra,volumenfinal 10 ml. Una

vez fijados los flujos de purgay agitación,secolocael reactoren susoportecreandose

unaatmósferade argón. Se abre la válvula multipasode forma que el gas inerte fluya

parcialmenteal depósitodel reductor.Esteflujo de gascreaunapresiónen dicho depó-

sito empujandola disoluciónde borohidrurosódico(3%p/v) al vasode reaccióncon una

velocidadconstante(Fig. V-1). La válvula permaneceabiertay por tanto la caídade l,o-

rohidruro,hastaquela seifal empiezaadecaer.

La forma especialen V del fondo del vasode reaccióny el tubo capilarquepermite

la introduccióndel agentereductoren el senode la muestra,producenla reacciónuni-

formementesinnecesidaddeagitaciónexterior(JACKWERTH E., 1979).

A continuación,la arsinageneradaesarrastradapor el argónjunto conel hidrógeno

formadoqueactúacomogasportadoradicional,y ambossontransportadosa la célula

deatomización.

Existeun tercerflujo de gasa travésdel cono canalizadordel tubo capilar,queper-

mite unamezclatotal dela muestray de los reactivos,esdeciresel gasde agitación.
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V.3.3.- Procedimiento experimental para la determinación de arsénico por

Generación de Hidruros en Flujo Continuo-Absorción Atómica.

Modode operar: Parala determinaciónde arsénicomedianteun sistemaen continuo,se

bombeanla muestra,el ácidoclorhídrico 6M y el borohidrurosádicoal 3% con la ayuda

de una bombaperistáltica.Mediante un sistemade conexionesen forma de T, se van

mezclandolas distintasdisolucionestal y comosemuestraen laFigura V2. En la prime-

ra conexiónconfluyenla disoluciónde la muestray el medio ácido. La disoluciónresul-

tanteseuneal flujo de NaBH4 medianteotraconexiónen T. A la salidade estasegunda

conexiónhayun reactorde 50 cm de longitud y 0,5 mm de diámetrointerno, dondese

forma el hidruro. El terminal del reactorestá conectadoa un separadorde fasesgas-

líquido en el que la arsinaes conducida,conayudadeun gasde arrastre(Ar), hastauna

célulade cuarzocalentadaconunallamaaire-acetileno.

Figura V.2.- Sistemaencontinuoparala determinacióndearsénico.

Con la utilización de estesistemapara la determinacióndel elemento,se reduceel

consumode reactivosy seconsigueunamínimamanipulaciónde la muestrácon la con-

siguientedisminuciónde riesgosdecontaminación.

muestra

Icido

N a BH4

bomba peristiltica

célula

Ar

desecho
reactor

saparadarde fases ¡
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V.3.4.- Procedimiento experimental para la determinación de amónico por

Generación de Hidruros en FI-Absorción Atómica.

Modo de operar: Mediante una bombaperistálticase bombeala disolución de ácido

(HCI 6M) y el borohidrurosódico(NaBH
4 3%), comoagentereductory formadordel

hidruro. En estecasoy a diferenciadel métodoen continuo,se inyectala muestra(25-

300~d)medianteunaválvula en el flujo del ácido. Conla ayudade unaconexiónen for-

made T, la muestrajunto conel ácidoseunecon el borohidruro,y apartir de aquí,si-

gue el mismo recorridoque el métodoen continuotal y como semuestraen la Figura

V.3.

El uso de la inyecciónen flujo (FI) ademásde presentarlas ventajasdel métodoen

continuo, talescomola reducciónconsiderabledel volumende los reactivos,menorma-

nipulaciónde la muestraetc...mcorporala ventajaadicionalde disminuirel volumende

muestraconsumido,lo queva a permitir la determinacióndel elementocuandoel volu-

mende muestraseamínimo.

Figura V.3.-Esquemade un sistemaRA parala determinacióndearsénico
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V.4.- OPTIMIZACIÓN DE LAS VARIABLES DE LOS MÉTODOS

PROPUESTOS.

VAl.- Mineralización de la muestra.

La optimizacióndelas variablesparalos cuatrotratamientosdemuestrasque sepro-

ponenen la presentememoriaserealizó considerandolos parámetrossiguientes:

10) Tamañode la muestra:el tamañode la muestradebeserel adecuadoparaqueen la

dilución posterioral volumennecesarioparala determinacióncuantitativa,el contenido

en As seencuentredentrodel intervalo óptimo de calibración. Sólo las muestrascon

contenidorelativamenteelevadoen As pudieronmineralizarseen bloquede aluminio y

en los reactoresa presión, ya que éstos limitan extraordinariamentela cantidad de

muestra,debido a la gran limitación que imponenen el volumende ácido de ¡ninerali-

zacion.

2~) Volúmenesde las mezclasácidas:los volúmenesapropiadosde las mezclasde ácidos

son funcióndel tamañoy naturalezade las muestras.En las muestrasconaltosconte-

nidos en grasas(dietas,huevos,etc.) sólo la mineralización con mezclasde ácidos

fUertes y la mineralizaciónpor vía seca,fue suficientementeenérgicacomo parades-

truir todo vestigio de materiaorgánica,dejandola disolucióntotalmentetransparente.

Aunquealgunosautorespostulanqueno es necesariala mineralizacióncompletade la

muestraparala determinacióndeelementostraza,en el casodel elementoAs, y parasu

determinaciónpor hidruros,seobservaun graveefectomatriz en funciónde la materia

orgánicapresenteen la muestra.A medidaquela mineralizaciónsehacemasexhausti-

va, la pendientedel calibradoaumentay por tanto susensibilidad.Por otra parte,una

mineralizaciónincompletaconducea la formaciónde espumasen la etapa¡ de la reduc-

ción al hidruro.
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30) Temperaturade mineralización:la temperaturade mineralizaciónha resultadoser un

parámetrocrítico para los métodosde mineralizaciónpor vía húmedaen placacale-

factora.La mineralizacióndeberealizarsedeformagradual,manteniendola temperatu-

ra por debajode 1 500C hastaquegran partede la materiaorgánicaha sidodestruida.

Sólo después,puedeelevarsehastalos 200-250Wparafinalizarla. En el caso de un

calentamientorápido, seproduceunavolatilización de los ácidos masvolátiles de la

mezcla,111403y HCIO
4,y la carbonizacióninstantáneadela muestraporel ácidosulfú-

rico, fundamentalmentecuandoestasmuestrasposeenaltoscontenidosen hidratosde

carbono;aunqueen el casodel arsénicola pérdidapor volatilidad no estan críticaco-

mo en el casodel selenio(se pierdeinmediatamenteen cuantose forman partículas

carbonosas),no debealcanzarseel estadodecarbonización.

La mineralizaciónen los reactoresa presiónpresentaunagravelimitación de la tem-

peraturaa 80W. Por encimade dichatemperatura,aúnempleandopequeñascantidades

de muestra,se producela aperturade las válvulas de seguridad,con la consiguiente

pérdidade arsénico.Esto conduceaque, salvoen muestrasconbajocontenidoen gra-

sas,la mineralizaciónesincompleta.Por el contrario,no seha observadoen ningúnca-

somterferenciasproducidaspor el catalizadorV20,.

La mineralizaciónpor vía seca,en su conjuntopresentólas máximaspreátacionesya

queseconsiguela destruccióntotal de la materiaorgánicasin pérdidasde As. Además,

puedenmineralizarsehasta2 g de muestra,cantidadimposible de mineralizarcon los

otrosmétodos.Sóloen el casode concentracionesmuy bajasde arsénico,sehaobser-

vadoefectomatriz producidopor la elevadaconcentracióndeMg. La precauciónnece-

sariaen estamineralizaciónesla deefectuarun calentamientoprogresivode la muestra

y de la mezclaestabilizantea fin de evitar proyeccionesque conducena la pérdidade

analito.La precauciónes necesariahastala sequedadtotal de la muestra.Otraprecau-

ción adicionalesla deconseguirdurantetodoel procesola mayorhomogeneizaciónde
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la muestradentrode la matriz del estabiizante.Conseguidoesto, la muestrapuedeca-

lentarsedurantelargotiempo(hasta15 horas)sin observarsepérdidasde As.

Los métodosdesarrolladosen la presentememoria,se ha aplicadoa las muestras

analizadasy a aquellasmuestrassometidasa certificación(Apdo.V.8.) eligiéndoseel

método óptimo en fUnción de la naturalezade dicha muestray de las prestacionesdel

método.

V.4.2.- Desarrollo del método analítico para la determinación de As total

por la técnica de generación de hidruros: Determinación en dis-

continuo por Absorción Atómica y espectrofotometria Uy-VIS.

V.4.2.1.- Consideraciones generales

La determinaciónde arsénicoinorgánicoporgeneraciónde hidrurosha tenido como

técnicasde deteccióndostécnicasanalíticasextraordinariamentedesarrolladas~la espec-

trofotometríadeAbsorciónAtómica y la espectrofotometríaUV-VIS. Dos conocimien-

tos básicoscontribuyende formarelevanteal desarrollode los procedimientospropues-

tos porlos diferentesautoresen basea estasdostécnicasde detección:la cinéticade ge-

neraciónde la arsinay la formaciónde un complejocoloreadode As que absorberadia-

ción enla regiónvisible-ultravioleta.

Es sabidoqueparaquela conversióndel arsénicopresenteen la disolucióna su for-

maquímicade gasarsina(AsH3) esnecesariola presenciade reductoresfuertes.Losre-

ductorestradicionalmenteempleadosfueronlasmezclasácido-metal,fundamentalmente

Zn-HCI-SnCl2.El mecanismode la reducciónesel siguiente:
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Zn2++2Ht~~>ZnO+2H

3H + As3~—*AsH
3t

Perola conversióna arsinaesun procesorelativamentelento, particularmentesi el

arsénicoestápresenteen estadopentavalente,por lo quedebeserreducidopreviamente

asuestadotrivalente. Sonvarioslos reductorespropuestos,peroel Kl ofrecíalas mejo-

res prestacionespor lo que fUe el reactivoelegido por los diferentesautores,una vez

demostradasucuantitatividadde reducción.

A partir de 1972 la mezclaZn-CI fUe sustituidapor el reactivoborohidruro sódico

empleadoporF.J. SMIDTH y colaboradores(1973)Desdeentonces,el NaBH4reempla-

zó a lasmezclasácidometaldebidoa susmuchasprestacionesentrelas queseencuentra

la rapidezde formaciónde la arsina. Sin embargo,apareceuna nuevacontroversia,ya

que si bien, esposiblegenerarel hidruro conestereactivodesdeel gradode oxidación

(19, en la mayoríade los casos,la diferenciadesensibilidadcon respectoa la generación

apartir delgradodeoxidación(111) esconsiderable.

La mayoríade los autorescoincidenen estadiferenciaaunqueexistenbastantescon-

tradiccionesen la magnitudde esteefecto.Así por ejemploalgunosautoresencuentran

diferenciasde sensibilidadentreel 2S~30O/o(VIJAN P.N., 1976),otrosllegan á la conclu-

sión de que la diferencia de señalesvaría según el anión presente(THOMSON

A.J.,1977),o bien,a quela diferenciade seña]esmásacusadacuandose mide en altura

depico quecuandola medidase haceen área(PEATS A.J., 1979)e incluso,algunosno

encuentrandiferenciasentre las señalesobtenidasmidiendoen áreade picó (SffiMER

D.D., 1976).Unaforma de obviarestasdiferenciasde sensibilidadesla reducciónprevia

del arsénico(1’) a arsénico(III) añadiendo,comoen el casodela reduccióndemetales,

yoduro potásico(KI) comoreductor;sin embargo,la introducciónde Kl en el sistema

creanuevasdificultadesen los procedimientosanalíticos.Así:
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En muestrastratadascon ácidosfuertementeoxidantes(casode mineralizacionesde

las muestras),o quecontenganagentesoxidantes,como Fe (III), se forman grandes

cantidadesde 12 por lo que se necesitanelevadasconcentracionesde Kl para la re-

ducciónefectivade As(V) aAs(JLI). La presenciade12 o W formadoen la muestraes

un inconvenienteporvariasrazones:

a) El 12 es un agentefUertementeabsorbentequepuededesprendersede la disolución

antesde la adicióndel NaBH4,produciendola modificaciónde la líneabasé.

b) Puedenproducirsepérdidasen la generaciónpor formacióndel aductovolátil As(Ill)-

Y2 (SIEMERD.D., 1976).

c) ConsumereductorNaBI-L y por tantopuedeejerceruna interferenciadecompetencia

porel reactivo.

2.- La velocidaddereducciónAs(V)—>As(Ill) aaltasconcentracionesde ácidoamenu-

do es muy lenta (puedenser necesariostiemposde hasta2-3 horas)y comoconse-

cuenciael tiempo consumidoen la medidaeselevado(lasreferenciasy las disolucio-

nesestándardebentratarsede formasimilar).

3.- El método de derivatizaciónmásusual parala especiaciónde arsénico,esiaforma-

ción de hidrurosdespuésde separarlas especiespor CromatograflaLíquida o por

Cromatograflalónica. Las dificultadesanalíticasdebidasa la etapade prerreducción

conKl sondificilmenteevitables,ya queseríanecesariorealizarloen el flujo continuo

desdela salidade la especiedel cromatógrafoy antesde la formacióndel correspon-

dientehidruro.

La posibilidadde establecerun métodoanalítico robustoen el cual la eficienciade

generacióndel hidruro apartir de ambosgradosde oxidación,ocurraen formainstantá-

nea (cinéticarápida)y reproducible,sin la presenciadeKI, ha sidouno de nuestrospnn-

cipalesobjetivosen la determinacióndearsénicototal.
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Parael conocimientode la cinéticacon queseformael hidruro dearsénicoapartirde

los gradosde oxidación(III) y (19, la espectrofotometríaUV-VIS aportaun servicio

extraordinarioya que puederecogerseel hidruro en unadisoluciónadsorbenteen tiem-

pos definidos, lo queno esposiblecon la técnicade absorciónatómica.Prácticamente,

todas las determinacionesespecrofotométricasde arsénicoque pueden aplicarsea

muestrasbiológicaso medioambientalesconbajoscontenidosen el elemento,sebasanen

recogersuhidruro en una soluciónadsorbentequecontieneun ligando capazde formar

un cromóforoconla arsinagenerada.

VASAK V. y colaboradores,1959, fUeron los primerosen usarla disoluciónde die-

tilditiocarbamatode plata (Ag-DDTC) en piridina para la determinaciónespectrofoto-

métricade cantidadestraza de arsénico.En estemétodo, la arsinadesarrolladapor hi-

drógenonacientees absorbidaen unasoluciónde Ag-DDTC en piridina. La disolución

piridinicadel complejo,tieneun intensocolorrojo-violeta,mientrasquela disoluciónpi-

ridíicade Ag-DDTC esamarillo pálido.

La absortividadmolar del productocoloreadoes 1 ,4x1 o4 1 mot’ cnf’ (a =0,19)con

longitudde ondamáximaaproximadamentea 536 nm y el reactivoAg-DDTC absorbea

longitud de ondamenorde 500 nm.

Los datosdela literaturareferentesala composiciónquímicadel cromófoto,quesir-

ve como basea la determinación,son incompletose inconsistentes.<1W. POWERSy

colaboradores,1959; W. FRESENIUS y W. SCHNEIDER, 1964, y finalmente J.

STEINKE, 1968, mencionanla formaciónde un complejorojo pero sin hacerreferencia

a suestructurao composición.H. BODE, 1968,atribuyela aparicióndel color rojo a la

formacióndeplatacoloidal.

H
3As + Ag-DDTC —> 6Ag + 3HDDTC + As(DDTCh
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Estaecuaciónse cita tambiénen dos monograflas(KOCH O.G., 1978; UPOR E.,

1978). L. DUBOIS y colaboradores,1969,mencionanla formaciónsimultáneade A8
0 y

un complejo,peroasignanel coloral complejoy no ala plata.

Un estudiodel espectrode absorciónde la disoluciónroja formadaen la reacciónde

H
3As con Ag-DDTC muestrados máximosde absorción:unoa 410 y otro a 536 nm.,

FiguraV.4.

A

o.40o0

0.2000

0.0000

FiguraV.4.- EspectrodelcomplejocoloreadoAs-Ag-DDTC/py,en¡a regióndelUV-VIS.

Los dos máximos de absorciónde la longitud de ondaroja siempreaparecenen la

zonavisible del espectroy puedenexplicarsemediantela siguientereaccióndeformación

del complejo(SANDBO 5., 1978),aunqueno seindicala composicióndel mismo:

H3As + Ag-DDTC —> Ag-DDTC-Arsénico + Ag-DDTC-Hidrógeno

200 400 600 800
Longitíd e. .o¿s, nm
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Por otra parte,A. CSIiKKEL-SZOLNOKI, 1986,asignael color rojo a un complejo

polinuclearque contieneAg0 y As(Ill) comoátomoscentrales.Sin embargo,las condi-

cionesextremasde formacióndel cromóforo(alta concentraciónde Ag-DDTC y agente

reductor,H
2, ademásdel disolventepolar) hacenimposible determinarla composición

del complejo.

Comose ha mencionadoya, y teniendoen cuentaque la arsinageneradapuedebur-

bujearsepor tiempo indefinido, sepuededilucidar si el problemade la difefenciade la

señal obtenidapor ambasespecies,se debea la capacidaddel NaBI-L para¡ reducir al

As(V) o, si por el contrariosedebea queel procesotieneunacinéticalenta

Parallevar a caboesteestudiocomparativoseha utilizadoun generadorde hidruros

concontrol de flujos, similar al utilizado en la determinaciónde arsénicomedianteHO-

AAS en discontinuo,peroen estecasoel conductode desalojodel hidruro desdeel vaso

de reacción,seconectaa un tubo colectordondeseencuentrael reactivocómplejante

(disoluciónpiridínicade Ag-DDTC). La FiguraV. 5., muestrael esquemadel diseñode-

sarrollado.

El módulodereacciónestácompuestoporun depósitode la disoluciónalcalina(A) y

un recipientede reacciónen el queselleva acabola generacióndel hidruro (B). Unavez

que se añadela muestraen el recipientede reacción,seaccionala llave de pasodel bo-

rohidruro sádico (C) de forma que el gasfluya parcialmenteal depósitode reductor.

Esteflujo de gascreauna presiónen dicho depósitoque permiteque la disolución de

NaBH~ seatransferidaal recipientede reaccióncon unavelocidadconstante,teniendo

lugarel procesodereduccion.

Las llaves de purgay agitación,llevan incorporadosunosmedidoresde flujos (O y

H) consistenteseunostubosde vidrio en forma de U y graduadosen unidadesarbitra-

nas. Dichosmedidoresde flujo permitencontrolarel caudalde gasqueentraen el vaso
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de reacción.A continuaciónel hidruro formadoestransportadoporel flujo de purga(E)

al tubo colector (F) dondese encuentra el reactivo complejante (soluciónpiridínica de

dietilditiocarbamatodeplata)querecogela arsma.

Figura V.5.- Generadordehidrurosconcontrol de flujosy sistemaderecogidadel hidruro.

V.4.2.2.- Optimización de los parámetros fisico químicos para la forma-

ción del hidruro de arsénico a partir de sus especies inorgáni-

cas-

La concentracióny caudaldel borohidruro sádico, la concentración,naturalezay

volumendel ácidoqueseencuentraen el medio de reaccióny que suministrael hidróge-

no necesarioparala formacióndel hidruro, y finalmente,la velocidadde desalojo,arras-

tre y purgadel hidruro haciael espectrofotómetrode absorciónatómica(o hacia la di-

solución espectrofotométrica),son los principalesparámetrosquepuedeninfluir en la

A
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eficienciade la generacióndel hidruro a partir de cualquierade susdosgradosdeoxida-

cion. Inicialmente,seensayanlos parámetrosfisicosacercade las condicionesóptimasde

transponedel hidruro ala célulay caudalde caídadel borohidruropara,unavez fijados

estosparámetros,estudiarlo que es verdaderamenterepresentativode la químicade la

generaciónque, son las condicionesóptimasdel parNaBIt-ácido.

Influencia delflujo deNaBH4y depurgaen la eficienciadegeneraciónde la arsina:

Los ensayospreviosparafijar la condicionesóptimasde transportede los hidrurosfor-

madosa la célulade atomización,así comoel flujo de caídadel borohidruoqueproduje-

se las mejoresseñalescon máximareproducibilidad,se realizanfijando el parNaBI-L-

ácido entrelos masusualesencontradosen la bibiografla para la especieAs(Ill). Para

ello, setomanalícuotasde50 ng deAs(Ill) generandoel hidruro conNaBH4al 3% (p/v)

y HCI 1,5% (p/v), y sevarianlos flujos implicados:caudaldeNaBH4, el flujo del gasde

purgay el flujo de gasde agitación.La sensibilidadcon queseobtuvoel hidruro de arsé-

nico a partir del gradode oxidación (19 fUe muy bajay la señalmuy irreproducible.En

vistade los resultadosobtenidosy teniendoen cuentaresultadosde estudiosposteriores

sobrela influencia del medio de generaciónen la eficienciade formaciónde la arsinaa

partir de estadosde oxidacióndistintos,serepiteel estudiode los flujos perogenerando

la arsinaen medio HCI 6M tantoa partir de As(llI) comode As(V). Los resultadosob-

tenidossemuestranen la TablaV. 1.

Como puedeverseen estatabla, cuandoel flujo de NaBH4esde 30 ¡nl min’ y flujo

de gasde purga de 100 ¡nl mint se obtiene la máxima señal de absorbenciaparael

A~ll1) mientrasqueen el casode generarla arsinaa partir de As(V), el máximo seob-

tiene con purgasde 65 ml min~’. En el máximo de señalparael As(Ill), la absorbancia

obtenidaparala mismaconcentraciónde As(V) esun 30% inferior. Manteniendocons-

tanteel caudalde caídadel NaBIt, un flujo de gasde purgainferior en principio produ-

ceun aumentode la señaldel As(V) y postenormentevuelve adisminuiral igual quepa-

- 105 -



Parteexperimental.Métodos

ra el As(llI) hastaque,a partir deun caudalde purgainferior a 50 ml mint las señales

se igualan para ambosestadosde oxidación, incluso en el caso de no utilizar gasde

arrastre,en que el hidruro llega a la célula arrastradopor el hidrógenogeneradoal ser

tanalta la concentraciónde ambosreactivos.La irreproducibilidaden estecaso,aumenta

considerablemente.Seelige por tanto comoflujos óptimos30 ml mint de NaBH
4 y flujo

de gasde purgade 50 ml min~’ cuandoel medio de generaciónesHCI 6M y se trabaja

sin reducciónpreviadel As(V) a As(III). Trabajandoconreducciónprevia del As(V) a

As(llI), seelige 30 ml min’ deNaBH4y 100ml min’ degasde purga.

La presenciadel gasdeagitaciónde las disolucionesno esrelevanteya quevariacio-

nesdentrodel intervalo 5-15ml min’ no mostrarondiferenciassignificativas.Estegasde

agitaciónvienea serun suplementoal gasde arrastre,perocomosu denomi~iaciónindi-

ca,seempleaparafavorecerel contactoíntimo entreel borohidruroy la muestra.Se ob-

servó que aunquelas señalespermanecíaninvariablesa su presencia,sí contribuíaa un

aumentode la reproducibilidadde la señalhastalos 10 ml miff’ a partir del cual, sefor-

mabannotablesturbulenciasdentrode la disolución, con las consabidaspérdidasde re-

producibilidad. Un flujo de 10 ml miff’ fUe el que sefijó paraposterioresexperiencias.

Adición deKJ: La adicióndeyoduropotásicoal mediodegeneraciónen las condiciones

en que las señalesanalíticasse igualanparaambasespecies,produjo un incrementode

ambasseñalesdel ordendel 30%. Paraconocerel efectoreal de la eficienciadegenera-

ción en presenciade estereactivo,serealizóel siguienteensayo.

Se añaden2 ml de Kl 1M a las disolucionesensayoque contienen30 ng de As(III) y

As(V) en acidezHCI 6M, quinceminutosantesde procedera sumedidaanalíticavarian-

do los flujos de NaBH4 y de gasde purga(Ar) de forma similar al ensayopreviamente

realizado.La TablaV. 1., muestralos resultadosobtenidos.Seobservade suestudio,que

la presenciade Kl igualalas señalesobtenidasdesdeambosgradosdeoxidación en cual-
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quiercondiciónde flujos de NaBH4 y purga, y que las señalesse incrementana medida

queaumentael flujo delprimeroy disminuyeel flujo de purga.Estehechoratificaquela

presenciade Kl proporcionarobustezal métodode la generacióna partir de cualquiera

de susgradosde oxidación;sin embargo,los inconvenientesya señaladosdel empleodel

Kl en solucionesrealeshacendesaconsejablesu empleo.

Influencia delpH del medio en la generacióndel hidruro a partir de los gradosde

oxidación(III) y <j;j.

El control delmedio en el que segenerala arsinaesmuy importantepuesla eficiencia

de generacióndependede la acidezdel medioy dela concentraciónde borohidruro sódi-

co. Ya sehanmostradolas discrepanciasobtenidaspordiferentesautores.Sin embargo,

el borohidrurosádicoha resultadoserun reductorenérgicoen mediosfUertementeáci-

dosdebidoa la formaciónde hidrógenonaciente.Secreequecuandola acidezclorhídri-

caessuperiora 11v!, el As(V) sereducea As(lliI) conborahidrurosódicosegúnla reac-

cion:

As(V) + 2BH¿+61120 —> As(ll1) + 2B(OH)3+7112

seguidode la reduccióndel As(1I1) aarsina

As(ll1) + 3BH¿+ 9H20 —4 H3As + 3B(OH)3 + 9H2

La reducciónpreliminarde As(V) a As(11I) no estáfavorecidaa valoresde pH por

encimade4, por lo queconun controlcuidadosodela acidezde la disolución,esposible

inhibir estareduccióny producirselectivamentela arsinaapartirde arsénicotrivalente.
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Ante la diversidadde criteriosexistente,se procedeaestudiarla influenciaqueel pH

ejerce en la generaciónde arsina,tanto empleandola espectrofotometríade absorción

atómicacomo la espectrofotometríade absorciónmolecularcomo técnicaalternativa;

estaúltima, puedeservir paraaclararla disminuciónde señal,observadaa veces,con la

técnicade absorciónatómicacuandoel As seencuentraen estadode oxidación (19. La

posibleayuda en la dilucidaciónde la influenciadel PH en la reducciónde las especies

estribaen quedebidoa la formade medidaen laespectrofotometríamolecular,en la que

sepuedenalargarindefinidamentelos tiemposderecogidadel hidruro sobrela disolución

complejante,la cinéticadela reacciónno afectaa la señal.

Esnectrofotometria de AbsorciónAtómica

.

El estudiodel comportamientode las especiesen fUnción dela acidezdel medioseha

realizadocon los flujos degasde purgay caudaldeborohidrurosódicopreviamenteop-

timizados.Ensayosprevios mostraronque sólo a partir de concentracionesde borohí-

drurosádicosuperioresal 2%, y conindependenciadel medio ácido,seobtienenseñales

analíticassensiblesy reproducibles.Así, para llevara caboel estudiode la acidezsefijó

la concentraciónde NaBH4en3%.

Parallevar a cabola experiencia,sepreparanunaseriede disolucionesquecontienen

una cantidadfija e igual a 30 ng, tantode As(Ifl) comode As(V) y sevariaconvenien-

tementeel pH, desdeunaacidez clorhídrica 6M hastapH4. Los valores de pH com-

prendidosentrepH=l-4, seestablecenconHCI dedistintasconcentracionesy conregu-

ladorcítrico/citrato.

Lasabsorbanciassemidieronen alturarelativade pico en las condicionesexperimen-

talesóptimas.Los resultadosexperimentalesobtenidosseincluyenen laFiguraV-6.
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FiguraV-6. Influenciadela acidezdel medioenla generaciónde la arsinaapartirdeAs(Ill) y As(V).

Como puedeverseen estafigura, cuandose utiliza unaacidezclorhídrica6M, seob-

tienela mismaeficienciaen la generaciónde la arsinatanto si separtede As(llI) como

de As(V). Segúndisminuyela acidezdel mediodegeneración,las eficienciassevandife-

renciandodependiendodel estadode oxidación inicial, siendosiempremás sensiblela

determinacióncuandosepartede arsénicotrivalente. Cuandolas concentracionesdel

medioácidoclorhídrico sonmenoresde 1 0’M, se observaquela absorbanciadisminuye

bruscamente,siendomasacusadaestadisminuciónparael As(V), de forma que, a partir

de pH2, la señaldebidaa esteestadode oxidaciónseconfUnde con el ruido de fondo.

A partir de pH=3, obtenidocon disoluciónde HCI, ya no se obtienenseñalesapreciables

paraningunode los dosestadosde oxidación.

Ahorabien, si el pH sevariaenun intervalode 1 a 4, pero el medio se establececon

un reguladorcítrico/citrato,los resultadosque seobtienenson diferentes.En estecaso,

7 6 5 4 3 2 0 1 2 3 4 5

M acidez del pH
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la señalprocedentede arsénico(llI)no decrecetanbruscamentecomolo hacela señal

procedentedel arsénico(y). Cuandoel pH3, la sensibilidadpara el arsénico(III) es

bastantemenorque en medio clorhídricoa pH=0.6 (1.5%),del ordendel 50%, pero, el

mediren estemediode relativabajasensibilidad,sejustifica porsumayorselectividadya

que a estepH, la señalobtenidaparael As(V), se conñrndecon el ruido. Además,esta

diferenciade selectividadnospermitirá,diferenciarestosestadosdeoxidacióndel arséni-

co.

Esnectrofotoinetría Uy-J’7&

El estudiode la influenciade la acidezen estemétodosellevó acabounavez optimi-

zadolos parámetrosinherentesala técnicapero independientesdel PH. La optimización

de los correspondientesparámetrosse realizaen HCI 6M y concentraciónde NaBIt al

3% (p/v) manteniendoconstantela concentraciónde As(1ll) en 8 ¡igl! O ml. El hidruro

generadoseburbujeaen la disoluciónde Ag-DDTC. Unavez formadoel complejocolo-

reado,semide suabsorbanciaa unalongitudde ondade 536 nm.

Los parámetrosoptimizadosfUeron:

- VolumenNaBH4: iicialmente sefija la concentraciónde NaBI-L al 3% y sevaríael

volumenañadidoparagenerarel hidruro en un intervalocomprendido2-9 ml obtenien-

do un máximocuandoel volumenesde6 ml

.

- ConcentracióndeNaBIL: añadiendoun volumenfijo de 6 ni] sevariala concentración

de borohidruro,en el intervalo comprendidoentre0,54%(p/v), observándosequea

partir de unaconcentracióndel 3% (o/vi la señalobtenidaes máximay se mantiene

constante.
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- Tiempode burbujeode la arsinasobrela disolucióncomolejante:paraver la influencia

del tiempodeburbujeode la arsinasobrela disoluciónde Ag-DDTC, seburbujeala ar-

sinadurantediferentestiemposcomprendidosentre25-300s observándosequea partir

de 180 s la señalde absorbanciaprácticamentepermanececonstante.Paratenerla cer-

tende la completaformacióndel complejo,seeligecomo tiempoóptimo300 s

.

- Volumende disoluciónA2-DDTC: paraver la influenciade estavariablesemantienen

constantes,en los valoresóptimos,los parámetrosy variablesanteriormenteestudiadas

y se recogela arsinaformadaen diferentesvolúmenesde disoluciónentre2,5-4 ml ob-

servándoseuna disminuciónen el valor de la absorbancia.Este comportamientoera

previsibleya queal aumentarel volumende Ag-DDTC sediluye el complejo. Seelige

comovolumenóptimo por ser la cantidadnecesariapararellenarla cubetadel

espectrofotómetro.

Unavez optimizadaslas variablesqueafectanen la determinaciónespectrofotométrí-

cade arsénico,serealizaun estudiocomparativode diferentesmediosácidosy adistin-

tosvaloresde PH paralos dos estadosde oxidacióndel arsénicoinorgánico.

Esteestudiose realizaconunacantidadde arsénico(III) y (Y) constantede 10 ~sg,

siguiendoel procedimientoanteriormentedescrito.Los mediosácidosutilizadosifieron

HCI de distintasconcentracionescomprendidasentrelOt6M y condisolucionesamor-

tiguadorasde cítrico/citrato al 40%, acético/acetatoal 50%y tartárico/tartratoal 30%,

todasellas en un intervalo de pH entre1-5. Los resultadosobtenidosse recogenen la

FiguraV.7. yV.8.
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FiguraV.7.- Absorbanciasdel sistemaAs-Ag-DDTC enpiridina, generandola arsinaen HC¡ de dis-

tintasconcentraciones,pan10 ~ígde As(III) y As(V).
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FiguraVi.- Absorbanciasdel sistemaAs-Ag-DDTC en piridina, generandola arsinaen distintosme-

diostamponadosy distintasconcentraciones,para 10 ~tgde As(III) y As(V). (a) cítrico/citrato. (b) tartA-

rico/tartrato.(c) acético/acetato.
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En las gráficasseobservaquecuandola arsinase generaen medioHCI de concen-

tracióncomprendidaentre6-2 M, se obtienela mismaeficienciade generaciónindepen-

dientementedel estadode oxidacióndel arsénicode partida, ademásde producirseun

aumentode la sensibilidadal disminuirla concentracióndel ácido. El decrecinlientode la

señalde la absorbanciaa medidaqueaumentala concentracióndel ácido no puedeatri-

buirsea la diferenteeficienciaen la generacióndel hidruro, sinoa una competenciaentre

la arsinay el hidrógenopor el complejode Ag-DDTC.

La TablaV.2., muestraquelas pendientesde loscalibradosrealizadosparael As(IIJ),

As(V) y As(V) + Kl en HCI 2M sonidénticasdespuésde dosminutosde colecciónde la

arsinaen la disolucióndel complejoAg-DDTC.

Tabla 17.2.-CalibradosdeAs(IlI), As(V) y As(V)

molecular.

+ KI, en HCI 2M por espectrofotometríadeabsorción

ABSORBANC¡A

As(UI) Aa(V> As(V) e. Kl

0.0 o,~±o,mi 0,~±o,mí o.~±ocol

4,0 0,17~0,~2 0,17~o,coi 0,17~0,~

8,0 0,~t 0,W2 O,~±O,W2 O,~&t0,W2

12,0 0,511±O,W2 O.51~0,~ 0,512±O,W2

16,0 0,701±o,coi O,70~O,W2 O,7(»±0W2

Pendiente

<STD)

0,001

(O,~7)

0,002

<0,~)

O,0~

(0,~1>

Ordenadaen el o¿lgen

(STO)

0,W1

(O,~7)

0,W2

(O,~)

O,W1

O,~2

SF5

- 114-



Parte experimental. Métodos

En medio HCI 1M se obtienenvaloresde absorbanciadiferentessegúnseael estado

de oxidacióndel elemento,siendomássensiblela determinacióna partir de As(III). Para

concentracionesde HCI inferiores, es decir, valoresde pH comprendidosentre0-4, se

observaunadisminuciónbruscade la absorbanciadel complejosiendoestadisminución

másacusadaparael As(V), de formaquea partirde pH=2, dichaseñalseconfUndecon

el mido de fondo. A PH superioresa 3, no seobtieneunaseñal apreciableparaninguno

de losdosestadosde oxidación.

Los resultadosobtenidosparaHCI en concentracióninferior a 2M parececonfirmar

queapartir de estaacidez,el borohidrurova perdiendosueficienciaparareducirinstan-

táneamenteel As(V) a AsQil) comopasoprevio a la formacióndel hidruro. A partir de

pHl, establecidocon unaconcentraciónde HCI 0,lM el borohidruropierdesu capaci-

dadde reducircuantitativamenteinclusoal As(Ill).

Efectodelasdisolucionestwnponodas.

Sehanempleadodiferentesdisolucionestaniponadasparala generaciónde AsH3 por

espectrofotometríamolecular.Los mediosreguladoresempleadoshan sido cítrico/citrato

del 40%,acético/acetatodel 50%y tartárico/tartratodel 30%y en esosmediosseha va-

riado la acidezdesdePH 2 a5 aproximadamente.Los resultadosobtenidosvienendados

en la FiguraV.8. Dicha figura muestraquecon el empleodel amortiguadorcítrico/citrato

apH=4,5 esposibleinhibir la reduccióndel As(V) a AsH3 y por tantoobtenerla arsinaa

partir del estadode oxidación(III) únicamente.Estosresultadosconfirmanlos obtenidos

porhidruros-absorciónatómicay demuestranqueno esun problemade cinéticalenta si-

no quela reacciónen esemedio, a partir de As(V) no estátermodinámicamentefavore-

cida. La determinacióndiferenciadade As(III) y As(V) puederealizarsepor tanto, en

estemediode generación.
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Figura 17.9.-Calibradospara As(III) y As(V) en medio cítrico/citratoa pH 4,5 medianteespectrofoto-
metríamolecular.

Resultadossimilaressehanobtenidoen medio acéticoacetatopero la sensibilidadpa-

ra el As(flhl) flie masbajaque conel reguladoranterior.

En medio tartárico/tartratoa pH~4,5, la señalde As(V) desaparecetotalmente.La

habilidaddel mediocítrico/citratoparadistinguir entreAs(Ill) y As(V) puedeverseen la

FiguraVS., dondeserepresentanlas curvasdecalibradoobtenidasparaAs(llI) y As(V)

estemedio. Análogo resultadoseobtieneempleandola espectrofotometríadeabsorción

atómica.

4 8 12 16 20
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Estudio comparativodelefectodel pH en la especiacióndelAs(II1> y As(Y)por las

técn¡casespectrofotometríadeabsorciónatómica- absorciónmolecular.

Los resultadosobtenidosen los apartadosanteriorespor espectrofotometríade ab-

sorción moleculary espectrofotometríade absorciónatómica,permiten llegar a las si-

guientesconclusiones:

1.- Mientrasen absorciónmolecularseobtiene la mismaseñalindependientementedel

estadode oxidacióndel elementoen un rangodeconcentracionesde ácidoclorhídri-

co entre6 y 2 M, en absorciónatómicaestosólosecumplecuandola concentración

de HCl es6M. Parecedemostrarseque el procesoestáregido por la cinéticadere-

duccióndel hidruro apartir del As(V). Enunaconcentraciónde HCI inferiora6M, la

cinéticade formacióndel hidruro a partir deAs(V) esinferior a la correspondientea

partir de As(Ill) y por tanto, la eficienciade la generacióndel hidruro parasu deter-

minaciónporabsorciónatómicaesdistinta; sin embargo,la formacióndel hidruro es

total apartirde ambosestadosde oxidacióncomosedemuestraen el métodoespec-

trofotométrico.

2.- Paraconcentracionesde ácido clorhídrico inferioresa INI, el comportamientoes

análogoen ambastécnicas.

3.- Si secomparanentresilos resultadosobtenidoscon las disolucionesreguladoras,pa-

ra ambastécnicasy paraambosgradosde oxidación,se puedeapreciarqueen medio

cítrico/citrato es posiblela determinaciónselectiva de arsénicoen estadode oxida-

ción (LII).

4.- La determinacióndiferenciadade ambosgradosde oxidaciónpuedellevarsea cabo

trabajandoen dos medios diferentes.Mediante espectrofotometríaUY-VIS, en la

acidezHCI 2-6M sedeterminael contenidode arsénicoinorgánico total. En medio
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cítrico/citratoa pH=4,5 se determinael As(III). El As(V) puedeconocersepor dife-

rencia.

EmpleandolaHG-AAS, en HCI 6M sedeterminael As total y a pH=3 en medio cí-

trico citratosedeterminael As(ll1). Comoen el casoanterior, el As(V) ~edetermina

pordiferencia.

La ventajade trabajarcon la espectrofotometríade absorciónatómicaréspectoa la

espectrofotometríaUY-VIS, radicaen su mayor sensibilidadcomo seobservaen las

característicasanalíticasquesemuestranen el apanadosiguiente.

V.4.2.3.- Características analíticas.

Antes de procedera dar las característicasanalíticasde los métodosaplicados,se

detallanlos criteriosutilizados.

Límite de detección,LD: segúnla definición dela IUPAC esla concentraciónmínima de

analito quepuedeserdetectaday diferenciadadel blanco conun nivel de prpbabilidad

determinado(LONG L.C., 1983). El valor numéricodel límite de detecciónse obtienea

partir dela ecuación:
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siendo:

K un factor estadísticoelegidode acuerdoal nivel de confianzadeseado,en nuestrocaso

K=3 paraun nivel de probabilidaddel 99,7%.

Sb esla desviaciónestándarde las medidasdel blanco.

s esla pendientedel calibrado.

Limite de cuantificación,L~: sepuededefinir comola concentraciónmínimade analito

que puedeserdeterminadade forma cuantitativa.Se puedeobteneraplicandola ecua-

ción:

siendoen estecasoK=l0

Entodaslas experienciasde estetrabajo,paracalculartantoel L,., como el ‘L<.~ sepre-

paran10 disolucionesiguales,cuyaconcentraciónsecorrespondecon la partemásbaja

del calibrado,se miden sus absorbanciasy se aplicanlos algoritmosanteriormentedes-

critos.

Precisión: la precisiónen términosde coeficientede variación seevalúapara 10 deter-

minaciones.En nuestrocaso,seconsiderantanto la zonabaja comola alta del intervalo

de linealidaddel calibrado.

= Ksb
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Sensibilidad: expresadacomo la pendiente del calibrado.

A continuaciónsedetallanlas característicasanalíticaspara ambastécnicas,Tablas

V.3. y Y.4.

Tabla17.3.-Característicasanalíticasparala
tinuo, generandoel hidruro enmedioHCI 6M.

determinacióndearsénicomedianteHG-AAS en discon-

Rango de Linealidad 0-1w ng

Limite de deteccIón 0,5 ng

Limite de cuantIficación 1,5 ng

PrecIsión 5% (20 ng>

3% <80 ng)

Tabla 17.4.- Característicasanalíticasparala determinaciónde arsénicomediante
13v-VIS.

HO-Espectrometría

HOI SM HCI 2M
cltrlcolcltrato

(PH4A>

Rango de Unealldad 0-40 Mg 0.18 Mg 0-16 Mg

Limite de detección 0.22 ~g 0.~ Mg 0,22 ig

Limite de cuantIficación 0,75 ug 0.26 ug 0.73 Mg

Precisión 3%<2Ou0) 3%C8~g) S%(BMg)
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V.4.3.- Desarrollo del método analítico para la determinación de arsénico

total por generación de hidruros-absorción atómica, mediante el

método en continuo.

V.4.3.1.- Optimización de variables para!~ determinación de arsénico por

HG en continuo-AA

La generacióndehidrurosen flujo continuoesuna alternativadela generaciónde lii-

druros,ofreciendoventajase inconvenientesconrespectoa la modalidaden flujo dis-

continuo.Entre las ventajasse puedendestacarla sencillezy bajo costedel diseño, ya

quesólosenecesitaunabombaperistálticaqueimpulsalos distintosreactivosa travésde

los tubosde teflón; se disminuye considerablementeel volumen de reactivoscon res-

pecto al métodoen discontinuo;es másfácil de manipulardebidoal sistemade introduc-

ción continuade la muestray comoconsecuenciasedisminuyenlos riesgosde contana-

nación;seobtienenseñalesde absorbanciascontinuas,lo queproporcionasiempremejor

precisión,y con frecuencia,la sensibilidades un ordende magnitudsuperiora los siste-

masen discontinuo.Entre las desventajasseencuentrael quecuandola múestraposee

unamatriz complejay densa,sepuedeproducir la obturaciónde los tubospSi- depósitos

de la matriz en el interiorde los mismos,por lo que en estecaso,el métodoen disconti-

nuoofreceincuestionablesventajassobrelas determinacionesenflujo continuo.

El diagraniadel sistemaempleadosemostróen la FiguraV.2 de la preseñtememoria.

La muestra,el medioácidoy posteriormenteel borohidrurose encuentransucesivamen-

te, impulsadasatravésdel sistemapor unabombaperistáltica.El hidruro formado en el

bucle de reacciónes conducidopor un flujo portadorde Ar a la célula de atomización,

calentadaen la llama aire-acetilenodel espectrofotómetrode absorciónatómica.Dentro

de la célula, recibela radiaciónprocedentede la lámparaEDL de arsénico.La señalob-

tenidaescontinuay se registracomoalturade “pico”. Las variablesfisicas talescomo
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flujo de argón,velocidadde la bomba,ángulosde conexión,longitudy fo~ma del reac-

tor, sehan optimizadoparala especieAs(llI). Lasvariablesquímicasfbndamentalmente

en lo queserefierea reductory ácidode generación,sehanoptimizadoparalas especies

As(lll) y As(V). El encontrarcondicionesque, comoen el casoen discontinuo,propor-

cionarala mismaeficienciade generacióna partir de ambosgradosde oxidación, daría

lugara poder determinarel contenidode arsénicototal sin necesidadde reducciónpre-

vn. En sentidocontrario, la posibilidadde encontrarun medio dondese genereselecti-

vamentee] hidrurodeAs(llI), permiteabordarla determinacióndiferenciadade estases-

peciesen las condicionesóptimas.Así mismo, seha realizadoun estudio e~¿haustivode

interferenciasy su minimización.

Opti¡nizacióndeparámetrosfisicos

Flujo decogón:El flujo de argónutilizadoparatransportarla arsinadesdeel separador

de faseshastala célulade atomización,esun parámetroquerequiereun control riguroso

ya queinfluye de formamuy acusadaen las señalesobtenidas.

El estudioserealizócondosconcentracionesdeAs(Ill) de 50 y 100 j.ig U’, generando

el hidruro en medio HCI 6M conNaBH4 al 3% (p/v), variandoel flujo de gasen un in-

tervalocomprendidoentre5 y 70 Vb. Los resultadosobtenidospuedenverseeh ia Figura

v.b.

Comopuedeverseen dichafigura, la señalanaliticadecrecea medidaque seaumenta

el flujo del gas de arrastreprobablementedebido a la dilución del mismo en el flujo de

argán.Paraflujos inferioresa 5 lIb la proporcióndehidrógenogeneradopor la reducción

del medioconNaBH4 aumentaextraordinariamenteconrespectoal argán,lo qúeaveces

conducea queseproduzca,una llamaen el interior de la célula que haceademás,au-

mentarextraordinariamentela irreproducibilidad.
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0.176

0.15 0

0.125
‘u
u~ 0.100<u
.0
1~o•~ 0.075
.0
•<

0.050

0.025

o
0 10 30 40 50 60 70

Flujo gas de arrastre (lib)

FiguraV.b.- Influenciadel flujo deargónparaunaconcentraciónde 10041.

Sehaelegido como flujo óptimo de trabajoel másbajo posible: 5 Vb, que equivalea

83 ml/mm.

Influencia de la velocidadde la bomba:La bombaimpulsasimultáneamentelas disolu-

cionesde la muestra,del medio ácido y del borohidrurosódicopor lo que paraestudiar

la influenciade esteparámetro,sefijó unaconcentraciónde arsénico(III) dc 100 ~,igU’ y

segeneróel hidruro variandoel diámetrode los tubosy la velocidadde la bombaperis-

tálticadesde400 hasta900 rph, que secorrespondeconunosflujos comprendidosentre

0.7 y 1,7 ml/min. Losresultadosobtenidossemuestranen la FiguraV. II.

20

del
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‘u
u
c
<u
.0
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Figura
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Vil.- Influenciade la velocidadde la bombaperistálticaen la generacióndela arsinapara 100

Como puedeobservarse,al aumentarla velocidadde la bombaaumentala señalob-

tenida.Se ha elegido comovelocidadde trabajo 700 rph que equivalea un flujo de 1.3

ml/mmya quela sensibilidadesaceptabley se obtienela mejor reproducibilidad.sin em-

bargo,esteaumentode señalno pareceserachacableaunamayor eficienciade la gene-

raciónsino aun mayor aportede la muestraal sistema,ya queseobtieneunalíneapró-

xima a un calibrado. Se utilizaron tubosde 0,6 cc m’ paraestablecerlo~ tres flujos

(muestra,ácidoy borohidrurosódico).

Conexiones en T: comopuedeverseen la FiguraV.2, se necesitandos conexionesde

estetipo, muestra-ácidoy muestraacidificada-borohidrurosádico,por lo queseestudia-

rondosposiblesuniones:

L

fi 1 1 ¡ 1 1 ¡

0.1 0.3 0.5 0.7 0.9 1.1 1.3 1.5 1.7

Velocidad de la bomba (ml/mm)
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- en ángulosde900

- en ángulosde 1200

No sehan encontradograndesdiferencias,aunquese han obtenidoresultádos

mentemejorescuandolas conexionesen T estabanhechasen ángulosde 900, por

elegimosestetipo deconexiones.

Longitudyforma delreactor: Unavezfijados los parámetrosoptimizadoshasta

seprocedióal estudio de la longitud del reactorasí como de la forma en la que

cuentre,esdecir, sin nudos,connudosy convueltas.

0.100

0.090

0.080

0.070

0.060

0.050

ligera-

lo que

ahora,

se en-

40 50 60

FiguraV.12.-Estudiodela influenciadela longitudy formadel reactor.

<u
CI

‘u
-o
o
E.,
.0
sc

o 10 20 30

Longitud (cm)
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Los resultadosobtenidosserepresentanenla FiguraV. 12, dondepuedecomprobarse

quelas diferenciasen absorbanciasprocedenfúndamentalmentede la longitud del reactor

y no de la forma en queestese encuentre.Se ha elegidocomo reactortrabajoel de 50

cm connudos.

Optimizacióndeparámetrosquímicos.

Los parámetrosquímicosque influyen en la generacióndel hidruro empleandoel

método en continuo son: la concentraciónde reductor(NaBH4) y la concentraciónde

medioácido.

Influencia de la concentraciónde NuBLE4: La influencia de la concentraciónde bo-

rohidruro sódico se llevó a caboparados concentracionesdiferentesde 40 y 80 ¡sg U’

tantodeAs(Ill) como de As(V) en medioHCI 6M (óptimo para la generaciónen el mé-

todo en discontinuoparaambosgradosde oxidación).De estamanerapuedeverse si es

posibletrabajarcon menoresconcentracionesde reductormanteniéndosela misma efi-

cienciade generacióndel hidruro apartirde los dosestadosde oxidación.El intervalode

concentraciónde NaBH4 ensayadofije de 0,1-3%(plv) y los resultadosobtenidosse

muestranen la FiguraV. 13. parala concentracióndetrabajode 80 ~sgit

Comopuedeobservarse,paraun intervalode concentraciónde reductordel 0.1-0,25

no se obtieneseñalanalíticaparael arsénico(y). Estehecho,nos hizo pensaren la

posiblediferenciaciónde estosdos estadosde oxidación,en funciónde la cóncentración

de NaBH4 utilizadapara la generaciónde la arsina. Seprepararondistintasmezclasde

As(Ill) y de As(V) en disolución, con unamismaconcentraciónfinal de arsénicototal,

peroantela falta de reproducibilidadde resultados,seabandonóla idea.
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0 0.5 1.0 1.5 2.0

conc. NaBH4

Figura V.13.- Efectode la concentracióndeNaBI-14enla determinacióndearsénico

encontinuoparaimaconcentracióndeAs(lIl) y (‘/) de80 ng mit
medianteel método

Influencia de la concentraciónde ácidoclorhídrico: Comprobadasya con el método

de la generaciónde hidrurosen discontinuo,las prestacionesquepresentael HCI frente

al restode los posiblesácidosinorgánicos(NNO3, H2S04 y H3P04, el estudiose ha

centradoen conocerla influenciade la concentraciónde HCI en estascondiciónes.Dicho

estudioseha realizadoen el intervalo 1-6 M paraambosgradosde oxidación.

Losresultadosobtenidosserepresentanenla FiguraV. 14. paraunaconcentraciónde

60 ¡sg U
1 en ambasespecies.En dichafigura sepuedever que, en el intervalocomprendi-

doentre2-6 lvi, la eficienciade generaciónesla mismaparael As(Lll) y As(V). Estere-

sultadodifiere un poco del comportamientoobservadocuandose utiliza e! método en

discontinuo(ver gráfica V.4.), ya que el intervalo de acidezes másamplio. Estehecho

podríajustificarsedesdeel punto de vistacinéticoporquecuandosetrabaja~ncontinuo

<u
u
‘u
.0
1-o
<a
.0
sc

0.250

0.200

0.150

0.100

0.050

o
2.5

cx)
3.0 3.5
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el tiempode contactode reactivosy muestraes algo mayor, hechoquetambiénserefleja

cuandose utiliza el métodoespectrofotométrico,es decir, el método absorciónmolecu-

lar. Estehechoestambiénimportanteya quepermitetrabajaren condicionesmenoscrí-

ticas en cuantoal control de la acidez que el métodoen discontinuoy como postenor-

menteseveráen el métodoFIA.

0.125

0.100
<u
o

<u
.0
5.-o
E.,
.0
sc

0.075

0.050

0.025
0 1 2 3 4

concentraciOn HCI

5

(MI

6 7

Figura V.14.- Eficienciase generaciónde la arsinaen función de la concentración

comomediodegeneraciónde60 j.tg £‘ deAs«ll) y ¿Ns(V).

de HCI utilizado

Medioreguladorcítrico-citrato: Paraoptimizarel pH del reguladorcítrico/citratoen la

generaciónde los hidrurosde A.s(Ill) y As(V) seha trabajadocon una concentraciónde

reguladordel 40%&/v) en el intervalo de pH 2-4. LaFiguraV.15, muestralosresulta-

dosobtenidosparaambosgradosde oxidación. El tampón apH3 inhibe la formación

del hidruro a partir de As(V) mientrasque se obtiene unaseñal aceptablea partir de

r —

1

•1

1

~1~~ O As(III)
A As<V>

¡ ¡ a a
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As(III). Esto permite,comoen el casoen discontinuo,la determinacióndiferenciadade

As(flI) y por tanto la posibilidadde abordarel problemadela especiaciónconcontrolde

la acidez.

0.080

0.060
‘u
U
c
<u
.0
L.o
<a
.0
sc

0.040

0.020

0.000
1 2 3 4 5

pH

Figura VAS.- Generaciónde la arsinaa partir de 60 gg U’ de As(III) y de As(V), en

citrato a distintos pH.

medio cítrico-

Curvasdecalibrado

Sehanrealizadocurvasde calibradoparaAs(flI) y As(V) en aquellosmediosdege-

neraciónde la arsinaen los quese obtienenseñalesde absorbanciaiguales(HCl 6M) y

señalescompletamentediferentes(cítrico/citrato a pH=3), (Figura V.4.). Como puede

verse, se obtienencurvas de calibrado de coeficientesde correlaciónde 0,999 para

As(Ill) y As(V) en el medio ácido fuerte. Sin embargocuandose trabajaen el medio

A As(V)

1-.. -
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tamponadoapH=3 sólosegenerala arsinaa partirdelAs(IJI)mientrasque, comoerade

esperar,la respuestadel As(V) a todaslas concentracionesdentrodel intervalo de cali-

bración,esprácticamentenula.

0.100

0.075
<u
u
c
‘u
.0
1-o
<A>

.0
sc

0.050

0.02E

o
120

ng

FiguraV.l6.- CalibradosdeAs(llI) y As(V) en¡ff1 6My cítrico/citratopH3, comomediosdegenera-

ción dela arsina.
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V.4.3.2.- Estudio de interferencias.

Los mecanismospor los cualesseproducenlas interferenciasen HG-AAS son toda-

vía muy discutidos.De hecho,pareceser quepequeñasdiferenciasen las condiciones

experimentalespuedencondicionarde forma significativa los mecanismosde atomiza-

ción, la sensibilidad,asícomolas interferenciasobservadas.

Las interferenciassepuedenagruparen dosgrandesbloquesdependiendode dónde

afecten:

a) Interferenciasquetienenlugaren la fasegaseosa,en cuyo casola interferenciasedebe

alas fonnasvolátilesdelinterferente(DEDINA J., 1982).

b) Interferenciasquímicasquetienenlugaren la disolución,durantela formacióndel hi-

druro (DITTRLICH K., 1979;MEYER A., 1979).

Considerandolas interferenciasen fasegaseosa,algunosautoresjustifican la depre-

sión que seproduceen la señalde absorción(WELZ B., 1983; DEDITNA J., 1980) y

proponenel siguientemecanismoparala atomizaciónencélulasdecuarzo:

H H H
AsH3 -> AsH2+H2 ->AsH+2H2 —>As+3H2

LosradicalesH requeridosseproducenen la célulacalientepor reaccióndel oxigeno

residual del argón(gas de arrastre)con el excesode hidrógenoformado en la reacción

del borohidrurosódico.Tambiéndebidoa la elevadatemperaturaque se alcanzaen la

célulade atomización(9000C)puedehaberreacciónentrelos grupossilanol~(Si-OH) de
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la superficie de la célula y el hidrógeno,produciéndosela liberación de radicalesH.

Cuandola muestra contieneotros elementosformadoresde hidruros,los radicalesH se

consumenpreferentementepor esoselementosy comoconsecuencia,la sensibilidadpara

el arsénicodisminuye.

Dittrich y Mandry proponenotro mecanismode interferenciasbasadoen la forma-

ción demoléculasdiatómicasestablesentreel arsénicoelementaly el elementoen exce-

so, cuyo hidruro seha descompuestoen la llama(DITTRICH K., 1986). ASí,~ parael ca-

sode la interferenciaproducidapor el Sbsería:

As+Sbexc ~ AsSb+Sb2

Estetipo de interferenciasseproducecuandola atomizaciónselleva a caboen célu-

las quese calientanexternamente;ahorabien, la magnitudde estasinteraccionesentre

los distintoselementosformadoresde hidruros, difiere considerablementedependiendo

de los autores.DITTTRICH K. y colaboradores,1986, encuentranquela interferencia

del Sb en la determinaciónde As empleandoun tubo de cuarzocomoatomizadores del

10% para una relación As:Sb de 1:1000. NARASAKI e IK.EDA, 1984, Éfinnan que

puedetolerarseun excesode antimoniode 500 vecesen la determinacióndearsénico,no

siendonecesarioel empleode agentesenmascarantes.PETRiICK y KRIVAN, 1987, en-

cuentranquela presenciade 1000 ¡sgde Sby 100 ¡sg de Se, 100 ¡sg de Snó 100 ¡sg de

Bi eliminantotalmentela señalde absorbanciade 50 n~1Oml de As(V) teniendo además

el Sn interferente,un efectodememona.

Las diferenciasobservadasen la magnitudde las interferencias,puedenseratribuidas

alos diferentesprocedimientosempleadosen la generación,asícomo al diseñoy tempe-

raturade los distintosatomizadores.
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Lasinterferenciasquetienenlugaren la faseliquida, procedenfundamentalmentede

metalesde transicióncapacesde reducirseconNaBH4 dandoprecipitadosmetálicoso

amalgamasmetálicascon el analito (NAiKAHARA T., 1983). Estasinterferenciassehan

puestode manifiestopornumerososautoresperosumagnitud,al igual queocurreen las

interferenciasen fase gaseosa,dependeextraordinariamentede las condicionesexperi-

mentalesempleadasy de los diseñosde los dispositivos.Sin embargo,diferentesautores

parecencoincidir en que es la masaabsolutade interferentemás que la relaciónanali-

to:interferentela quedeterminala supresiónde la señal.Lasinterferenciasse minimizan

por adiciónde agentescomplejantesenniascarantes(BOAMPONOC., 1988)o seleccio-

nando apropiadascombinacionesentre el medio ácido y el reductor borohidruro

(HERSHEY1W., 1986).

Conestosantecedentesseharealizadoun estudiode interferenciasen las condiciones

analíticasoptimizadasen estetrabajo.Sehanincluido elementosformadoresdehidruros,

así comoelementosquefrecuentementeestanen distintostipos de muestras,talescomo

metalesde transición:Fe,Ni, Cu, Zn, Mg, Pd;metalesalcalinosy alcalinotérreos:Na, K,

Ca,Mg y anionescomo: C1, N03, S04
2,P0

4
3.

Parallevar a caboesteestudiosefijó unacantidadde 60 ¡.±g/lde arsénicoy se le adi-

cionaroncantidadesde interferenteen distintasproporciones,preparandotodaslas diso-

lucionesen medioacuoso.A continuaciónseprocedióa generarel hidruro en medio bICI

6M y aregistrarlas señalesobtenidas,comparándolassiempreconunadisoluciónde re-

ferencia.Los resultadosobtenidospara As(llI) se muestranen las FigurasV. 17, y.18,

V. 19, ViO, y serecogenenla Tabla V.5; los resultadosobtenidosparalas interferencias

sobreMV) serecogenel al TablaV.6 y en las FiguraV.21.
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Estudio de interferenciassobreAs(U1).

TablaV.5.-Estudiode interferencias.%de señalrespectoaunadisolucióndeAs(III) de60 gg/l.

Relación arsénico: Interferente
Interferente 1:1 1:2 1:10 1:100 1:1000

Sb<III) 88 75 15 0

Sefth/) 85 75 45 30 s

...2~WL

.JisliiL
Sn(IV)

1W 1W 1W 1W

iW 91 80 75 70

1W 75 40

Nial> 1W 1W 88 75 50

PdW> 1W 1W 0 -

** Otros metalesensayadosy queno interfierenhastaunaproporción1:1000

Metalesde transición:Fe,Cu, Zn,Mu.

** Cationesensayadosqueno interfierenhastaunaproporción1:10000

Metalesalcalinosy alcalinotérreos:Na, 1<, Ca, Mg.

“Aniones ensayadosy queno interfierenhastaunaproporción1:10000

(1, NO, SO¿PO¿

Caberesaltardeestosestudios,quelasinterferenciasobservadasparael estañoy pa-

ra el paladio,se debena que se depositaen el sistemael elementoen estadometálico

comoconsecuenciade la reduccióncon el borohidruro,siendomasvisible dicho efecto

en el casodel estañoya queseoscurecenlos tubos.
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Apartede estosdos elementos,y de forma generalsepuededestacarque, como era

de esperar,las mayoresinterferenciasse debena elementosformadoresde hidruros,so-

bre todo al Sb(llI) y al Se(IV), debidoa queamboselementosgeneransu hidruro co-

rrespondienteen condicionesanaliticassemejantesal arsénico,por lo quees lógico que

compitanparareaccionarcon el borohidrurosádico.Debido a la importanciade la in-

terferenciade estosdoselementos,se profúndizaa continuaciónen su estudio. Sin em-

bargocuantomásdifieren las condicionesde generaciónde elementostambiénformado-

resde hidruros, la interferenciaqueproducenen la generaciónde la arsinaes menor,

comopuedeobservarseen los datosobtenidospara el plomo ya quenecesitamedios

fuertementeoxidantesy concentracionesde reductordel 10%(pfv).
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Figura Y. 17.- Interferencias,en flujo continuo,de elementosformadoresde hidruros en me-

dio HCI 6M sobre una disolucióndeAs(IlI) de 60 gg 1’.

Figura ~/.18.-Interferenciasdebidasametalesdetransición,sobreunadisoluciónde60 jig 1-’

de As(lID, generandola arsina en HCl 6M.
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Figura V.19.- Interferencias demetalesalcalinosy alcalinotérreossobreunadisoluciónde60 ng mí-’

de As(ILI), en medioHCI 6M.

Figura V-20.- Interferencias de aniones,sobreuna disolución de As(lll) 60 ng mi-’ utilizando como

mediode generaciónHCI 6M.
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<o

13 60 01] 1:1000
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13
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o
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- 137-



Parte experimental. Interferencias

Estudio de interferencias sobreAs(V).

En primerlugarseensayaroncomoposiblesinterferentesdeAs(V), aquellasespecies

que causaronmterferenciapara As(Ill) utilizando como medio de generaciónHCI 6M.

Paraello seutiliza unadisolución de As(V) de 60 ¡sg/l. Los resultadosserecogenen la

tablaV.6 y en la FiguraV.21.

TablaV.&- Estudiodeinterferencias.% de señalrespectoa unadisolucióndeAs(V) de60 jg/l.

Relación arsónicotinterferente
Interferente 1:1 1:2 1:10 1:100

Sb<III> 75 40 5

80 50 15
85 40 10

HgftI> 1W 97

MIII> 1W 1W

PdIII) 1W 1W 75

Como puedeobservarse,el Sb produceanálogosefectossobre los dos estadosde

oxidacióncuandosegenerael hidruro en medioHCI 6M. Sin embargoel Hg(II) quein-

terfieresobre el As(llI) a partir de una proporción,arsénico:interferente,1:10, produce

interferenciasobreel As(V), a partir de una relación1:100.En el casodel Pd(ll), seob-

servaqueinterfiereen la mismaproporciónparaambosestadosde oxidaciónde As, pero

sumagnitudesmenorsobreAs(V) ya queparaésteseanulala señalanalíticacuandola

proporciónes1:100. Tambiénseha observadoqueel efectointerferentedel Ni(ll) sobre

As(V) esmenorque sobreAs(Ill).
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Estudio de interferencias sobre As(Ill) utilizando como medio de generación de la

arsina un amortiguador cítrico/citrato de pH3.

Por otra parte , serealiza un estudioparaobservarel efecto de los distintos interfe-

rentes sobre60 ixg/I de AsQIJII), generando su hidruro en medio cítrico citrato de pH=3 y

cuyosresultadosserecogenen la tabla V.7 y en la Figura V.22.

Tabla V.7.-Estudio de interferencias. % de señalrespectoa una disolución de As(Ill) de 60 gg/l, utili-
zando comomedio de generaciónde la usinauna disolución amortiguadora de cítrico/citratopH=3.

Relación arsénico:interferente

Iftterferefite 1:2 1:10 1:100

Sb(IIII 75

..AMYL...
AsilYL..

Hq(II>

1W SD

1W
1W 1W 1W

NUII> 1W 1W 1W

- -

En esteestudioseobservaen generalunadisminuciónde las interferenciásdebidasa

elementosformadoresde hidruroscuando segenerala arsinaen medio ta~nponadoa

pH=3. Entre los resultadosobtenidosresaltarque el Sb(llI) no produceinterferencia

hastaunaproporciónAs: Sbde 1:100.Otro hechoobservadoesla disminucióndel efecto

interferentedel Pd(fl), aunquela magnitudde la interferenciaobservadaesmuy elevada.
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Figura V.2t.- Interferenciassobreuna disoluciónde 60 Ixg mU’ deAs(V) generando el hidruro en

medioHCI 6M.
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~60 [Ellio
a, II¡~j§1O0
13
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*
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o
Sb(III) Sb(V) Se(IV) Hg(II) N¡(II) Pd<II)

Figura V.22.- Intcrftencias sobreuna disolución de As(III) de60 gg 1.1 generandola arsina en me-

dio cítrico citrato de pH’3
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V.4.3.3.- Minimlzación de las interferencias debidas al Sb Y Se en la gene-

ración de arsina: empleo de las mezclas KJ-a-hidroxiácidos.

En la bibliografiaseencuentranmarcadasdiferenciasen cuantoa la magnitudde las

interferenciasqueejercenel Sby el Seen la señaldel hidruro de arsénico.Lasdivergen-

cias encontradaspuedenatribuirsea las diferenciasenlos procedimientosde generación,

talescomo diseño y temperaturade los atomizadores,o quizás,a las diferenciasen el

abastecimientode oxígenoen esosatomizadores(DITTRICH K., 1986;NARASAKI H,

1984; PETRICK K.,1987). Ahora bien, convienedestacarque, aunqueno cóinciden en

magnitud,la mayoríade los autorescoincidenen las especiesinterferentes.Debido aes-

to, se han realizado distintosestudiosparaeliminar dichas interferencias(IIKEDA M.,

1985).

En estudiospreliminaresseobservóque cuando seañadíana-hidroxiácidos(ácido

láctico, ácidocítrico y ácidomálico)aunadisoluciónde Sb(V) no seobteniaseñalFigu-

ra V.23., mientrasquesi seadicionabaaunadisolucióndeSb(Ill), la señalno se inhibía.

Se pensóentoncesque si sobrela disolución de Sb(V) seañadíauna mezclade KI/c¿-

hidroxiácido,sepodríaobtenerrespuestayaqueel Kl reduceal Sb(V) a Sb(Ill). Sin em-

bargolos resultadosfueronnegativos.En vistade estehecho,se procedióa añadirlas

mismasmezclas,sobreunadisoluciónde Sb(Ill), FiguraV.24.

- 141 -



Parte experimental. Interferencias
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FiguraV.23.- Efecto de a-bidroxiácidossobrela señalde absorbanciade SO gg 11 de
láctico; i» ácido cuneo;e)ácidomÉlico.
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Figura ‘4’.24.- Influenciade la concentraciónde los a-hidroxiácidosen la generaciónde la estibina,a

partir de una disoluciónde SbQII) de SO i.tg II: a)ácidoláctico; b) ácidocítrico; c) ácidomÉlico (todos

las disolucionesal 0,5%enKl p/v).
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Comopuedeverse,en el medio ácidoláctico la absorbanciade la estibina esdespre-

ciablea concentracionesporencimadel 6 % (y/y) porquela reaccióninvolucradaesin-

mediata(el efectoesya observableenmedidasrealizadasinmediatamentedespuésquela

disoluciónseha preparado).En los mediosdelácidocítrico y del ácidomédico, la absor-

banciade la estibinadecrecegradualmentey sehacedespreciablesólo despuésque han

transcurrido24 horasdehaberpreparadola disolución,mientrasque no seobservael

efectodepresorcuandolas medidassellevan a caboinmediatamentedespuésde la pre-

paración.Despuésde 24 horas,la señal sehacemínima en concentracionespor encima

de 0,5 % (m/v) de ácidocítrico y 6 % (ni/y) de ácidomédico. Estosresultadossugieren

que los tres a-hidroxiácidosdan lugar al mismo efecto pero a diferentesvelocidades

siendomaslento parael ácidocítrico y mélicoque parael ácidoláctico. Así pues,desde

el punto de vista de poder evitar la interferenciadel Sb(Ifl) o Sb(V) en la señal del

AsQII), el ácido láctico proporcionabalas mejorescondicionesde resoluciónde la señal

de formainstantánea.

Evaluadán delefectodelos a-hidroxiácidosen la generacióndela arsina.

Considerandoel comportamientode las especiesde antimonio,secomprobóel com-

portamientode las especiesinorgánicas de arsénico frente a las mezclas KI/a-

hidroxiácidos.

Parallevar a caboestosestudiosseprocedióa la preparaciónde tresdisoluciones:

As(Ill)

As(fliI) + Kl (0.5% (p’v)) + ácido láctico (6% (vN))

As(uI)+ Kl (0.5%(pN))+ ácidocítrico ( 2% (¡9v))

En todoslos casosseestudiarontresnivelesde concentracióndistintos,20, 60 y 140

gg 1’, paracomprobarasíquesemantieneel efectoen todo el rangode concentración.A

contmuaciónsegenerala arsinaen acidez bICI entre1-6 M.
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El efectodel ácidomédicono seestudiódebidoa subajacinéticade reaccióny a su

similitud conel ácido láctico. Losresultadosobtenidosmostraronque paralas diferentes

concentracionesensayadasy en los diferentesmedios,las señalesde absorbanciaobteni-

daseran análogasa las de las disolucionesacuosasde As(flI), por lo quese podríacon-

cluir queestosmediosno previenenla generaciónde la arsina.Estopuedeserbien por-

queel arsénicono dala mismareacciónqueel Sbo bien, porqueel complejoformadoes

lo suficientementedébil como paraser destruidobajo las condicionesempleadaspara la

generaciónde la arsina.

Con estosresultados,seprocedióaestudiarla interferenciaespecíficaproducidapor

el Sben la señaldel As y posteriormente,evaluarhastaquépunto la interferenciapuede

minindzarseen presenciade Kl/ácido láctico ya que flie el ct-hidroxiácidoquemejores

condicionesaportóparael fin perseguido.

Un estudioparalelorealizadoconel Se(IV)y su comportamientoen presenciade los

hidroxiácidos,mostróquerespondíade forma similar al Sb(Ill). Debidoa que el Sb y el

Se son los principalesinterferentes,tambiénseha contempladoel alcancede la interfe-

renciaproducidapor el Sey suposibleminimizaciónenpresenciade los ct-hidroxiácidos.

En las condicionesestablecidasparael Sb y Se sehan ensayado,asímismo, las interfe-

renciaproducidaspor el Sn,Bí y Te.
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Estudiodelas interferenciasdeSby deSe en la determinacióndeAs

Paraestudiarlas interferenciasproducidaspor el Sby Seen la generaciónde la arsina

seprepararondisolucionescondistintasproporcionesAs:interferente,en tresnivelesde

concentración(20, 60 y 140gg Y’) y semidierondichasdisolucionesen mediaHCI 6M y

HCI LM. Los resultadosobtenidosserecogenen la Tabla V.B. y en las FigurasV.25 y

V.26.

TablaVi.- Eficienciadegeneraciónde la arsina,en % de señalrespectoa unadisoluciónde As(Ill),

preparandolas disolucionesen medio acuosoy medio ácidoláctico siendoel ácidode g¿neraci6nHOI

lMyHCIEM.

As:Interferente

ASWI>

(ng mi”> CIwI. acuosa

IICI IM

FÉiscí. ác. lactico Olsol. acuosa

miel 6M

Dísol. he. láctico

11

20

80

140

1W

82

80

1W

1W

1W

1W

86

81

1W

1W

1W

1:10

20

80

140

70

56

37

1W

1W

1W

66 .

40

36

1W

70

56

1:1W
20
80

140

20
20

20

20
20

20

15
¡ 15

15

15
15

15

Se

1:10

20

80

143

1W

1W

1W

1W

1W

1W

86

‘14

36

1W

1W

1W

1:1W

20

80

140

1W

1W

1W

1W ¡

1W

1W

31

20

72

66

63

1:1~ 140=

140

73 63 0 0

Az:S:Sb 1110 1W 37 1W

Sn

=

BI

11W 20

140=

140

1W

75

1W

85

1W

81

1W

56

llCfli 1W 1W 80 80

Te 11W 140 0 0 0 0

1
1
1
1~

1
1
1
1

1
1
1
1
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FiguraV.26.- Estudiode interferenciasde Sb y Se en la determinaciónde As (60 »g Y’) en medio

acuosoy enmedioácidoláctico/Kl (*). Medio de generaciónHCI íM.

Figura ViS.- Estudiode interferenciasde Sb y Seen la determinaciónde As (60 1.Lg 1” ) en medio
acuosoy enmedio ácidoláctico/Kl (*). MediodegeneraciónHCI 6M.
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Los resultadosmuestranqueel antimoniodeprimela absorbanciadel arsénicoapartir

de una relaciónAs: Sbde 1:1 a todaslas concentracionesde HCI ensayadas.La interfe-

renciaaumentaal aumentarla concentraciónde HCI y dependeno sólo de la relación

As: Sb, sino tambiénde la cantidadtotal de interferentepresente.La interferenciaesge-

neralmentemasgrandeparaelevadasconcentracionesdearsénico.

La interferenciadel antimoniodecrecesignificativamenteen presenciade ácido lácti-

co y se elimina cuantitativamenteen presenciade Kl para la proporciónAs: Sb de 1:10

cuandosegenerala arsinaen HCI 1 M, mientrasque si se generaen HCI 6M, la interfe-

renciaseeliminatotalmenteen la proporción 1:1 y sereducesignificativamenteparauna

proporción1:10.

En la TablaV.B puedeversetambiénla miimizacióndelas interferenciasproducidas

porel Se,Sn,Bi y Te. Comopuedeobservarse,el Se interfiereen HCI 6M en la relación

As: Sede 1:100 y su interferenciadecreciósignificativamenteen presenciad9 agenteen-

mascarante.Un relaciónAs:Sede 1:1000,produceseñainterferenciay además,en este

caso,seforma un precipitadorojo del Se metálico en los tubos de reacción,probable-

mentedebidoal mediofúertementereductor.Esto parecesignificar que la interferencia

es probablementedebidaa la descomposicióncatalíticadel hidruro por el depósitode

seleniorojo, siendopor tantouna interferenciaen faseliquida. Estemismofenómenose

observaparael Sn,Bi y Te en las relacionesde arsénico:interferentede 1:100, 1:1000 y

1:100respectivamente,produciéndoseasímismo,depósitosdel metal en el sistema.

Podemosconcluir de esteestudioqueel medioKl-ácido lácticoproporcionaun buen

camino para eliminar las interferenciasmasimportantesqueexistenen la fase gaseosa

parala determinaciónde arsénico,que sondebidasal Sb y al Se. Las interferenciasdel

Sn.Bi y Te ocurrenprobablementeen la faseliquida debidoa los depósitosmetálicos

queaparecenenel sistema.
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V.4.3.4.- Características analíticas.

En la TablaV. 9 se recogenlas característicasanalíticasdel métodoen continuopara

la determinaciónde arsénicomedianteHC-AAS.

TablaV.9.- Característicasanalíticasparala determinacióndearsénicomedianteHG-AAS encontinuo.

HCI6M

Cltdco¿’cltrato

pI*3

Rango deuneandad i5-14Oí±~r’ 20-140 jsgf’

Limite de detección 45 65 1”

Limite de cuantificación 15 Mg 22 ~r’

Precisión 2.5%(flpgr’)

2.0% (80 un

10%(20 ~r1>

2.5% (1W ug r’)
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V.4.4.- Desarrollo del método analítico para la determinación de arsénico

total mediante FIA-HG-AAS.

V.4.4.1.- Optimización de variables para la determinación de arsénico por
HG-AAS mediante inyección en flujo.

La determinaciónde arsénicopor generaciónde hidruros, empleandola técnicade

inyecciónen flujo (FIA) poseelas ventajasdel métodoen continuo,talescomola reduc-

ciónconsiderabledelvolumende los reactivos,menormanipulaciónde la muestraetc. e

incorporala ventajaadicionalde disminuirel volumende muestra,lo quepermitela de-

terminaciónde elementocuandoel volumen de mismaesreducido.En esteapartado,se

realizala optimizacióndevariablesparaestanuevamodalidad.

Flujo del argón: La función del argón al igual que en el métodoen continuo,es la de

gasde arrastredel hidruro desdeel separadorde faseshastala célula de atomización,

ademásde proporcionarunaatmósferaadecuadaparala atomizacióny determinacióndel

elemento.

Parallevar acaboesteestudio,sehanensayadoflujos dearrastredesde5-25 l/b para

una concentraciónde As(Ill) de 60 ¡.tg U’ y un volumen de inyecciónde 25 ¡il en lIC!

6M, como medio degeneracióny NaBH4 al 3% (j,Iv) obteniéndoselos resultadosque

muestranla Figura V.27. Seproduceunadisminuciónen la señalobtenidaal aumentareí

flujo de argón,lo que indicaquepredominael efectode la dilución del hidruro sobrela

eficienciade arrastre,si bienesmenoscríticaque cuandoseutiliza el método en conti-

nuo.
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FiguraV.27.- Influenciadel gasdearrastreenla generacióndel hidruro dearsénico.(As(L1I): 60 gg r1>.

Influencia de la velocidaddela bomba:Paraestudiarla influenciade la velocidadde la

bombaperistálticaque impulsa al portador(HCl) y al reductorNaBlt) sepreparóuna

disoluciónde As(Ill) de 100 ¡.±gfl y segeneróla arsinaen un intervalo de velocidades

comprendidoentre400 y 900 rph, quecomoya se ha dicho,se correspondencon flujos

comprendidosentre0.8 y 1.8 ml muy’. En la FiguraV.28 se observaun aumentode la

respuestaanalíticaal aumentarla velocidadademásde un estrechamientode los picos

obtenidos.FiguraV.29.
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Figura V.28.-Variaciónde la absorbanciacorrespondientea unadisoluciónde As(JII) de 100 ~tg en

función de lavelocidaddela bombaperistáltica.
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FiguraV.29.-Perfil delospicosHA delhidrurode Asenfunción dela velocidaddela bomba.
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Seeligió comovelocidaddetrabajo700 rph, queequivalea 1.3 ml miii , ya quecon

esteflujo seobtienenbuenasseñalesanalíticas,el consumode reactivosno es muy ele-

vadoy los picossonsuficientementeestrechos.

Influencia delvolumende inyección: Esun parámetrobastanteimportanteen el análi-

sispor inyecciónen flujo por lo queseabordósuestudioempleandodosprocedimientos

distintos.

a) Variandoel volumende inyección,paraunacantidadfija de As de 100 ¡~g U, mediante

la utilizaciónde buclesde distinta longitud,desde25 a 300 g. En estecaso,se observó

que al aumentarel tamañodel bucle aumentabala señalhastaquesemanteníaconstante

la respuesta.Dado queestaconstanciaen la respuestaobtenidapodíadebersea unasatu-

ración de la señalpor la mayorcantidadnetade elementointroducidaseprocedióave-

rificar dichatendenciamedianteun segundoprocedimiento.

1,) Realizandocalibrados con losdistintosbucles.Parallevar a caboestasegundaexpe-

riencia seutilizaronbuclesde 25, 100, 150,250 y 300 jxl y se realizaroncalibradosde

As(llI) en medio HCI 6M paraconcentracionescomprendidasentre20 y 100 ¡sg mU.

Unavez realizadoslos calibradosseprocedióala comparaciónde suspendientes.

Al representargráficamentela pendientede los distintoscalibradosobtenidoscon los

bucles de distintosvolúmenes,FiguraV.30, se observaque se obtienenunamayor sen-

sibilidad, en altura de pico, cuantomenores el volumen de inyección, siendomáxima

cuandoel volumende inyecciónesde 25 pl.
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Figura V.30.- Influenciadel volumende inyecciónen la pendientedel calibradode As medianteel

métodoÑA.

Influencia de la concentracióndel NaBH4: Parallevar a caboesteestudioseprepara-

ron dos disolucionesde As de diferenteconcentración,40 y 80 ¡sg 1’, y se varió la con-

centracióndel reactivodesdeunaconcentraciónde 0,5 hasta3% (i9v). En estecaso,al

igual queen losmétodosanteriormentedescritos,seelige comoconcentraciónóptimade

trabajounadisoluciónde NaBI-L del 3%.

Influencia de la concentracióndeácidoclorhídrico: Al realizaresteestudiose llegó a

conclusionesparecidasa los dos métodosanteriores:determinaciónen discontinuoy

determinaciónen flujo continuo,es decir, igualeseficienciasen la generaciónde los dos

estadosde oxidaciónde arsénico,cuandola concentraciónde HCI es6 M. Estaigualdad

de respuestaparalos dosestadosde oxidaciónseampliaparael intervalo2-6 M cuando

¡ 3 1 1
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setrabajaconel métodoen continuoy conel métodoFIA. Ademásseconfirmael hábito

de comportamientocuandola acidezesmenorde2M FiguraV.6.

Influencia delmediocítrico-citrato: Al igual queen el métodoen continuo,la arsinase

generóen el mediocítrico/citratoapHcomprendidosentre2 y 4, FiguraV.31.

0.060

‘u 0.040
<a

‘u<a
1-
ou,

« 0.020

0.000
5

Figura jI. 3¡•- Variación de la absozbanciaobtenidaparael hidruro de arsénicoa partir de As(IlI) y

As(Vli, enmediocítrico/citratode distintospH, medianteun sistemadeinyecciónenflujo. (60 ~xgr’>.

Como erade prever, a partir de pH=3 se inhibe la formaciónde la arsina desdeel

gradode oxidación (V), siendosin embargomuy aceptablela sensibilidadobtenidaa

partir del gradode oxidación (III). Seabreaquí tambiénla posibilidadde especiarentre

ambosgradosde oxidaciónal igual queen el métodoen continuo.

O As(III>

Á As(VI

1 2 3 4

pH
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V.4.4.2.- Estudio de InterferencIas

Para llevar a caboesteestudiose fijó unacantidadde As(III) de 60 ¡sg U, adicio-

nandocantidadesdistintasde interferente.A continuaciónse generóla arsinaen lascon-

dicionesóptimasyadeterminadas.

La elecciónde los posiblesinterferentesen el métodoHA, sellevó a cabobasándo-

nos en los resultadosobtenidosen el estudiode interferenciasdel métodoen continuo.

Losresultadosobtenidosserecogenen la Tablay. 10.

TablaV.IO.- Estudiode interferenciaspara la determinaciónde As medianteFI. % de señalrespectoa

unadisolucióndeAs(III) de 60 ~±g1’ (volumendeinyección25 ~¿l).

Relación arsónico:interferente

Interferente 1:2 1:10 1:100

8h01» 1W 1W 1W

Se<IVI 1W 1W 1W

g~fly~
H II

1W 1W 1W

1W 1W 1W

NUlO 1W 66 70

PalI» 1W 80 20

Considerandolas interferenciasde elementos alcalinos, alcalinoterreos,Fe(JH),

Cu(ll), Zn(ll), Mn(ll), Pb(II), Ni(ll), Pd(fl), Sb(III) y (y), Se(IV), Hg(II), y Sn(II), en la

generaciónde la arsinaprocedentedeAs(III) por FIA (3 ng) y en flujo continuo(60 ng

mr’) y en medioHCI 61v!, seobservaquesumagnitudes superioren flujo continuoque

en FIA. La mayor interferenciaproducidaen el sistemaFIA estácausadapor NiQil) y

Pd(ll) ya que la absorbanciadisminuyemasdel 10% en la proporciónAs:interferencte

por encimade 1:10. De los otrosionesensayados,incluso de los otroselementosforma-

doresde hidruros,no interfierenen la relaciónde concentraciones1:1000. El Pd(II) fbe
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tambiénun seriointerferenteya queinhibe la señaldel As(III) en la relaciónde concen-

traciones 1:10 y Ni(ll), Hg(II) y Sn(II), disminuyenla señal en un 25% cuandola reía-

ciónes1:100.

No se observaninterferenciasprocedentesde alcalinos,alcalinotérreos,Fe, Cu, Li,

Mn, Pb,SO.¿,NO3~y pOt, en la relación1:1000.

La única interferenciasobreel As(Ill) apH=3 en mediocítrico/citratoesdebidaal Pd

queproduceunadisminucióndel 75%la señaldel As(Ill) cuandola relaciónes 1:10.

Esde resaltarla grandisminuciónde la interferenciaproducidapor el cobre,tanto en

continuocomo en FIA, con respectoa la interferenciaque se presentaen discontinuo.

Probablementela elevadaconcentracióndel ácidoy el cono buclede reacciónminimiza

el efectodeesteinterferente.

V.4.4.3.- CaracterístIcas analíticas

Tabla ‘V.IL- Característicasanalíticasdel métodoFI-HG-AAS.

MCI CM
Cltrlco/Cftrato ¡

DM4

Rango de Línealidad 15-Z ng 10-2W ng

Limite de detección 0.75 n~ 1,5 ng

LimIte de cuantificacIón 2,5 ng 7,5 ng

PrecIsión 5% (2 ng)

4% (4 ng)

8% (10 ng>

6% <~ ng>
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V.5.- COMPARACIÓN DE LOS MÉTODOS PROPUESTOS

LosEsquemasV. 1 y V.2 muestranlos parámetrosfisicosy químicosde los distintos

métodospropuestospara la determinacióndeAs~, así como las característicasanalíti-

cas de los mismostalescomola precisión,rango de linealidad, límite de deteccióny lí-

mite de cuantificación.

Por otra parte,en el EsquemaV.3, se muestranlas diferenciasen las características

analíticascuandosegenerael hidruro de arsénicoapartir deunadisoluciónacuosay una

disoluciónpreparadaen Kl-ácido láctico.
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V.6.- APLICACIONES

Los métodosdesarrolladosparala determinaciónde As total mediantegeneraciónde

hidruros-absorciónatómicay espectrometríade absorciónmolecularen discontinuo,ge-

neraciónde hidrurosabsorciónatómicaen continuoy en inyecciónen flujo, sehanapli-

cadoala determinaciónde arsénicoen distintostiposde muestra.

Es sabidoque la minimización de los posibleserroresquepuedenapareceren todo

método analíticose lleva a cabodesarrollandolos procedimientosen una matriz cuya

composiciónsealo massimilar a la de la muestraobjeto de análisisy queademásposea

un valor certificadoen el contenidodel elemento.El problemaradicaen queaunqueya

existenpatronesconvalorescertificadosen el contenidototal de arsénico,todavíaéstos

son escasosy no hayparatodaslas matricesque actualmenteposeenun relevanteinte-

res.

Otra forma de controlar los posibleserroressistemáticosquepuedenaparecer,es

adicionarel analito a la muestrabajo la forma químicaquese supone.El problemaque

apareceen estaforma de trabajoradicafundamentalmenteen el hecho de quelos proto-

colosdela adiciónno estánfirmementeestablecidosy la falta de certezade quelas recu-

peracionesobtenidasparáel elementoadicionadoseala quecorrespondeal elementoan-

ciadoenla muestra.

Conestosprecedentes,la validaciónde losmétodosdesarrolladosseha róalizadocon

muestrasde contenidoscertificados,medianteestudiosde recuperacionesy fundamen-

talmenteparticipandoen campañasde intercomparaciónde métodosy certificaciónde

materiales.La participaciónen estosejerciciosinterlaboratorioses una herramientaRin-

danientalparacontrolar la exactitudde nuestrasdeterminaciones.En esta línea, se ha

participadoactivamenteen las campañaspromovidaspor el OrganismoInternacionalde

EnergíaAtómicade Vienay en losprogramasde la ComunidadEuropea.
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Los resultadosanalíticosobtenidosen el análisis por los métodospropuestos,de

muestrasde diferentenaturalezay los obtenidosen la participaciónde estosejerciciosse

muestrana continuación.

V.6.1.- Generación de hidruros acoplada a la espectrofotometria ultravio-

¡eta-visible y a la absorción atómica en discontinuo: Diferenciación

entre As<lll) y As<V> inorgánico.

Losmétodosdesarrolladossehanaplicadoala determinaciónde As total y ala dife-

renciaciónentrelos gradosde oxidación (III) y (y) en muestrasde aguas,sedimentos,

mejillón y dietas.

AGUAS: Se hananalizadoaguade grifo y aguade desechoprocedentedel efluentede

unafabricade papel.

El contenidode arsénicototal de lasaguasdel grifo fue demasiadobajocomopara

poderserdetectadopor ambastécnicas.Paraconocerla bondadde los métodosen este

tipo de matriz, lasmuestrasseenriquecieroncon As(Ill) y As(V) y seanalizaronsin nin-

gúntratamientoprevio. Debidoa la ausenciade efectomatriz, las muestrasse midieron

directamentesobreel calibrado.Lasrecuperacionesobtenidas,tanto en el procedimiento

por absorciónatómicacomoporespectrometría13V-VIS, oseilóentreel 98-105%.

El aguade desechosepasóa travésde un filtro de tamañode poro de 0,45 ¡sm y se

acidificó conHCI antesdeprocedera su análisis. Tampocomostrócontenidosmedibles

de arsénicototal, tantopor absorciónatómicacomopor espectrofotometría.Cuandose

añadieroncantidadesconocidasde As(Ill) y As(V), todo el arsénicoañadidoaparecióen

la determinacióncon grado de oxidación (V). Estehecho se atribuyea la p~esenciade
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materialesoxidantesen la matriz. Lasrecuperacionesobtenidaspor ambastécnicasosci-

laronalrededordel 100% empleandolas adicionesestándarya que seapreciabaunaacu-

sadoefectomatriz.

SEDIMENTO: Aplicandola espectrofotometríamolecular,seanalizóel contenidototal

de arsénicoen un sedimentocon contenidocertificadode 8,9 ±0,4 ¡sg gl (SOl 7-

OIEA, Kv!). Sobrela muestrano seutilizaronlos procedimientosde mineralizaciónde-

sarrollados(sólo eranaptospara muestrasbiológicas)y se aplicó el procedimientode

extracciónempleandoHCI 6M y realizandosobreel sedimentoun calentamientosuave

en hornomicroondas.El residuosólido fue desechadoy seanalizósólo el sobrenadante.

Debido a la ausenciade efecto de matriz, los análisis se realizaronsobrecal¡bradocon-

vencional.La cantidadde As(Ill) encontradaen el sedimentofue del 85% del As~ cer-

tificado. Lacantidadde As(y) medidafue despreciable.

MEJILLÓN: Los dosmétodosdesarrolladosseaplicarona la determinacióndearséni-

co total en una muestrarepresentativade unapartidade mejillonescompradaen el mer-

cado. Despuésde liofilizada, la muestrafue sometidaa unadigestión HNO3-HCIO4-

H2S04segúnel procedimientode mineralizacióndesarrollado.La generacióndel hidruro

sellevó a caboen HCl 6M y en ausenciade Kl. Se aplicóen amboscasosel métodode

las adicionesestándarsobrela muestray el blancoa fin de contemplarlos posiblesefec-

tos de la matriz.

Los contenidosmediosencontradosfueronparala muestrade4,9±0,4 ¡sg y parael

bancode 0,8±0,2 ¡sg. El contenidonetode la muestraseencuentrapor tanto en tomo

al valor6 8 + 0,4 ¡sgg’ en el mejillón liofilizado.

Estetrabajo forma partede un proyecto internacionalcoordinadopor el O.I.E.A

(OrganuzacionInternacionalde EnergíaAtómica de Viena) cuyo objeto principal era la

determunacionde elementostraza, en dietasy alimentosbásicosconsumidospor la po-
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blaciónen su dietadiaria. Paraello, seconfeccionarondistintasdietasrepreséntativasdel

consumoalimentariode la clasemediaurbanaespañolaen temporadade invierno. Estas

dietasseelaborarona partir de datosfacilitadospor el InstitutoNacionalde Estadística,

como resultadode unaencuestade presupuestosfamiliares,publicadospor ‘dicho orga-

nismoen 1984.

DETERMINACIÓN DE As EN UNA DIETA. DIETA 6: Inicialmentesecentraron

los estudiosen unadieta,denominadadieta6 constituidapor:

Desayuno:200 ml de caféconlechecon doscucharadasde azúcar,dostostadasde

pannormalconmantequillay mennelada.

Comida:Lentejasconzanahoria,pechugade poííoala planchaconpatatasfritas,dos

rebanadasde pan,unaperay un vasode vino congaseosa.

Cena: Repollo reogadoconpatatas,una pescadillade ración,quesomanchego,dos

rebanadasde pan,unanaranjay un vasode refrescode naranja.

Entre horas: un cafécortadocondosterronesde azúcar.

Nota: segúnla encuestaanteriormentecitada,el consumodel aceitede oliva y del aceite

de girasol es del 50% por lo que la comida seelaborócon aceitede oliva y la cenacon

aceitede girasol.

El análisisdel contenidode arsénicoserealizaa partir de la dietaliofilizada emplean-

do la mineralizaciónrecomendadapor Tamy Lacroix (TAM G.K.H.,1977 y 1982) que

utilizan unamezclade Mg(N03)jMgO comoestabilizanteen la reducciónacenizasyel

métodorecomendadoporel protocolodel OJEAen el cual tantoa las muestrascomo en
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los blancosy antesde procedera sumedida,se les adicionaKl al 30% (p/v). Lasabsor-

banciasseregistraronen alturade pico, en las condicionesóptimasde análisis,utilizando

el métododelas adicionesestándar.

En estascondicionessedeterminael arsénicototal de la muestra,independientemente

del estadode oxidaciónen el queseencuentreesteelemento.

La validaciónde los procedimientosdesarrolladospor nosotrossin el empleode Kl

como prerreductor,se realizó una vez obtenidoslos resultadoscon el método por la

OIEA. Así, la determinaciónde As..~seha realizadoen medio HCI y en medio cítri-

co/citratode pH=3. Seha elegido estevalor de pH en función de los resultadosobteni-

dos en el estudiode la influencia del medio de generaciónde la arsina descrito en el

apartadoV.4 del presentetrabajo.Losresultadosobtenidosparalas adicionesalos blan-

cos y ala muestraserecogenFiguraV.32. Por ambosmétodosse obtienenlos mismos

resultados,lo que nos demuestraqueambosmedios sonperfectamenteválidos para la

determinacióndel arsénicoen dietasutilizando la mineralizaciónde reduccióña cenizas

conMg(N03)JMgO.

El contenidomedio dearsénicoen estadietaanalizadaesde 250±11 ¡sgkg’ conun

coeficientede variacióndel 4,4%,un L~ de3 ¡sg kg
1 y un L~ de 9 ¡sg kg1.

Tambiénse observa,FiguraV.32, queexisteparalelismoentrelas líneascorrespon-

dientesa las adicionesde los blancosy de las muestras,lo cual indica queno existe

efectomatriz cuandoutilizamosestamineralizaciónen la determinaciónde arsénicoen

estadieta.
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FiguraV.32.- Determinacióndc arsénicoen la Dieta 6. Adicionesa las muestras(a) y a los blan-

cos(b) utilizandoHCI 6Mcomomediodc generación.-—— Adicionesa losblancos(c) geñerandoel hi-

druroenmediocítrico/citratodepH=3.

- Influenda de la cantidadde estabilizante: Para ver si la cantidadde estabilizante

añadidoala muestraen la mineralizacióninfluye en la determinaciónde arsénicoen este

tipo de muestras,se preparanunaserie de mineralizacionesen las quese pesa 1 g. de

muestra (dieta 6), a las que se adiciona cantidadesvariables de la disolución de

Mg(N03)2/MgO: 10, 20 y 30 ml.

El procedimientoutilizado esel mismoque en casosanteriores,registrandola absor-

banciasen las condicionesóptimasde trabajo.Los resultadosexperimentalesdemuestran

20 10 0
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que, al menosen las cantidadesprobadas,la cantidadde estabilizanteno afecta a la de-

terminaciónya que seobtienenresultadosanálogosa los ya obtenidos.

Otro aspectointeresantede esteestudioes queno semodifican la representaciónde

los datoscorrespondientesa las adicionesestandarde los blancos,lo que indicaque el

estabilizanteno aportacontaminaciónapreciablede arsénico.

- Influencia delKI: Al aplicarlos métodosen ausenciay presenciade Kl, seobservaun

pequeñoaumentode las pendientesde los calibradosde las muestrasy de los blancosen

presenciade XI, perodadoqueestossondel mismoordenen amboscasos,no sejustifi-

ca la adicióndeKl cuandosetrabajaen medio HCI 6M. Además,las cantidadesde ar-

sénicototal obtenidassontotalmenteconcordantes,independientementede la adición o

no de Kl a la dieta.

- Estudiosde recuperación:Finalmentey conobjeto de comprobarla recuperacióndel

método, se preparanunaseriede muestrasquecontienen1 g de dieta 6, a las quese

añaden200 ng deAs(Ill), cantidaddel mismoordenal encontradoen estadieta. La re-

cuperaciónmediaobtenidaesdel ordendel 95%.

DETERMINACIÓN DE As EN UNA DIETA DE VALOR SEMICERTIFICADO

.

H-9: Paracomprobarla fiabilidad de los datosobtenidosenla determinaciónde arsénico

en la dieta6, seprocedióa aplicarel mismoprocedimientoen una dieta semiéertificada:

dietaH-9. Estadietafue facilitadapor el O.I.E.A., cuyoscontenidosen elementostraza,

certificadosprovisionalmente,seincluyenen la TablaV- 12.
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Enestecasotambiénseanalizócony sinKl antesdegenerarel hidruro en las condi-

cionesóptimasy aplicandoel métodode adicionesestándar,tanto al blanco comoa la

muestra.Las absorbanciasse registraronen alturade pico. Al igual que en la determina-

cióndearsénicoen la dieta6, no seobservaefectode matriz. El valor medio encontrado

parala dietaH-9 serecogeen la Tablay. 13.

Tabla‘¿12.- Contenidosprovisionalesdeelementostrazaen la dietasemicertificadaH-9

Elemento Unidades Concentraciónt1> Intervalo de confianza<2’ %Error ~>

fis !IQkg 88 ~-12O 37

Br mg kg’~ 7,5 6,84,2 9

Ca mg k
9~

1 2310 21~-2470 6,8

Cd ~.gkg” 31,5 27-36 15

CI gkg’ 12,5 11-14 12

Co pgkg” 43 ~-48 11

Or mgkg4 0,15 0,11.0.19 28

Ca ggkg” 26

Cu mgkg’~ 2,9 2,63,1 8,5

Fe mg -l 33,5 31-38 6,6

Hg >ig kg~ 4,8 3,44,2 3D

mgkg4 0,4’

K g kg~ 8,3 7,6-9,0 8

Mg mgkg’1 785 73D-840 6,7

Mn mgkg~1 11,8 11,0-12,6 7

Mo mg kg~ 0,24 0,21.0,27 14

Na g kg’~ 8,1 7,44,8 8,5

Nl mg kg~ 0,27 0,~.0,32 2)

P g kg” 3,4 3,1-3,7 9

Ph mgkg~1 0,16 0,12-0,20 26

Rh mg kg’1 8,0 7.44,6 7,5

Se mgkg4 0,11 0,10-0,12 10

Sr mg kg’1 3,0 2,8-3,4 13

Zn mg kg” 27,5 ~ 6,4

(1) ReferIdo a peso seco

<2) Intervalo de confianza del ~%;

<3) %de error, aplicado a la concentración certificada, en sentido positivo y negativo, en un Intervalo de confianza del ~%

Vaiores no certificados
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Tabla Y. 13.-Valoresencontradospara la dieta H-9 en pgkg’

Au±a Preclalón% LD

70±6 8,6 2,2 7,5

LD Límite de detección

L0Llmite decuantificación

Comopuedeobservarse,el valor encontradoseencuentradentro del

confianzadel certificadoprovisional.

intervalo de

V.6.2.- Aplicaciones analíticas de la técnica HG-AAS en continuo y FIA.

Los métodosanalíticosdesarrolladosen continuoy en inyecciónen flujo; sehanapli-

cadoal análisisdel contenidototal y suposiblediferenciaciónentrelas especiesinorgáni-

casde As(Ill) yAs(V) en aguasy otrasmatrices.

AGUAS: Dentro de las aguasnaturalessehan analizadoaguasde grifo, agila subterrá-

neaprocedentedeun sondeo,y un aguamineral.La TablaV. 14. muestralqs resultados

obtenidos.

Puestoqueno seobservóefectomatriz en las aguasde grifo y minerala lás queseles

adicionóel elemento,la determinaciónde As(Ill) y As(V) serealizó por calibradocon-

vencional.La especiacióndearsénicoen las muestrasde aguasubterráneaprocedentede

unazonaindustrial, dio un contenidoen arseniatode 112 ±5 ¡sg r
1 (n=5), mientrasque

la presenciade arsenitono sepudodetectar.
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TablaV.14.-Contenidosdearsénicototaly arsénico(III) endistintasmuestrasdeagua. ¡

Muestra
As total (ng mt’>

HCI BM
As(III) (ng mt’>

cltrícolcltrato (pH=3)

Agua de grifo con adición de 50
(ng mI’1) de A~flI> y As(\Q ím ±

48±2

Agua subterránea 112±5

Aguamineral 50±3 nd

nd: nodetectado.

EJERCICIO DE INTERCOMPARACIÓN DE UN AGUA <HM-91): Los métodos

desarrolladosen FíA y en continuo,se hanvalidado, El métodoen continuqsehaapli-

cadoen la determinacióndearsénicoen muestrasde agua,formandopartede un ejerci-

cio de intercomparaciónde 23 laboratorios,bajo los auspiciosdel Bureauof Comunity

ReferenceMaterial oftheEuropeanCommunities,coordinadopor el grupo dirigido por

la Dra. GemaRauretde la Universidadde Barcelona.Dicho laboratoriopreparó una

muestrasintéticade agua(HM/9 1) con distintoscontenidosde metalespesadosque se

indicana continuaciónen ¡sg mi’1: Cu (10),Ni (30), Zn (150), Cd (0,5), Cr (2,0), As, Se

(4,0), Pb(1,0)y Hg(1,5).

Losresultadosobtenidosen la determinaciónde arsénicosedetallanacontinuación:

Laboratoriosparticipantes:23

Laboratoriosseleccionados:21

Ref. denuestrolaboratorio:326

Resultados(mg kg%: 2,075;2,140;2,108; 1,848;1,881; 1,881

Media (mgkg’): 1,989±0,132

Media interlaboratorios(mg kgh: 2,059±0,360

Valor real(mg kg”): 2,000
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Los resultadosglobalesdela determinaciónde arsénico,enviadospor cli laboratorio

coordinador,semuestranen lafigura V.33.

:1
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“‘:4

-H
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2.20 2.40 2.60 2.30

Figura ‘1.33.- Resultadosde

HM/91 (mgkg”).

As globalesdel ejercicio de intercomparaciénde una muestrade agua:

La concordanciaentreel valor medioobtenidopor nosotrosy el valor real,y la media

interlaboratorios,validanuestroprocedimientoen estetipo de matriz.
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RYE GRASS: MATERIAL DE REF. CRM(281’i: La determinaciónde arsénicoen

estemateriaforma partede la certificaciónde estematerial,en la quehanparticipado25

laboratoriosde paisesintegradosen el MercadoComún. Del informe facilitado por la

CEC (CommissionoftheEuropeanCommunities)sepuededestacarquesehanaplicado

diversastécnicasanalíticascon distintostratamientospreviosde la muestralos cualesse

detallana continuación:

- ETAAS (Cámarade grafito>: combustiónen frasco de oxigeno;HNO3; HIÑO3-

H202;HNO3-HClO4-HF;H2S04-H202.

- HGAAS (GeneraciónHidruros-AbsorciónAtómica): HNO3-Mg(N03)2; HNO3-

HCIO4-HNO3-HCl.

- HGICP(HG-Plasmaacopladoinductivamente):HNO3-HCI-HCIO4.

- ICPMS (ICP-Espectroscopiade Masas):H2S04-HNO3;HiNO3-HCI-H202

- INiNA(Activación Neutrónica):mineralizacióna reflujo conHNO3-HCIO4, separa-

ción, reducción,etc... seguidade irradiaciónconneutronestérmicos.

- SETAS (Suspensiones-ETA):HNO3.

Otra dato interesantedel informe, es que no han observadoproblemasespecialesde

mineralizaciónde la muestraya quebásicamenteestá constituidapor carbohidratosy

proteínas,por lo que el empleode mediosácidos oxidanteses generalmentesuficiente

paraunamineralizacióncompleta.

Los resultadosobtenidosen la determinaciónde arsénicoen estematerialhansido.

Laboratoriosparticipantes:25

Resultados(mg kg”): 0,045;0,049; 0,055;0,061;0,069

Media(mg kg%: 0,056+ 0 010

Valor Certificado(mg kg’): .0,057±0004
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La concordanciaentre el valor certificadoy el valor obtenidopor nosotros,para 5

determinaciones,valida nuestroprocedimientoparaseraplicadoen estetipo de materia-

les.

CABELLO RUMANO. CRM (3981: Es bien sabidoque el arsénicose acumulaen el

pelo y en lasuflas,por lo que separticipóen la certificaciónde esteelementoen estetipo

de matriz. Para ello se partió de una muestra CRM n0 398 facilitada pór el BCR

(CommunityBureauofReference).

Parallevar a cabodicho análisis,setomaron0,5 g de muestraa la que se sometióa

mineralizaciónde reduccióna cenizas,esdecir, tratamientocon Mg(N0
3)JMgOtal y

comosedescribeen el apartadode procedimientos.A continuaciónsedejaenfriasy se

disuelveel residuocon HCl 61v!, enrasandoposteriormentea 25 ml. Unavez preparada

la muestrasegeneróel hidruro en las condicionesanalíticasóptimas,aplicandoel méto-

do de lasadicionesestándartantoen continuocomoen FIA.

Losresultadosobtenidos(mg kg’): 0,17;0,14;0,17;0,17;0,20;0,20

Media(mg kg”): 0,18±0,02.

Valor certificado(mg kg’): 0,31 +0 02

La diferenciaobservadaentrelos valoresobtenidosy el valor indicativo, puedeser

debidaa queel cabellohumanoesun materialdificil de mineralizarcuantitativamentepor

suelevadocontenidoen 5 y Si. Así pues,considerandolos resultadosde los láboratorios

participantes,se recomiendael empleo de ácidos oxidantesseguidode la adición de

HF/HINO3 y evaporacióna sequedad.

De hecho, no se certificó el contenidode As en estemateriapor observarseerrores

sistemáticosen sudeterminaciónqueno pudieronsercuantificados.
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VALIDACIÓN DE LOS MÉTODOS DE MINERALIZACIÓN: MUESTRA DE

MÁIZ: La validaciónde todosnuestrosmétodosde mineralizaciónsehanlleVado acabo

mediantela participaciónen un nuevo ejercicio de intercomparaciónentrelaboratorios.

La muestraelegidapara llevara caboesteestudioha sido una muestrade maíz liofiliza-

do, facilitado por el grupo dirigido por la Dra. GemaRauretde la Universidadde Bar-

celona,comoejerciciodeintercomparaciónde laboratonos.

En estecaso,sehanaplicadoala muestrapulverizadatodaslas mineralizacionesde-

talladasen el apartadode procedimientosV.3. 1, esdecir:

- HNO3-H2S04-HCIO4: en recipienteabierto calentadoen placa y enL recipientes

abiertoscalentadosen bloquede aluminio

- HNO3-V20,: en reactoresa presión.

- Mg(N03)2-MgO:víaseca.

Una vez concluidala mineralización,se diluye convenientementela muestray se ge-

nerasu hidruro en las condicionesóptimas.Lassefíalesse miden en alturade pico, apli-

candoel métodode adicionesestándar.

Losresultadosobtenidosen estamuestrahansido:

Laboratoriosparticipantes:17

Laboratoriosseleccionados:14

Ref. de nuestrolaboratorio:326

Resultados(mg kg’5: 1,300;1,220; 1,360;1,220;1,360; 1,200.

Media (mg k8’): 1,277±0,073

Media interlaboratorios(mg lcg”): 1,286±2.054
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Losresultadosglobalesdel ejerciciode intercomparaciónfacilitado por el laboratorio

coordinadorsemuestraen la FiguraV.34.

300 CTMS
320 rAAs
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FiguraV.34.-Ejerciciode intercomparación:Metalespesados.As liofilizado FD8 (mgkgt.

Es interesantedestacarquela dispersiónde resultadosobtenidospor los distintosla-

boratoriosparticipantessehajustificadocomo pérdidade analito durantela mineraliza-

cióno bien a unareducciónincompletade As(V)—> As(JII).
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‘11.2.- Generalidades sobre la especiaciónde As(llI), As(V), MMA y DMA.

VI.2. 1. Procedimientoexperimentalparala determinaciónde .4s(III), As(V), MMA y DMA mediante

Generaciónde Hidruros, en continuo, y espectrofotometríadeAbsorciónAtómica.

VL3.- La calibración mult¡variantecomotécnicadeespeciación.

VI.3.l.- Métodosdecalibración multivariante.

VL3.2.- Métodos de trabajo (algoritmos): CLS, ILS y Filtro de Kalman.

VI.3.3.- Estudio comparativo de losdiferentes métodosde calibraciónutilizados.

VL3.4.- Criteriodevalidaciónderesultados.
VI.3-5.- Procedimientoparala aplicacióndelos métodosdecalibraciónmultivariante.

VI.3.6. - Comparaciónde resultadosobtenidosen losdistintos métodosmultivariantes.

predicción(SEP).

VI.3.7.- Error relativodepredicción(REP).

VI.3.8.- Estudioparasimplificarel procedimientode calibración multivariante.

VI.3.9.- Aplicacióna muestrasreales.

Errorestándarde

CAPITULO VI

DESARROLLO DE LA METODOLOGÍA PARA LA DETERMINACIÓN DE LAS

ESPECIES DE ARSÉNICO As(III), As(V), MMA Y DMA EN MUESTRAS

MEDIQAMBIENTALES
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VI.1.- APARATOS, MATERIALES REACTIVOS Y DISOLUCIONES.

Aparatosy materiales:

- Espectrofotómetrode AbsorciónAtómicade doblehaz,Perkin-Elmermod.2380.

- Lámparade Arsénicode descargasin electrodos(EDL) conunapotenciadetrabajode

8W Perkin-Elmer.

- FuentedeenergíaexternaPerl&i-Elmer, parala utilizaciónde lámparasEDL, acoplada

al espectrofotómetro.

- RegistradorPerkin-ElmerRecordermod. 56.

- Bombaperistálticade cuatrocanalesGilson mod.HP4. Tubosde Tygonde 0,6 cc mt

- Tubode teflón de0.5 mm d.i.

- Separadorgas-liquidoPhilips.

- Célulade atomizacióndecuarzo,calentadapor unallamaaire/acetileno(20/40mI/min).

- BalanzaanalíticaSartoriuscon sensibilidadde 0,1 mg.

- pHmetrodeprecisiónCrison2001 H.

- Material volumétricodecalidadcontrastada.
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- Sistemade purificacióndeaguaMilli-Q de Millipore.

- AcetilenoextrapuroC-26 y Argón C-50 (Carburosmetálicos).

Reactivos:

Todoslos reactivosutilizadoshan sido de grado de análisiso de alta

aguadesionizadaobtenidaporun sistemaMilli-Q.

purezay el

- Acidosy bases: ácido nítrico (HNO3, Carlo Erba), ácido clorhidrico (HO, Carlo Er-

ba), ácido cítrico (C8H807H20,Merck), ácidoacético(CH3COOH, Carlo Erba),hi-

dróxido sódico(NaOH,Merck).

Disoluciones:

- Disoluciónpatrónde As(llI) de 1000 ¡sg/mI: sedisuelven0,3300g de trióxido de ar-

sénico(As2O3,Merck) en 10 ml de hidróxidosódico(NaOH) IM. Seenrasaa 250 ml

conHCI 2M.

- DisoluciónpatróndeAs(V) de 1000 ¡sg/mI: Sedisuelven0,4436g de pentóxidode ar-

sénicodihidratado(As2O5.2H20,CarloErba)en 10 ml de NaOH 1M y sellevaa 250

ml conHCI 2M.

- Disolución patrónde MMA de 1000 ¡sg/mI: Se pesan0,5291 g de CHsAsO(ONa)2

6H20y sedisuelvenen 250ml de agua.Estadisolucióncorrespondea~ ¡sg/ml de

As, concentraciónutilizada como patrónpara la preparaciónde las disolucionesde

trabajo.
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Disoluciónde DMA de 1000¡sg/ml: Sedisuelven0,1562 g de (CH3)2AsO2Na3H20 en

100 ml de aguamilli-Q. Estadisoluciónsecorrespondecon una concentraaiónmenor

de As e igual a 547 ísg/m], que al igual que en la disoluciónanterior,es la concentra-

ciónconsideradaparaprepararlas disolucionesde trabajo.

- Disolucionesde trabajode A.s(Ill), As (y), MMA y DMA, en el intervalo 10-140¡sg

sepreparandiariamentepor dilución convenienteen aguadesionizadade unadisolución

de 10 ~sgmI” obtenidaapartir de las disolucionespatrón.

- Disoluciónde borohidrurosódico(NaBH4, Aldrich) al 3% (p/v): sepreparaañadiendo

15,0g deNaBH4en unadisoluciónformadapor 5,0g de NaOH en 250 ml de aguaul-

trapura.

- Disoluciónreguladorade ácido cítrico/citratode distintospH: sepreparanañadiendoa

unadisolucióndeácidocítrico al 40%@/v) la cantidadadecuadade NaOHal 10%pa-

ra obtenerlas disolucionesconlospH detrabajo.

- Disolucionesde ácidos(HCI y CH3COOH)preparadaspordilución convenientede los

ácidosconcentrados.
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VI.2.- GENERALIDADES SOBRE LA ESPECIACIÓN DE As(III), As(V), MMA Y

DMA.

Seha demostradoquela concentracióntotal dearsénicono esunamedidaapropiada

paradeterminarla toxicidad,el impactoambientalo el efectode la exposicióhocupacio-

nal, por lo queel desarrollode métodosde especiaciónesun temapreferenteen investi-

gación.

El arsénicoseencuentraen el medioambientetantoen susformas inorgánicascomo

en susformasorgánicas.Dehecho,en el aguadela superficie del planeta,existela posi-

bilidad de queseproduzcanbiometilaciones,por lo queesposibleencontraren estetipo

de muestrasAs(llI), As(V), MMA y DMA. Sin embargo,en aguassubterráneaslas es-

peciespreferentesson las correspondientesa las formas inorgánicasde As(llI) y de

As(V). Por lo tanto, As(Ill), As(V), MMA y DMA sonlas principalesespeciesinvesti-

gadasen estosecosistemas.

La especiacióndel arsénicoespor tanto, un desafioanalítico,particularmentecuando

conciernea sistemasmedioanibientalesy biológicosya que en estetipo de muestras,los

compuestosde arsénicose encuentranen cantidadestraza en matrices más o menos

complejas(CHATTERJIEEA., 1995).

Comoya seha señaladoen el estudiobibliográfico inicial, la forma usualde especia-

ción es combinarun “tandemen línea” de las técnicascromatográficascon detectores

específicosde los elementos.Un estudiocomparativode las diferentestécnicasacopla-

dasparaAs ha sidopublicadoporEBDON y colaboradores,1988. El ácidomonometi-

larsónico(MMA), dimetilarsínico(DMA), arsenito(As(III)), y arseniato(As(V)) hansi-

do extensivamentedeterminadospor métodosque incluyenfundamentalmenteintercam-

bio aniónico-homode grafito-absorciónatómica(PACEY G.E., 1981) o cromatografia

iónica acopladaa la generaciónde hidruros ICP-AES o MIiP-AES (SCHRAMEL P•,
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1992;CREEDJ.T., 1988). La electroforesiscapilaracopladaa un detectorUV también

se ha empleadocomotécnicade especiación(MORIIN P., 1992).Estosmétddosrequie-

ren usualmentepreconcentraciónantesde la determinacióna fin de disminuir los limites

de deteccióny reducirlas interferencias.La combinaciónde la generaciónde hidrurosy

el atrapamientocriogénicoparapreconcentrarla arsina,seguidode la desorcióntérmica

selectiva,seempleafrecuentementeparaexaltarla sensibilidad.

A pesarde la habilidadde las técnicascombinadasparaseparary determinarde for-

maindividualizadalas especiesdel arsénico,aparecenalgunosproblemasen la metodo-

logia del acoplamiento.Esto es debido a la dificultad de encontrarinterfasósadecuada

entrelos sistemas,segastamuchotiempo debido a que los procesosson relativamente

lentos,los análisissongeneralmentecarosy senecesitapersonalaltamenteentrenado.

La bibliograflaacercadela reducciónselectivade las especiesde arsénicoala forma

de los hidrurosseñalael potencialconsiderablede estosmétodosparapropo~cionarpro-

cedimientosde especiaciónrápidos,capacesy prácticosparael análisis de &an número

demuestras.

PAHLAVANPOUR y THOMPSON, 1981; HNNER,1980 y ARIBAB-ZAVAR,

1980, describencomo ya previamentehemosseñalado,procedimientosde especiaciónen

este sentido.ANDERSON y colaboradores,1986, distinguenlas formas inorgánicasy

metiladasdel arsénicopor reducciónselectivaa los hidrurosen mediosácidosno usuales

seguidosporsu determinaciónpor AAS o ICP-AES.

Unproblemaquepresentala especiaciónpor reducciónselectiva,es queen la mayo-

ríade los casos,no puedeemplearsedebidoa la bajaselectividaden la determinaciónde

las especies;sin embargo,estalínea de investigaciónjunto con los métodosde calibra-

ción multivariante,presentanla gran ventaja de unamayor simplicidad instrumentaly
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comoconsecuenciaesun caminoalternativoparallevar acabola diferenciacióndeespe-

ciesenlaboratoriosmenosdotados.

Un estudio previo realizadopor nosotrossobre las interferenciasque produceel

MMA y DMA en la generaciónde la arsinadesdeAs(III) en concentraciónde 60 ng

mostróquela presenciadeMMA en mediocítrico/citrato,superiora 180 ng no inter-

fería, mientrasqueen medioHCI 6M empezabaa interferir a concentracionessupenores

a 30 ng ~ y seproducíaun aumentoen la señaldel As(Ill) del 20%paraunaconcentra-

cióndeMMA de 60 ng 1”.

Parala especieDMA, el nivel de interferenciasen el medio cítrico/citrat9 es mayor

queparael casodel MMA, sólo setolerauna proporciónAs(Ill):DMA de 1:1. En HCI

6M el efectointerferente,producidopor el DMA, essignificativamentemasbajo queel

producidopor el MMA. Lasinterferenciascausadaspor ambasespeciesse deben,flin-

damentalínente,a la formaciónde susrespectivoshidrurosquellegan ala célula de ato-

mizaciónjunto conel hidrurode la especieAs(III).

Conestosprecedentes,la reducciónselectivade las distintasespeciesAs(ILI), As(V),

MMA y DMA a suscorrespondienteshidruros,combinadacon la calibraciónmultiva-

riante,en principio podríapermitir la determinaciónsimultáneade las distintasespecies

presentesen unamatriz compleja.Además,la calibraciónmultivariante permiteobtener

informacióncuantitativay selectivaapartir de medidasno selectivas.El potencialanalíti-

co de estatécnicasurgede combinar: 1~) desdeel punto de vistaquímico,el comporta-

mientode las distintasespeciesen diferentesmediosácidosparala reducciónselectivade

los correspondienteshidrurosy 20) la aplicaciónde 3 métodosdistintosde la calibración

multivariantehasido el objetivo deestapartedela memona.
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VI 2.1.- Procedimiento experimental

Seha empleadoel mismosistemadiseñadoparael métodode la generacióndehidru-

rosen continuo(FiguraV.2.) Lasdisolucionesquecontienenlas especiesde arsénico,el

NaBH.~ al 3%y el ácido correspondiente,seintroducenen el sistemade flujo continuoa

travésde unabombaperistáltica.Despuésde pasarla mezcla al separadorgas liquido,

las arsinasgeneradassonconducidasala célulade atomizaciónporel flujo de argón.Los

parámetrosexperimentalesóptimosvienendadosen la TablaVI. 1 así como los medios

ácidoselegidosparallevar acaboesteestudio.

Tabla ‘11.1.- Parámetros experimentalespara la generaciónde los hidruros a partir de

MidA y DMA medianteun sistemadeflujo continuo.

As(III), As(V),

Parámetro Datos

Flujo de Argán 83 mi m1n1

Velocidad de la bomba 1,3 ml mio”

ConcenÚaei&i de NaBH
4 3%(ph)

Ácidos para la generación HOI: ~, IM, O,SM

AcH: 1M

cltrtca/cttrato: pH=2 y pHM
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VI.3.- LA CALIBRACIÓN MULTIVARIANTE COMO TÉCNICA DE

ESPECIACIÓN.

Parala determinaciónde las cuatroespecies,seseleccionaroncuatromedios

ración: HCl 6M, HCI 1M, disoluciónamortiguadorade citrico/citrato depH2

de gene-

ypH=4.

Los resultadosobtenidosde las absorbanciasde los hidruroscorrespondientessere-

cogenen las TablasVL2-5 y en lasFigurasVI. 1-4

Tabla ‘1L2.- CalibradosdeAglil), As(V), MMA y DMA enHCI 6M

ng mt” ~L
0~4±O(tU

O

O ~tO.CC1

MMA DMA.

10 &W&~.W1 0.01Osflrni

20 O.O4Sjflr O.~QW.W2 O.O~.W2 Oflí ~

43 0.07~.~1 O.~tO.W2 O.O71~.~ o.ml±0rn2

80 0.I~5±Orn1 0rn8t0.~2 Orn7jfl.W2 O.0O±OX1

80 o.io~orni O.102±0.~ oi~.mi 0.~31flW2

ff0 0.124t0W2 0.12~flr O.1~tO.W2

Tabla ‘11.3.- CalibradosdeAs(Ll1), MV), MidA y DMA enMCI 1M

no mr
1 —tZ!UL——

0O~.W1
~Q

o.oie~rni
MMA DMA

10 O.019ff.W2 OO18ifl~1

20 O.~IO.~2 0.028±0.W2 ~ OO2~W2

40 acEo±o.c02 O.O46~.WI D.047~.W2 0.W7iO.~1

80 O.067~.~ O.~IO.~1 ~ 0~O±orni

80 OíE8~~2 O.O7~W2 O.~3iflW1 O.~8inrni

O.101~rn2 o.~4wrn2 O.~IO.m1
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Tabla ‘11.4.- Calibrados de AS(III, As(V),MiMA y DMA en cítrico/citrato de pH=2

ri mr1 As(III) As(V) MMA DMA

10 o.o~rni — 0.OlQiflW2 OfllS±OQJ2

20 Oí~jOD)2 — 0.015ffl~2 0.023±0.022

43 0.~&±0ffl2 O.~±0.aB 0.020±0.022 0.043±0.021

80 0.077±0.022 0.~±0.022 0.~0.W2 0.~±0.021

80 0.~.022 0.011±0.022 0.046±0.022 0.073±0022

102 0.11Q±0.~ a020±0.022 0.~7±0.W2 0.066±0.021

Tabla‘11.5.- CalibradosdeAs(IIID, As(V), MMA y DMA en cítrico/citrato de pH4

jg~¡~

10

MMA DMA

O.0~.W2 — — 0.01010.022

20 &~i0.022 — — 0.018±0.022

43 0.~QWrn2 0.024±0.022 0.024±0.022 0.W2±O.022

80 0.WQffl02l 0.02~.0.022 0.~.022 0.043±0.022

80 0.~±0.W2 0.~.W2 O.W7±O.~ 0.066±0.021

102 0.117±0.022 0.010±0.022 0.~0.022 0068±0.022

Comosepuedever en lasTablasVI.2-5, las respuestasobtenidasa partir de las dis-

tintas especies,en los diferentesmedios ácidos,mantienenuna eficienciarelativamente

constanteconrespectoa la señalobtenidaparael As(III), por lo quesepensóquela de-

terminaciónconjuntaeraposible.
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Figura‘11.1.-CalibradosdeAS(I1I), As(V), MMAy DMA en medioHO 6M.
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Figura ‘11.2.- Calibrados de As(llI). As(V), MiMA y DMA en medio HCI LM.
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Figura ‘11.3.- Calibrados de As(III), MV). MMA y DMA en mediocítrico/citrato dep?h2.
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VI.3.1.- Métodos de calibración multivariante.

En un primermomento,sepensóqueerasuficienteel planteamientode un sistemade

cuatroecuacionescon cuatroincógnitas,de forma análogaa comosehabíahecho en un

trabajopara la determinaciónde especiesde plomo (DtJLIVO A., 1986). Ahora bien,

como la informaciónque puedeobtenersede las señalesmedidasen funciónde unasola

variable es limitada, se ha recurrido al análisis multivariante para resbíver este

“problema”.

De hechola calibracióntradicionalunivariante,admiteque el método de medidaes

selectivoparael constituyenteque se va a determinar,por lo que esteprocesode cali-

braciónno puedeaplicarsecuandolas medidasestánsujetasa interferenciasfisicas,quí-

micas,debidasa fenómenosde la propiamuestrao bien, a interferenciasexperimentales

del propioprocesode medida.

La calibraciónmultivarianteofreceunasoluciónalternativaa estosproblemasya que

permite la determinaciónsimultáneade la concentraciónde distintos componentesen

muestrascomplejas,es decir, aplicandométodosde calibraciónmultivariantese puede

obtenerinformacióncuantitativay selectivaapartirde datospoco selectivos.(TAULER

R., 1991).

Losmétodosde calibraciónmultivariantesuponenqueexisteunarelaciónlineal entre

la absorbanciay la concentraciónde los componentesaunque,en algunoscasos,también

se han desarrolladoalgoritmospara sistemasno lineales.Básicamenteconsiande dos

etapasbien diferenciadas.La primerade ellas esla etapade calibración, dondeserela-

cionanla absorbanciay la concentraciónde unasmezclasde referencia.En la segunda

etapao etapadepredicción, los resultadosobtenidosen la calibraciónseutilizan para

estimaro predecirla concentraciónde unamuestradesconocida.
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Existendistintosmétodosde calibraciónmultivarianteentrelos que sepu’edendesta-

car:

MétodosdeRegresiónLineal

- Regresiónlineal clásicapor mínimos cuadrados,también llamado análisis multicom-

ponenteclásico,(ClassicalLeastSquares)CLS.

- Regresióninversapormínimoscuadrados,(InverseLeastSquares)RS.

- Regresiónporcomponentesprincipales,(Principal ComponentRegresion) PCR.

- Regresiónpormininios cuadradosparciales,(PartialLeastSquares)PLS.

MétodosIterativos

- Filtro deKaiman.

- Siniplex.

No existe,a priori, ningúncriterio de selecciónque nos indique cual de estosméto-

dosesel mejor. De hecho,Haalandy Thomasrecomiendanquesecomparen~iempreva-

rios métodosparacadaproblema(HAALAND D.M., 1988). Otros autores;intentando

respondera la preguntade ¿quémétodoes el mejor?,hanestudiadoy comparadomate-

máticamentelos distintosmétodos,concluyendoquecadaproblemaesdiferentey por lo

tanto,no hay ningunarazónparapensarque un métodoesmejorqueotro (LAiNG PM,

1993).
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En el presentetrabajosehanutilizado y comparadoun métododirecto de regresión

lineal (CLS), un métodoinverso(RS)y un métodoiterativo(Filtro deKalman).

Todoslos métodosde calibraciónmultivariantepartendedosconjuntosdé datos:

A: conjuntode respuestasinstrumentales,en nuestrocaso absorbancias,que seagrupan

de forma ordenadaenunatablao matriz de datosde dimensiones(r x m), siendor los

mediosde generacióny m las mezclasutilizadas. ¡

C: conjuntodedatosconstituidospor las concentracionesconocidasde n analitos,com-

ponentes,sobrelas m disolucionesmezclapatrón,luegode dimensiones(nx m).

En todos los métodosde calibraciónmultivariantesebuscala relaciónque existeen-

tre estasdosmatricesdetal maneraque,unavezconocidaestarelación,sepuedautilizar

en lapredicciónde las concentracionesde analitoen las disolucionesproblema.

VL3.2.- Método de trabajo <algoritmos): CLS, ILS y Filtro de Kaíman.

Parapoder aplicar los métodosde calibraciónmultivariantees necesariohacerun

buendiseñode las mezclasque vamosa medir en la calibracióny así garanfizar que se

han consideradolas posiblesvariacionesquepuedenafectara los resultados1en la etapa

de predicción.Existen distintos diseñosparala selecciónde las mezclas(BRERETON

R.G., 1990),(GLICK M., 1991)perosiemprehay queteneren cuentaque, el númerode

ecuacionesha de sermayor que el númerode incógnitas,esdecir, debemos~obtenerun

sistemasuperdeterminado.
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El diseñofactorialesuno de los masutilizadospuesenglobalasposiblescombinacio-

nesdelos componentesen los nivelesdeconcentraciónestudiados.Ahora bien,coneste

diseño el númerode combinacionespuedeser muy elevado,por lo que se sueleutilizar

diseñofactorialfraccionado,en el que seseleccionanuna seriede combinaciónesrepre-

sentativa del total, parala obtenciónde la matriz de calibración, de tal maneraque se

llegueaun compromisoentrelos resultadosobtenidosy el volumende trabajo.

El diseñoaleatorioestambiénmuy utilizado pero tieneel inconvenientede que si el

número de disolucionesseleccionadoes pequeño,puedeno abarcartodo. el espacio

muestra]y como consecuenciacometermáserror que si utilizamos el método factorial

simplificado. Ahorabien, si el númerode disolucionesseleccionadases suficientemente

grande,ambosmétodossoncomparables(THOMAS EV., 1990).

Otrométodoquetambiénseutiliza paraestosdiseñosesel métodosimpl¿xcentrado,

queno hay queconfundircon la optimizaciónsimplex ni con la calibraciónsimplex. Este

métodoreduceaúnmásel númerode disolucionesseleccionadasque el métodofactorial

simplificado porlo quesu aplicacióneslin’>itada.(BRERETONR.G., 1990).

En el presentetrabajoseha utilizado un diseñofactorial simplexde los denominados

cerrado,“closure”, quesecaracterizanpor seleccionarde un diseñofactorial~ las combi-

nacionesque sumanun determinadovalor. Deestamaneraseprepararon35 disoluciones

y semidieronlas absorbanciascorrespondientesacadaunade las mezclasmedidasen los

distintosmediosácidosde generaciónseleccionados(seismedios).

Una vez obtenidaslas respuestasinstrumentalesse procedióa la aplicación de un

métododirecto de calibraciónmultivariante(CLS), un métodoinverso (RS)y un méto-

do iterativo (Filtro de KALMAN).

Todosestasmétodospartendel cumplimientode la ley de Beer:
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A=KC

Aim K1, C1,A1,

A,,

rx xi nxmr x xxi

Siendo:

r: mediosde generación

ni: mezclas

n: componentes

A~1: Absorbanciade la mezclajen el medio generador

I<~,~: Absortividaddel componenteh en el mediogenerador

Concentracióndel componenteIi en la mezclaj

Es decir, el conjuntoderespuestasinstrumentales(Absorbancias)obtenidas,paralas

m mezclaspatrónde los cuatrocomponentes(As(ll1), As(V), MMA y DMA), en los seis

mediosde generaciónseleccionados(HCI 6M, 1M, 0.5M, Cítrico/citratode pH=2, pH4

y AcH 1M), se agrupande forma ordenadaen unamatriz de datos(A) de dimensiones
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(rxm) dondecadafila secorrespondeconlas absorbanciasobtenidasen cadamedio para

cadaunade lasmezclas.

Por otro lado, el conjuntode datosconstituidopor las concentracionesde los n ana-

litos, en las m disolucionestambiénseagrupande formaordenadaen unamatriz (C) de

dimensiones(n4n) en dondelas filas son las concentracionesde los componentesen ca-

da unade las disolucionespatrónutilizadasen el procesodecalibración.

Como ya hemosdicho, en los métodosde calibraciónmultivariante sebuscala rela-

ción (matriz K o P) queexisteentreambosconjuntosde datos,de tal maneraque una

vez calculada,sepuedautilizar parapredecirlas concentracionesde los cuatroanalitos

en disolucionesproblemaen las quesehaobtenidola respuestaanalítica.

El cálculode la matriz de correlaciónentre(A) y (C), esdecir,(Ko P) sellevaa cabo

aplicandolos algoritmoscorrespondientesa cadauno de los métodosy que s~ detallana

continuación:

Calibraciónclásica(CLS) Algoritmo

Calibración:A = KC

K ACT(CCT)¡

Predicción: a = ¡Cc

c = (KTK)IKTa
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Calibracióninversa(ILS) Algoritmo

Calibración:C= PA

Si rn,

P= CAT(AATY~

Predicción: c = Pa

Filtro de ¡Calman.Algoritmo

Calibración: A = ¡CC

Modelo AT = CTKT

Paracadamedio(r) seleccionado:

It- k(0) = 0, P(0)= 1061,R 1 10”

2o.~ g(i + 1) = P(i)cj(i + 1) / [IR+ c4Ii + 1)P(i)c0T(i+ 1)]

P(i + 1) = [1- g(i +I)c0(i + 1)]P(i)[I - g(i + 1)c~(i + l)]T + g(i + 1)RgT(i +~ 1)

k(i + 1) = k(i) + g(i + 1)[a0(i + 1)— c0(i + 1)k(i)]

para i = 1, 2, ..., m mezclaspatrón.
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Predicción

:

Modelo a = ¡Cc

l~- c(0) = 0, P(0) = 1061,R = 1 x 10~

2O~ g(i + 1) = P(i)kT(i + 1)1 [R + k(i + 1)P(i)k’(i + 1)]

P(i + 1) = [1—g(i + 1)k(i + 1)]P(i)[I — g(i + 1)k(i + 1)]T + g(i + 1)RgT(i + 1)

c(i + 1) = c(i) + g(i + fl[a(i +1) - k(i + 1)c(i)J

parai = 1, 2, . ..r mediosseleccionados

siendo:

(i) valor que indicala iteración,unapor cadafila de la matriz CT

g(i) matriz (n x 1) llamadafactor degananciaKalman

k(i) matriz (n>< 1) quecontienenla constantede proporcionalidadestimadaén cadaite-

ración

P(i) matriz varianza-covarianza,de dimensiones(n x n)

c(i) matriz (1 x n) de concentracióndencomponentesen la mezclai, esdeci¿la fila i de

la matriz CT

R esun escalarquerepresentala varianzadel ruido delblanco

1 matriz identidadde dimensiones(n x n)

Dado queel filtro de Kalmanesun métodoiterativo, senecesitanvaloresinicialesde

P(i), k(i) en calibración,C(i) en prediccióny Rparacomenzarel procedimiento.Cuando

no tenemosinformacióndisponible a priori, se inicia generalmentecon losvaloresde

k(0) = O en calibración,C(0) = O en prediccióny P(0)= ¿1. Poulissesugierequeu sea

lo másgrandeposibley proponeunaecuaciónempíricaparasu estimación.(POULISSE

H.N.J., 1979)y paraR se tomaun valor por debajodel nivel del ruido. Algunosautores
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recomiendanquecuandoexistendiferentesposibilidades,setome el valor másbajoposi-

ble ya quegeneralmenteestevalor no afectaa los resultadosdel cálculo en un amplio

intervalo(MU Y.M., 1988).

VI.3.3.- Estudio teórico comparativo de los diferentes métodos de calibra-

cIón utilizados.

El métodoclásico de calibraciónCLS, precisaincluir en el modelo todaslas causas

que afectenala matriz de respuesta,es decir, la concentraciónde los analitós,la de los

posiblesinterferentesasícomocualquierotracausaquepuedavariar la respuestainstru-

mental. Segúnestopodemosindicar quela mayordesventajadel método de calibración

CLS esquehan de serconocidostodoslos componentesquímicosque intetfieren en el

sistemaeincluirlos en la calibración.

En cambio,el métodoJIS permitela evaluaciónde las concentracionesde los anali-

tos de interésaúnen presenciade otrasfuentesde variaciónno contempladasen la for-

mulacióndel modelo. (TAULER R., 1991)por lo queconestemétodoseminimizanlos

erroresde concentración.Además,presentala granventajade queel análisisbasadoen

estemodeloes invariablerespectoal númerode componentes(n) incluidosen el análisis

(HAALAND DM., 1988>.

La utilización de un métodoiterativo comoel filtro de Kalnianparael análisismulti-

componente,tambiénrequiereun conocimientoprevio de la matriz de absorbanciasmo-

lareso específicas(K), comoen CLS y en RS. Estamatriz puedeobtenersemediante

distintosprocedimientos:i) a partir de las absorbanciasde los componentespuros; u)

mediantecalibración multivariante a partir de mezclaspatronesutilizando el algoritmo

CLS; iii) porregresiónsecuencialde las absorbanciasobtenidasdurantela calibraciónpa-
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ra las concentracionespatronesutilizando el algoritmo basadoen el filtro de Kalman,

(BROWN S.D., 1991).

Una vez que se ha calculadola matriz de calibración 14 se puededetez4ninaruna

concentracióndesconocidamidiendoabsorbanciasy usandoun métodoiterativo, como

el filtro de Kahnan,en lugarde utilizarun métododeregresiónlineal comoel CLS.

Ahorabien, el filtro de Kalinanpresentaunagranventajasobreel CLS, y éstaes que

no necesitarealizarinversiónde matrices. (PÉREZ-ARRIBAS LV., 1993).

VI.3.4.- Criterios de validación de resultados.

Es importantequeun método analítico estélibre de erroressistemáticos,es decir,

queel valor obtenidoen la determinaciónde un analito seael valor verdadero.Ahora

bien, la existenciade erroresaleatoriosimpidenque la cantidadmedidaseaexactamente

igual al valor verdadero,inclusoen ausenciadeerroressistemáticos.Cuandoséhaceuna

determinación,sin teneruna idea previa de las medidasexperimentales,los resultados

puedentenerdesviacionespositivas o negativasrespectoal valor verdadero.Estaes la

razónpor la que senecesitadisponerdeunapruebaquecubraambasposibilidades.Esta

pruebasedenominabilateralo pruebade doscolas.

Por todoesto,cuandoseponeapuntoun método,esnecesarioaplicarunáspruebas

estadísticasllamadaspruebasde significación, mediantelas cualespodemosapreciarsi

las diferenciasentredos resultadosexperimentalessono no significativas.

Hastaaquí se ha habladode la necesidadde detectarerroressistemáticos,pero en

muchoscasoses importantedetenninarerroresaleatoriosa travésde las desviaciones

estándar.
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La pruebaF considerala razónentredos varianzas,es decir, la razónde los cuadra-

dosde las desviacionesestándar.Si el valorde F excededeun valor conocidoy tabulado

(Fcritico) entoncesse puededecir queexistendiferenciasentre ambasdesviácioneses-

tándaresal nivel de significacióny del tamañode las muestrasdeterminado.

Ademásde los erroresexperimentaleses importantedetectary determinarlas ano-

malíasu “outliers>’ debidasa fenómenosinesperadostalescomoruidosinespecíficos,de-

rivas instrumentales...

No todaslas anomalíasrepresentanerroresinútiles (“outllers malos”) puesalgunos

nospuedenconduciraunainformaciónmuy valiosa,por lo quesepuededecir queexis-

ten ciertos datos, que si bien estánfuera de un límite, no son totalmenteerróneoso

anormales,por lo queparaqueel aprovechamientode los datosseaóptimo, esmuy im-

portantedetectarlos.La calibraciónmultivarianteconstituyeunaherramientamuy pode-

rosaparadetectaréstosde forma automática.

V¡.3.5.-Procedimiento para la aplicación de los métodos de calibración

multivariante.

ParaUevara cabola etapadecalibracióncomose ha dicho anteriormente,en esta

experienciasehautilizado un diseñofactorial simplexcenadoparacuatrocomponentes

en cinconivelesde concentración.

Considerandoque en las muestrasambientalespuedehaberausenciade algunasde

estasespecies,sehanincluido “ceros” en el diseño.Ahora bien,parano complicaren ex-

ceso,ni introducir demasiadasindeterminaciones,sólo sehan contempladolas ausencias
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de las especiesinorgánicaspor ser las mástóxicas y comoconsecuenciason las especies

que exigenun mayorcontrol.

De estamanera,los intervalosde concentraciónempleadoshan sidolos siguientes:

Arsénicoinorgánico(111 y V): intervalode concentraciónde O - 40 ng mi4

nivellO ngn’i14

2 = 10

3 = 20

4 = 30

5 =40

Arsénicoorgánico(MMA y DMA): intervalode concentraciónde 10 - 50 ng mt4

nivelllO ngmi’1

2 = 20

3=30

4 =40

5 = 50

Como seha dichoanteriormente,paraaplicarmétodosde calibraciónmultivariantees

necesariodisponerde sistemassuperdeterminados.Como consecuenciade esto,seselec-

cionanseismediosparala generaciónde la arsinaapartir delas distintasmezclas.

Los mediosseleccionadosson: HCI 61v!, HCI 1M, HCl O.5M, cítrico/citrato depH2

y cítrico/citrato depH=4. La elecciónde estosmediosse ha basadoen la utilización de
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éstosen distintaspanesde estetrabajo.Al sernecesariootro medio másde generación

más,seha escogidoel AcH 1 M recomendadoparala reducciónselectivadeespeciesde

As (ANDERSON R.K., 1986).

En conjunto,resultaron35 mezclas,con60 ng mL1 de concentracióntotal, obtenién-

doselas absorbanciasmediantela generaciónde suhidruro en los distintosmediosselec-

cionados:HCI 614 HCI 114 HCI 0.514 AcH 114 cítrico/citrato de pH=2 y cítri-

co/citratodepH=4 queseincluyenen laTablaVI.6.

Además,al poderinfluir la referenciautilizadaparala normalizaciónde los datos,se

utilizarondosreferencias:

SERIE A: la disoluciónde referenciaesunadisoluciónde 60 ng mL’ de As(Ill).

SERIEB: la disoluciónde referenciaesunamezclade As(llI), As(V), MMA y DMA

20, 20, 30, 30 ng ml’4 respectivamente’
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Unavezobtenidastodaslas absorbanciascorrespondientesa las 35 mezclasprepara-

das,seha procedidoa la aplicaciónde los algoritmoscorrespondientesa la calibración

CLS, JIS y filtro de Kalmananteriormentedescritossi bieny con el fin de detectarlos

posibleserroresinútiles,seaplicóel criterio F parala determinacióndedatos que están

fUera de rango“outliers” (MARTENS H., 1989). Como este criterio detecta “outliers

buenosy malos”aplicamosel métododel efectoleva,másconocidopor “Leverage” para

confirmardichosdatos.Mediantela aplicaciónde estosdos criterios, consideramosda-

tos erróneosaquellosquecoincidenen ambos.Ennuestrocasono hacoincidido ninguna

mezclapor lo queno eliminamosningunade ellas.

Antesde exponerlos resultadosobtenidos,sedetallanestosdoscriteriosútilizados.

~ñoF

En el criterio F seconsiderala razónde dosvarianzas,esdecir, la razón‘de los cua-

dradosde las desviacionesestándar.Si el valor calculadodeF excedeun ciertovalor ta-

bulado,F crítico,entoncesserechazael dato.El valortabuladodeF dependedel tamaño

de las muestras,del nivel de significacióny del tipo de pruebarealizada.

Parala eliminacióndedatossegúnestecriterio seaplicanlas siguientesecuaciones:

* Varianzaresidualdeunamezcladecalibración:
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* Varianzaresidualtotal:

El valor deF~1 secomparacon el valordeF<,~ ( y1, y2,

= puesto
= encontrado

= n(m-l

)

m
y2 n(m-l)

= 0.05

n = de componentes

m = mezclas

r = medios

a) correspondiente

2s (rl)
Fcd= s

2(r)

siendo:
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~ge

Parala aplicacióndeestecriterio,hayque considerarquecuandoseaplicaa métodos

multivariantesbasadosen una regresiónlineal, CLS e ILS, o bien en métodositerativos,

filtro de ¡CALMAN, A es la matriz de absorbanciasen calibracióny cuyasdimensiones

sonr x m, siendor losmediosdegeneraciónutilizadosy m las mezclasempleadas.

Unavez hechasestasconsideracionesserealizanlos siguientespasos:

(WEISBERG5., 1985)

1o)(AAT)(rxr)

20) (AAT y” = (r x r)

30) Paracadamezcla

aT(AAT )‘Ig = h; dondeh (leverage)estácomprendidoentreO y 1, y a es’ el vectorde

absorbanciamedidoparacadamezclaen cadamedio.

a
1)

a,2
a,3
a,4
a1,
a16

=

40) Cuandoh,~1 > h~ setratade un “outlier”; h~= 2_medios
mezclas(HOCKING

R.R., 1983)

Cuandoamboscriterios,F y Leverage,coincidenparaunamismamezcla~eelimina el

dato.
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Una vez aplicadoslos dos criterios de eliminaciónde datosy comprobadosque no

debemoseliminar ningunamezcla,ya quetodosson “outliers buenos”,paralos tresmé-

todosde calibraciónestudiados,sehacalculadoel % de errorde calibracióny la desvia-

ción estándarde cadauno de los componentesen la determinaciónconjunta,mediante

las siguientesecuaciones:

% Errorencalibración:

de estaforma calculamosel error en % del componentei en el conjunto

calibración.

de mezclasde

Desviaciónestándar:

En

Z(~1 .~cJ2
%Errorcal= >400

En

Za12

SD=
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Los resultadosobtenidos,paracadaseriede datos,semuestranen las TablasVI.7y,

VI.8:

TablaVL7.- Valoresde % deerrordecalibración,desviaciónestándar,paralos métodosde calibración

multivafianteutilizados,paraun nivel designificacióndc «=0.05y Limite deDetección.(SERIE A).

CLS ¡LS Filtro de KALMAN
% Error cal Desv. Estand 96 Error cal Desv. Estand 96 Error cal Den Estand

QUL......
~

MMA

27.3 4.1 fl.7 3.6 27.2 41
81.0 12.2 ~.7 6.6 67.4 10.1

C.2 9.3 27.0 6.3 E.3 8.9

DMA 81.8 143 32.3 7.5 58.3 135

Um.Detecc. 5.2 ng mr’ 49no mr’ 5.4 ng mr’

Tabla VL8.- % de error de calibración,desviaciónestándar,paraun nivel de significaciónde «=0.05y

Límite deDetección.(SERIEB).

CLS ILS Filtro de¡CALMAN

96 Error cal Desv. Eatand 96 Error cal Cmv, Estand 96 Error cal Cmv. Estand

As III 316 46 fl.7 3.6 31.1 47

As 72.5 10.9 42.3 6.4 SS 8.9

MMA 41.1 95 28.7 85 42.3

DMA 57.0 13.2 32.3 7.5 56.3 13.1

Lim.Dd~. 4.6ngml” 3.9agmi’ 5.1 ngml”

A la vistade estosresultadosen ambasseries,sepuededestacarqueen lá calibración

con el método inverso JIS seobtienenmejoresresultadosya que presentavaloresde

desviaciónestándaralgo másbajosque los de los otros métodos,esdecir ~salgo más

preciso,y sobretodo esmuchomásexactotal y comolo demuestralos valoresde % de

error de calibración.

Unavez quehemosterminadola etapade calibración,seprocedea la realizaciónde

la segundaetapadel análisismultivariante,esdecir, la etapade predicción.
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Paraello, sepreparan10 mezclasde los cuatrocomponentes,obtenidasmedianteun

diseñoaleatorioy cuyasconcentracionesestáncomprendidasentreO y 35 u8 mV
1, mi-

diendosusabsorbanciasen los mediosácidosde generaciónseleccionados.El diseñode

las diezmezclasvienereseñadoenla TablaVI.9.

Lasabsorbanciasobtenidasparaestamezclas,tambiénsenormalizaroncondosrefe-

renciasdistintascon el fin de comprobarsi afectabaa los resultados,el normalizarcon

unadisoluciónde un sólo componenterespectoanormalizarconunamezcladelos cua-

tro componentes.

Tabla‘11.9.-Diseñode lasdiez mezclasdelos cuatrocomponentesutilizadasenla etapaáepredicción

(ngni]’1).

Mezclat ft~(¡fl¡
0

MMA DMA

1 20

2 20 25 15

3 3D 25 20 15

4 25 0 20 25

5 20 30 32 30

6 25 15 25

7 32 32 25 20

8 15 20 32 30

9 32 15 15 32

10 25 20 25 15

SerieA: la disoluciónde referenciaesunadisoluciónde 60 ng/ml de As(IIÍ)

SerieB: la disoluciónde referenciaeraunamezcladeAs(Ill), As(V), MMA, DMA:

20,20,30,30 ng mIt
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Con los datosexperimentalesobtenidos,seaplicael algoritmo correspondientea esta

etapaparacadamétodode calibraciónmultivarianteobjetodeesteestudio

VI.3.6.- Estudio comparativo de los resultados obtenidos en los ‘distintos

métodos de calibración. Error estándar de predicción (SEP).

En el presentetrabajo,parala comparaciónde los tresmétodosde calibraciónmulti-

varianteestudiados,seha utilizado lapruebaF quenosda la razónde los cuadradosde

loserroresestándardepredicción(SEP),calculadosapartir de las siguientesecuaciones:

siendoni,, el númerodemuestrasutilizadasen predicción.

Los resultadosobtenidosserecogenen las TablasVI.10 y VI. 11.

Tabla‘11.10.- Valoresdelos erroresestándardepredicciónen ILS, paralascuatroespeciesdearsénico,

empleandodosreferenciasdistintas,utilizando 10 mezclasdepredicción.

SEP
¡LS (sedeA) ¡LS (serles)

6.3 5.4

7.9 6.2
MMA 8.0 6.4

DMA i&i 10.9
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Como puedeverseen estaTabla VI. 10, seobtienenerroresestándarde predicción

algo masaltoscuandosenormalizanlos valoresde las absorbanciascon un sólo compo-

nente.

Ahorabien,paraver si estasseriessoncomparablesaplicamosel criterio

do los valoresde F quesemuestranenla TablaVI.11.

F obtemen-

TabIaVLlL- ValoresdeFparacompararlasseriesAyB.

F <Serte AISerie B)
1.4

1.6

MMA 1.6

DMA 1.4

A la vistade estosresultadossepuededecirqueno existendiferenciassignificativas

entrelas dosseriesporlo queapartir de estepunto,seutilizará comomezclade referen-

cia parala normalizaciónde los datosde absorbancia,unadisoluciónde 60 ng mt4 de

As(Ill) ya queesmenosprobablecometererroresen su preparación.

Unavezseleccionadala serieA de los datos,seprocedea lacomparaciónde resulta-

dosen los tresmétodosdecalibraciónutilizados: CLS, JISy fitro deKalman.

Los resultadosde estacomparaciónsemuestranen las TablasVI. 12 y VI. 13.
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Tabla‘11.12.- Valoresde erroresestándardepredicciónparalas cuatroespeciesdearsénico,utilizando

10 mezclasdepredicción.(SERIEA).

SUP

CLS ¡LS Kalman

7.7 6.3 7.1
AsC~ 12.4 7.9 11.8

MMA 9.8 80 12.1

DMA 17.7 i&i 22.3 ¡

Como sepuedever, los erroresmasbajos en conjunto, paralas cuatroespeciesse

obtienencuandoseaplicael métodoJIS.

A continuaciónparacomprobarsi existeno no diferenciassignificativasentrelos tres

métodos,seaplicael criterio F.

Si Fcal >Fcrit los métodosno soncomparables.

Fcrit(ctpO.OS»3.7
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Tabla ‘11.13.- Valorescorrespondientesa lasF calculadasparacompararlos tresmétodosdecalibración

multivarianteutilizados:CLS, RSy filtro deKalnian.

CLSIILS CLSIKASLMAN KALMANIILS

1.5 1.2 1.3

2.5 1.1 2.2
MMA 1.4 1.6 2,3

DMA 1.8 1.6 29

A la vistade estatablapuededestacarsequetodos los valoresde F sonmás peque-

ñosqueel correspondientea Fcrit, paract~=O.05,por lo que los tres métodosson com-

parables.

VI.3.7.- Error relativo de predicción <REP)

Para cuantificarel errorglobal cometidoen la determinaciónde cadacomponente,

cuandoserealizaestadeterminaciónconjuntamediantelos métodosde calibraciónmuí-

tivariante, se utiliza el error relativo de predicciónque se calcula mediantela siguiente

ecuación:
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Aplicando estaecuacióna los valoresobtenidospara las diezmezclasde predicción

utilizadasseobtienenlos siguienteserrores,TablaVI. 14:

se caliNaTabla‘11.14.- Valoresdel error relativo de predicciónen % paracadacomponentecuando

conmezclasbinarias,ternariasy cuaternariasdeloscuatrocomponentes(cr0.05). SERIEA.

REP________

CLS ¡LS ¡ KaJmaI,

ASCIII) 1CM SS

19.7 12.5 18.7

MMA 12.1 10.2 15.3

DMA 21.5 15.9 27.1

Con los datosrecogidosen estatabla podemosobservarque los erroresde predic-

ción cometidoscuandoseaplicanmétodosdirectoscomoel CLS y el filtro de Kalman,

superanen algunode los componentesel 20%mientrasquecuandoseaplica el método

JIS el errordepredicciónestácercanoal 10% entodoslos componentesexceptoparael

DMAe- 16%).

Convienerecordaren estepunto que setratade una determinaciónconjuntade las

cuatroespeciesy queparala calibraciónse hanutilizadomezclasde los cuatro compo-

nentesbinarias,ternanasy cuaternariasya que se incluyeron “ceros” para !as especies

inorgánicasde arsénico.
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VI.3.8.- Estudio de simplificación del procedimiento de calibración multi-

varl ante

Como se havisto en anterioresapartadosdeestamemoria,las lineasde calibradode

estascuatro especiesde arsénico,en los distintos mediosde generacióne4tudiados,no

pasabanporel origen,por lo que sepensóeliminar las mezclascon ausenciade alguna

de lasespeciesy sehizo un nuevodiseñoenel quetodaslas mezclasutilizadascontenían

loscuatrocomponentesconel fin de ver si eraposibledisminuir loserrores..

Porestarazónserealizóel nuevocalibradoconstituidopor25 mezclasde los cuatro

componentesen cinco niveles de concentración,obtenidasmediantediseño factorial

ftaccionado,peroen el queno secontemplancerosdeningunadelas especies.

En estecaso tambiénsehan aplicadolos dos criterios de eliminaciónde datosque

estánfriera de rango.Los resultadosdel % de error, desviaciónestándar,y límite dede-

tección,serecogenen la TablaVI. 15.

TablaVL15.- % de erroren calibración,Desviaciónestándar,Limite deDetección cuandoseaplicael

método¡LS a 25 mezclascuaternariasdeAs(III), As(V),MMAy DMA <SERIE A).

LB

96 Error cal Desv. Estand

22.4 5.3

As ~.1 6.9

MMA 27,8 6.6

DMA 25.4 60

L[m.Detecc 49 ng mr’

Siguiendoel mismo procedimientodel calibradoanterior, se obtienen

valoresdeerroresde predicción,TablaVI. 16:

los siguientes
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TablaVL16.- Valoresdeerroresestándardeprediccióny erroresrelativosdepredicción,paralos cuatro

componentescuandosecalibraconmezclascuaternariasdeAs(IIl), As(V), MMA y DMA2 utilizando 10

mezclasde prediccióny («=0.05).

ILS
SEP %REP

10.1 14.6

8.3 13.1

MMA iOfl 13.8

DMA 7.2 8.7

Si comparamoslos valoresdelREP cuandoseaplicael métodode calibraciónmulti-

varianteRSparacalibradosobtenidoscon o sin “ceros” de las especiesinorgánicas(ver

TablaVI. 14.), podemosresaltarqueen amboscasoslos erroresparalas cuatroespecies

sondel mismoorden(—12%).

Envistadequelos resultadosen cuantoa erroresdepredicciónsonsimilares,sepro-

cedea comprobarsi soncomparableslos doscalibrados(el obtenidocon 35 mezclasbi-

nanas,ternariasy cuaternarias,y el obtenido con 25 mezclastodasellas cuaternarias),

mediantela aplicacióndel criterio F, TablaVI. 17.

Tabla ‘11.17.-ValoresdeF calculadosparacompararlos SEPobtenidosporaplicacióndelmétodo ¡LS

a 10 mezclasde predicciónsobreun calibradode 35 mezclasbinarias,ternariasy cuaternariaso sobre

un calibradoobtenidocon 25 mezclascuaternarias.

2.6
1.1

MMA 1.6

DMA 3.3
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como Fcrit = 3.7 y todos los valoresde Fcal’cFcrit los resultadosobtenidósson total-

mentecomparables.

A la vista de estosresultadospodemosconcluir que esmejor trabajar~iemprecon

mezclasque contenganlos cuatro componentes,ya que obtenemoserroresanálogos

cuandoutilizamos25 mezclascuaternariasparala calibraciónquecuandoutilizamos 35

mezclasbinarias,terciariasy cuaternariasde As(III), As(V), MMA y DMK Sin embar-

go, al reducirel númerode mezclasutilizadasen la calibración,el tiempo de análisisse

reduceconsiderablementelo quesuponeunagranventaja.

Una vezvisto esto, seprepararon12 mezclasde predicciónde los cuatrocompo-

nentes,se midieron sus absorbanciasen los seis mediosde generación,y secalculó su

concentraciónsobreel calibradoobtenidocon las 25 mezclascuaternarias.Los resulta-

dosobtenidosserecogenen la TablaVI. 18:

TablaVL1S.- Datosobtenidospara12 mezclascuaternariasde predicción,sobre

ciascuaternarias.

calibradode 25 mez-

Valor pueslo (np mr
1) Valor encontrado (np mr1) Error 96

MEZCLA N 1 ±~fliD 140 16.1 •lSfl

lan í6.6 -7.8

MMA 28.0 240 -143

DMA 25.0 fl.9 - 4.4

MEZCLAN2 ~Qfl 18fl 205 •1&9

180 19.8 tiOn
MMA 250 225 -10.0

DMA 25.0 21.3 ~148

MEZcLAN3 .2!QiL 250 288 +8.4

180 219 +21.7

MMA 180 16.4 ~8.9

DMA 250 204 -184

MEZCLAN4 .~Q11L ma ~.e +5.7

isa 209 ~18.1

MMA 140 138

DMA 25.0 22.5 -10.0
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Tabla‘11.18. (Continuación)

MEZcLANS ~QflL 180 20.4 .13.3

210 22.1 .5.2

MMA 25.0 20.2 -19.2

DMA 210 19.1 ,90

MEZCLAN 6 =~<!1!L 25.0 24.9 - 0.4

210 234 •11.4

MMA 180 166 ‘7.8

DMA 21.0 17.9 -14.4

MEZCLAN7 ~Q11L 140 155 ~10)

250 213 -148

MMA 280 253 -9.8

DMA 180 20.6 *14.4

MEZCLAN8 ~QflL 180 156 -13.3

25.0 27.5 +10.0

MMA 25.0 26.2 .48

DMA 18.0 15.3 -15.0

MEZCLA N0 9 -~yjjyj. 25.0 26.1 + 44

25.0 25.8 + 3.2

MMA 180 16.6 -7.8

DMA 1&0 16S -al

MEZCLAN0 ID ~QJJj 280 244 -12.8

25.0 27.8 +11.2

MMA 140 15.8 .12.8

DMA isa 16.7 -7.2

MEZCLAN11 ,,..ft~Qjfl 16.0 21.5 .19.4

280 23.5 -16.1

MM) 25.0 22.9 - 8.4

DMA 140 16.8 .20.0

MEZCLA N 12 250 25.9 .3.6

28.0 26.6 -50
MMA 180 17.8 -1.1

DMA 140 16.6 +18.6

Comopuedeapreciarseen estatabla, existenerrorespuntualesalgo

en general,estossecorrespondenconlas concentracionesmásbajas.

elevados,si bien,
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Losvaloresobtenidos,en% de recuperación,serecogenenla TablaVI. 19.

Tabla ‘11.19.- % derecuperaciónglobal paracadacomponenteenlas 12 mezclasdepredicción.

%Reajperac¡án ±s

As<III) 1~±10

As(V) 104±12

MMA 94±8

DMA 96±14

Si se representangráfleaniente los valoresmedios de las recuperacionesde cada

componente,considerandotodas las mezclasde predicción, con sus correspondientes

desviacionesseobservaquedichosvaloresestánpróximosal 100%,FiguraVIS.

125

100

c
‘o
u
<u
e
o.
uo>

75

50

25

o
As(IIII As(V) MMA DMA

Figura ‘11.5.- Recuperación,en O/% de cadacomponenteconsiderandolas 12 mezclasde predicciónso-

tire el calibradocon 25 mezclascuatemarias.(x±s).
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VI.3.9.- Aplicaciones a muestras reales.

El métodopropuesto,RS, seha aplicadoamuestrassintéticascon matricesreales,

Dadala complejidaddeconseguirmuestrasrealescon contenidosde arsénicodentro

de los límites de deteccióndel métodoy, teniendoencuentala limitación de no poder

utilizar métodosde mineralizaciónporquealteranlos estadosde oxidaciónde las espe-

cies, serealizaronestudiosde recuperaciónenmuestrasde agua.

Portanto, paradichosestudiosseeligierondosmuestras un aguamineral embote-

lladay un aguademar(Mediterráneo).En estaelecciónsetuvo en cuentaquelos conte-

nidosen salesfueranlo másdisparesposible,de tal maneraqueporunapartesepudiera

comprobarla efectividaddel métodoy porotra la posibilidaddedetectarefectosde ma-

triz.

El procedimientoseguidoparallevar a caboestosanálisissedetallaa continuación.

Se tomaronlas muestrasde aguay seprepararondistintasdisolucionescon mezclas

cuaternariaselegidasal azar,entrelas utilizadasen la etapade calibraciónrealizadacon

25 mezclasde los cuatrocomponentes,Tabla VI.20.

Tabla ‘1L20.- Diseño mezclasadicionadasa lasaguasreales(ng mit.

AdIcIó<i ~QflL
7

~QQ
7

MMA DMA

1

2 14 21 28 21

3 28 28 14 14

4 21 21 7
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Seprepararoncuatroadicionesa cadaunade las muestrascon el fin de extremarlas

condicionesexperimentales,esdecir,paraver la efectividaddel métodosin necesidadde

realizarun númeroelevadode adiciones,comoya sehizo en los estudiospreviosen los

que seutilizaron docemezclasdistintas.

La elecciónde cuatromuestrasde adicionesy una muestrasin adiciones,tiene por

objeto el asemejar,lo masposible,estosprocedimientosconlos procedimientosdecali-

braciónunivariantes,esdecir, calibradosmínimosdecinco puntos,de tal maneraquese

pudieraevitar, en controlesde rutina,un trabajoexcesivo.

Durantetodo el análisisserealizó un seguimientoconstantede las muestras,anali-

zandoambasmuestrasdeaguaen un mismo díay comparandolas absorbanciasobteni-

dasconlas mismasadicionessobreaguaultrapuraqueactuabacomoposibleblanco.

Con todoesto,secomprobóqueen ningunade las dosmuestrasde aguaanalizadas,

aguamineraly aguade mar, existíaefecto matriz.Los resultadosde las recuperaciones

obtenidosserecogenenla TablaVI.21:

Tabla ‘11.21.- Valores de % de recuperación,expresadocomo

método¡LS decalibraciónmuitivariante.

$6 Recuperación

Agua mineral Agua de mar

~!QIIL.......
As<v)

1O6±~ 1W±27

111±38 107±37

MMA íce±22 1~24

DMA íIB±r 11~

x~ ,en muestrasde aguaaplicandoel

REP(ILS)

14.6

13.1

13.8

8.7

La representacióngráficade estosvaloressemuestranen lasfigurasVI.6 y VI.7.

-221 -



EspeciacióndeAs. Calibraciónmultivariante

A la vistade estosresultados,convienecomentarque aunquelos valoresobtenidos

para las desviacionesestándarglobalesson algo elevados,hay que tenermuy presente

que se han obtenidolas mayoresdesviacionesen las contenidosmásbajosde los distin-

tos componentesy que el númerode adicionesha sido muy pequeño.El intervalo de

error podríarebajarseconsiderablementesin másque aumentandoel númerode adicio-

nes en cadaanálisis.

175

150
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FIgura‘11.6.- % derecuperaciónenaguamineral (xis).

As<III) As(V> MMA DMA

- 222 -



EspeciacióndeAs. Calibraciónmultivauiante
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Figura‘11.7.-% derecuperaciónen aguade mar(xis).

Ahorabien, si consideramoslos valoresde los erroresrelativosde predicción(REP)

obtenidosmediantela aplicacióndel métodoinversoJIS, vemosquelos valoresobteni-

dos paracadauna de las especiesde arsénicodeterminadas,se encuentrandentro del

errorde prediccióndelmétodo.

Aún así, seha querido confirmar si ambosprocedimientosde análisisutilizados, 12

adicionesó 4 adiciones,son comparablesse han aplicadoslos siguientescriterios de

comparacióndemétodos:

1.- TestMANN-WHITNEY paradoscolasy distribuciónno normal(MILLER J.C.,

1988).

Astillí As(V) MMA DMA
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2.- TestCOCHRAMparadoscolasy distribuciónnormal(COCHRAM W.G., 1941,

1974).

En amboscasosseha obtenidoqueno haydiferenciassignificativas,paraningunade

las especiesde arsénicodeterminadas,al nivel de probabilidad del 95 94 en las dos

muestrasde aguaanalizadas.

Por todo estose puedeafinnarque,incluso utilizando un númerode adicionesmuy

reducido,el métodoestotalmenteválido parala determinacióndeAs(III), As(V), MMA

y DMA en muestrasde aguasin necesidadde separacionesprevias,sobretodo en con-

trolesrutinanos.

Estemétodotienegranaplicabilidaden análisisde rutinaya queunavez realizadala

etapamástediosacorrespondientea la etapade diseñoy calibraciónparaún tipo deter-

minado de matriz,bastacon la mediday normalizaciónde la absorbanciade la muestra,

paraaplicarel algoritmoy obtenerel contenidode As(III), As(V), MMA y, DMA en di-

chamuestra.
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Conclusioues

Los resultadosexperimentalesobtenidosy reflejadosen la presentememoria,nos

permitenresumirel trabajorealizadoen las siguientesconclusiones:

** Sehandesarrolladométodospara la determinaciónde As,.~ ( As(III) + As(V))

mediantegeneraciónde hidruros sin el empleo de Kl como agenteprerreductordel

As(V), tradicionaimenteempleadoconestefin. Unaadecuadacombinaciónde los agen-

tesformadoresdel hidruro (HCI/NaBI-L), permiterealizarestadeterminacióna muyba-

jasconcentraciones,independientementede la matriz de la muestra,del sistemadedetec-

ción (espectrofotometríamolecular1W-VIS,y espectrofotometríadeabsorciónatómica)

y de la técnicade generaciónde hidruros(discontinuo,inyecciónen flujo, coAtinuo).

Estaforma de trabajopresentalas ventajasde minimizar los efectosparalelose in-

terferenciasno deseablesderivadosdelempleodel yoduropotásico.

** De las distintasmineralizacionesempleadasen las muestrasobjeto de estudio,y

apoyándonosen los resultadosobtenidosen los ejerciciosde intercomparacióny certifi-

cación, podemosdestacarque ningunade ellas resultapreferentesobre las demás en

cuantoa resultadosobtenidos,si bien la naturalezade la muestrapuedecondicionarsu

elección.Así pues,en muestrasvoluminosasy pocodensasesaconsejablela mineraliza-

ciónporvía secacon Mg(N03»IMgO.

** Del estudiode interferenciasrealizadoen los métodospropuestoscabedestacarlo

siguente:

1.- Las interferenciasproducidasen faselíquida por los elementosde transiciónhan

resultadoser menoresque las reseñadasen la bibliografla, fbndamentalmentela

debidaal Cu, queproduceun granefectointerferenteen la generacióndel hidruro
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de arsénico,tantoenFIA comoen continuo,ya quesedisminuyesu efectoen va-

rios órdenesde magnitud. Estehecho probablementesedebaal empleo de una

elevadaconcentraciónde ácidoy al reducidotamañodel buclede reaccion.

2.- Lasinterferenciasproducidaspor Sb, Sey otros elementosformadoresde hidru-

ros, pueden mininiizarse con el empleo de mezclas yoduro potásico/a-

hidroxiácidos, fUndamentalmenteKl/ácido láctico. Con la acidez adecuada(HCI

lM) las interferenciasdebidasal Sby al Sesereducenen 1 y 2 órdenesdemag-

nitudrespectivamente.

** La robustezde los procedimientosdesarrolladosparala determinaciónde As~0~~i

vieneratificadapor los buenosresultadosobtenidosen la participaciónde los ejercicios

de intercomparacióny certificaciónen el ámbitode la C.E.E.

* * El estudiorealizadosobrela influenciadelos distintosmediosácidosen la eficien-

cienciadegeneraciónde los correspondienteshidrurosde las especiestóxicasde arséni-

co (As(fll), As(V), MMA y DMA), permiteabordarel problemade su especiación.Se

hanaplicadopor primeravez los métodosde calibraciónmultivariante:CLS, RSy filtro

deKalnian, parala evaluacióndeloscontenidosde estasespeciesen aguasenriquecidas.

Aunqueestadísticamentepuedenconsiderarseadecuadoslos tresmétodosaplicados,

el métododeregresiónlineal inversa(RS)presentaunamayorprecisión.

* * El métodode especiaciónquímicadesarrolladoa travésde la calibraciónmultiva-

riante presentala ventaja,frente a los acoplamientosde técnicasinstrumentalespara la

separacióny determinaciónde especies,de: i) rapidez;II) simplicidad; iii) bájocosto; iv)

escasamanipulación;y y) granversatilidadparael análisisderutina de aguasnaturales.
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