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Resumen

METODOLOGIAS COMBINADAS DE ANALISIS EN LINEA.
ESTUDIOS DE ESPECIACION DE ARSENICO INORGANICO

EN AGUAS SUBTERRANEAS

Resumen

El objetivo del presente trabajo es el estudio gptimizacién de metodologias analiticas
combinadas para la evaluacion de arseénico totakyespecies inorganicas a nivel de vestigios
en aguas naturales. Las distintas estrategias ssgdomaen sistemas de inyeccion en flujo (FI)
acoplados a generadores de hidruros (HG) y detsctiomicos (AAS) con atomizador de tubo
de cuarzo (QT). Las metodologias para la “espaniaealemental de arsénico en aguas naturales
desarrolladas en este trabajo fueron optimizadasmaiciones no usuales para FI-HG-QT-AAS
con el objetivo de mantener la distribucion origjida especies existente en el momento del

muestreo.

En el Capitulo 1 se presenta un panorama actualideldproblema sanitario ocasionado
por la presencia de arsénico en las aguas sulgagauntilizadas para consumo humano en
diferentes regiones del planeta, la relacion existentre las caracteristicas hidrogeoldgicas de
los reservorios naturales y la especie arsenieagminante, los avances aportados por recientes
estudios toxicoldgicos y epidemiolégicos como asihiién, el estado de la reglamentacién sobre
el tema a nivel nacional e internacional. Las maltmgias analiticas mas utilizadas en la

determinacion de arsénico y sus especies son tarpleéentadas y discutidas en este capitulo.

En el Capitulo 2 se realiza una revision detallatta las diferentes estrategias
mencionadas en la literatura para la preservacidasdespecies metalicas a nivel de vestigios en
muestras acuosas. Se presenta un muestreadoapadtdccion de agua subterranea destinada
al andlisis de “especiacion”, el que fuera disefiadonstruido en ocasion de este trabajo, con el
objetivo de conservar la integridad de las muesjyrdas especies arsenicales durante las
operaciones de muestreo. Las tareas de muestteadas han involucrado la separacién de las
especies de arsénico inorganico en campo mediantgilizaciéon de resinas de intercambio
anionico fuertes y la recolecciéon de las muestraa ga analisis en laboratorio utilizando
meétodos en linea. Se discuten aqui, las ventagiessyentajas de la adicion de preservantes en
campo cuando el objetivo es el andlisis de “espirig justificAndose de esta forma la
modalidad adoptada en este trabajo.



Resumen

En el Capitulo 3 se presenta la optimizacion de metodologia FI-HGAAS para la
determinacion selectiva de As(lll) mediante disanmeion por pH en muestras de agua no
acidificadas, en decir, sin preservar. Se presdotamecanismos de transferencia de masa del
analito desde el generador al detector y se postukecanismos de generacion de atomos en
tubos de cuarzo. Se analiza la bondad del disdfsisiema en flujo en términos de control de la
dispersion (fisica y quimica) del bolo de muestrakvolumen total dehanifold. Se muestran
los resultados obtenidos en condiciones optimizadae hace una evaluacion critica de la
influencia de las distintas variables operativagaerespuesta analitica ya que, la valoracion en

un medio de baja acidez, es atipica para el sisk+REBAAS empleado.

En el Capitulo 4 se presenta un segundo método lpdespeciacion” de arsénico
basado en un proceso de extraccion en fase s@idk)(en columna para la separacion de
As(lll) y As(V) a través de intercambio de ionespplado a un sistema de generacion de
hidruros y deteccidn por espectrometria atobmica.Maamiables del sistema SPE-FI-HG-QT-AAS
desarrollado para la determinacion de As(lll) eedi, se optimizaron mediante la aplicacién de

disefio experimental.

En el Capitulo 5 se muestran los resultados déisemdeespeciaciorde As(lll) y As(V)
inorganicos en muestras de agua subterranea. I&@ ne@ estudio de interferencias ocasionadas
por mecanismos de competencia en el proceso daceiin y se proponen alternativas para su
eliminacién. Se presentan aqui los estudios dedacithin de las metodologias analiticas
desarrolladas en ocasion del trabajo utilizandoccaiternativa la espectrometria de masa con
plasma inductivo acoplada a cromatografia liquidaatta performance (HPLC-ICPMS). Se

comparan criticamente los resultados obtenidos.

El Capitulo 6 se dedica a detallar los reactivasteneles y métodos utilizados a lo largo

del trabajo.

El udltimo capitulo esta dedicado a las principal®anclusiones. Las referencias

bibliograficas son presentadas al final del trabajo.

Palabras clavesarsénico, especiacion inorganica, aguas naturale@sjeccion en flujo,
generacion de hidruros en condiciones de baja agidspectrometria de absorcion atomica,
HPLC-ICPMS, trazabilidad de resultados.



Abstract

COMBINED METHODOLOGIES OF ANALYSIS ON LINE.
STUDIES OF INORGANIC ARSENIC SPECIATION

IN UNDERGROUND WATERS

Abstract

The main objective of the present work is the staghyl optimization of analytical
methodology for the determination of ultra-tracésotal arsenic and inorganic forms of arsenic
in waters. The different approaches are basedom ifijection systems (FI) coupled to hydride
generation-quartz tube-atomic absorption spectngmeiG-QT-AAS. In order to keep the
original distribution of arsenic species at the mamof sampling, analytical determinations
were optimized under unusual conditions for HG-QASAsuch as relatively high pH.

In Chapter 1, a contemporary and broad panorantleoc$anitary problem produced by
the high contents of arsenic in groundwater usedhionan drinking around the world is
presented. The relationship between the differeydrdgeological characteristic of natural
reservoirs and the predominant arsenic speciegdb@nces produced by the latest toxicological
and epidemiological studies and the current woudidgwregulations are shown. The main

analytical methodologies are also presented amgldidcussed along this chapter.

Chapter 2 shows a detailed review on the diffesgaroaches reported in the literature
for the preservation of ultratrace levels of metpécies in natural waters. A new device for
groundwater samples extraction is presented. Thmarapus was completely designed and
assembled in our laboratories with the purposeseping samples integrity at the moment of the
sampling operations. These operations were perfbimehe field and they have involved the
separation of inorganic arsenic species by meansnit exchange and the proper collection
before transportation to our laboratory. The adwges and disadvantages of adding some kind
of chemical compound for preservation are discudsm@ in order to explain the approach

embraced along this work.

Chapter 3 presents the optimization of the FI-HGANS methodology for the selective
determination of As(lll) by pH discrimination in negreserved water samples (mostly free of
mineral acids). The mechanisms of mass transfethefanalyte from the chemical vapor
generator to the AAS and those of atoms produgtidhe heated quartz tube are evaluated and
discussed. The goodness of the design of the Férayis assessed in terms of the chances for

chemical and physical control of the dispersiontied sample bolus in the whole manifold



Abstract

volume. Results obtained under optimized conditiares shown. A critical evaluation on the
influence of the different operational variablestba analytical signal is included considering
that the determination is performed under unuswalditions for HG (a relatively high pH

value).

A second method for arsenic speciation is preseintéchapter 4. It is based on a on-
column solid phase extraction (SPE) for the separaif As(lll) and As(V) by means of ionic
exchange coupled to HG-QT-AAS. The operationalaldes of this new on-line system were

optimized through experimental design.

Chapter 5 shows the results obtained for As(lll) afs(lV) determinations in
groundwater samples. The influence of differergrf@rences usually occurring in natural waters
is evaluated in terms of their competitiveness \tlith analytes during the extraction process.
Alternatives for the elimination of interferencere aalso presented. Validation of analytical
results performed by high performance liquid chrtogeaphy coupled to plasma mass
spectrometry (HPLC-ICPMS) is also shown in thisptha Results are compared and fully

discussed.

Chapter 6 is dedicated to experimental and thectzegbter is devoted to the most relevant

conclusions. Bibliographical references are dispibgt the end of the work.

Keywords: arsenic, inorganic speciation, natural waterspwl injection, hydride generation

under atypical conditions, atomic absorption spentetry, HPLC-ICPMS, traceability.
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Capitulo 1: Introduccion

Capitulo 1

Introduccion

1.1. Arsénico en el medio ambiente

En la naturaleza, el arsénico puede encontrarseuaino estados de oxidacion: As(V),
As(ll1), As(0) y As(-1ll) con una abundancia tertesaproximada de 1,5-3 mgkgSu presencia
en el ambiente se encuentra asociada a fuentesleatincluyendo la corteza terrestre, suelos,
sedimentos, aire, agua y organismos vivos, y atdégseantropogénicas. Su concentracion
promedio en rocas igneas y sedimentarias compremditte 0,5 - 2,5 mg Kglo ubica en el
lugar numero 20 en términos de abundancia en tazaoterrestre. Mas de 200 formas minerales
naturales contienen este elemento en su composi®otfas cuales, 60% aproximadamente
corresponden a arsenatos, 20% a sulfuros y el eeaiseniuros, arsenitos, 6xidos, silicatos y
arsénico elemental [1]. La arsenopirita (FeAsS),neheral de arsénico mas abundante,

constituye su principal fuente de obtencion.

La concentracién promedio de arsénico en sueldsorden de 6 mg K§ muestra una
gran variacion con las regiones geogréficas [2% Ireenores concentraciones son atribuibles a
suelos arenosos y las mayores a suelos aluvialegayicos. El pH y el potencial rédox sumado
al tipo y concentracion de los componentes adstebeatefinen la forma quimica de las especies
de arsénico en los suelos. En general, las formaganicas aparecen como predominantes
aungue también pueden encontrarse enlazadas aiatestesrganicos. Las formas de As(V)
inorganicas predominan en suelos con ambientes ieesdde caracteristicas oxidantes y se
encuentran fuertemente absorbidas sobre arcillado$xe hidréxidos de hierro y manganeso y
materia organica. Por el contrario, las formas d@lh predominan en suelos con caracteristicas
reductoras. Ambos estados de oxidacion estan swgeteacciones quimicas y microbiol6gicas
de Oxido-reduccion y metilacion, lo cual deriva lanformacion de compuestos de arsénico
metilados, principalmente acido monometilarsond@AA), acido dimetilarsinico (DMAA) y
oxido de trimetilarsina (TMAsO) bajo condicionesidantes y metilarsinas volatiles en

ambientes anaerobicos.

El arsénico en el aire se encuentra preferentenagisterbido a material particulado como
una mezcla de arsenito y arsenato. La presencesiEcies organicas solo resulta significativa
en areas de aplicacion de pesticidas arsenicale&f3general, la concentracion promedio en

aire no contaminado es muy baja y oscila entrey @@ ng i [4,5].

-1-



Capitulo 1: Introduccion

Las aguas naturales contienen generalmente bajgeroaciones de metales traza de
variable toxicidad. Los elementos presentes endarationica, tales como Pb(ll), Cd(ll), Cu(ll),
Zn(ll), entre otros, disminuyen su solubilidad admea que aumenta el pH del medio mientras
que los elementos que forman oxianiones tales celmés, Se y Cr permanecen disueltos
inclusive a pHs altos. La solubilidad relativamemtevada del arsénico hace que pueda
encontrarse tanto en ambientes reductores como nie&ld6]. A potenciales rédox altos o
moderados, se halla estabilizado como una serixidaiones pentavalentegAsO,, HASOy,
HAsO,?, AsQOs°. Por el contrario, en condiciones mas reductoéasdés y medianamente
alcalinas) predominan las especies de arsénicdenieaHbAsO; (ver figuras 1.1; 1.2; 1.3). La
presencia de As(0) y As(-lll) es muy poco frecueate ambientes acuaticos. Las formas
organicas pueden ser producidas por actividad d¢idd generalmente en aguas superficiales
pero raramente en cantidades importantes. Entrelémmentos presentes en agua de mar, el
arsénico ocupa el lugar 14 con una concentraciomedio entre 1 y 8 pug™[7], donde el
arsenato aparece como la especie termodinamicameideestable [8]. Las concentraciones
reportadas para aguas superficiales no contaminsglaancuentran comprendidas entre 1 y
10 pg L%, con valores de hasta 5000 pg &n areas de industria minera [9]. Los méas altos
niveles de arsénico en sistemas acuaticos harregidotados en las areas de actividad térmica,
donde las concentraciones alcanzan valores suger6000 pg E[10]. En estos casos, el
impacto de la contaminacién generalmente permatszadizado en las proximidades del
conducto termal como resultado de la capacidadedinente adsorbente que presentan los suelos

y sedimentos por el arsénico, facilitando las a@safe reconocimiento y remediacion.

Sin embargo, cuando la presencia de concentracaleeadas de arsénico alcanza al agua
subterranea, el problema adquiere una mayor magnttincipalmente cuando se trata de
reservorios utilizados para suministro de aguasteda humana. Si bien las concentraciones son
inferiores a 10 pg L en su gran mayoria [11], alrededor de 20 paised erundo padecen de
contaminacion arsenical en sus acuiferos afectendalidad del suministro hidrico de mas de
150 millones de personas. El incidente ocurridcasrajuas subterraneas de la costa sur-oeste de
Taiwan, donde se informaron concentraciones erfiey4600 pg [* de arsénico en las zonas
endémicas (1961-1985) [12], marcO el inicio de sede de relevamientos y estudios asociados
a esta problemética que aun en la actualidad dé&spigran interés en la comunidad cientifica,
en organismos de control y en la poblacion en gén&ambién Bangladesh, India [13,14],
Vietnam [15], Hungria, China, Chile, Estados Unjddexico y Argentina, entre otros, poseen
aguas subterraneas contaminadas naturalmentesgoricar en niveles de hasta 5000 [I[16].

En términos de poblacién expuesta, los mayoredgras se presentan en Bengal Oeste (India),
donde 40 millones de personas consumen agua caomdaicon arsénico. En general, la

-2-



Capitulo 1: Introduccion

magnitud de la contaminacién en las regiones afastgosee un alto grado de variabilidad
espacial lo que hace dificultoso o imposible predacconcentracion de arsénico en un sitio en

particular a partir de los resultados obtenidoswenvecindades.

En los acuiferos reductores, caracterizados por iconds de pH cercanas a la
neutralidad, escasez de oxigeno disuelto y detastray concentraciones de Fe, Mn y NH
elevadas, las formas de As(lll) constituyen unaa gdroporcion del arsénico total. Su
movilizacion se origina generalmente en la desaraié Oxidos minerales y la disolucion
reductiva (reduccion a As(lll)) de oxidos de Fe n.\Mbon ejemplos de este tipo, los acuiferos
Cuaternarios de Bangladesh, Bengal Oeste (Indiegiwan, donde mas del 50 % del arsénico
total se encuentra en la forma de As(lll) [14,X8mo también Vietham, Hungria, Rumania y
este de Estados Unidos. Los acuiferos oxidanteammamados se encuentran generalmente en
regiones aridas o semiaridas donde la recargants leas bajas velocidades de flujo aumentan
la magnitud del problema debido a la restricciorsuleemocion. Estos acuiferos se caracterizan
por su elevada salinidad, presencia dedQuelto y altos valores de pH. La solubilidadla®
oxidos minerales bajo estas condiciones es bajalgpgue la movilizacién del arsénico se
produce principalmente como resultado de la de@orde los 6xidos de Fe y Mn. La forma
dominante es As(V) y suele estar asociado a otrmhes y oxianiones (F, HGOV, Se, Mo).
Ejemplo de estos son los acuiferos sedimentariasicAnicos Cuaternarios del norte de Chile,
México, sur-este de Estados Unidos y la regiénroet¢ Argentina [18-20], sobre la cual se

focalizan los estudios llevados a cabo en el ptegesibajo.

Como muchos otros metales, el arsénico es un elenaenimulativo en los organismos
vivos. El rango de concentraciones encontradasetageramente amplio dependiendo de las
cantidades incorporadas o ingeridas. Los mayoresles de acumulacion se informan en
animales marinos, en los que la mayor proporcidrersgientra en la forma de compuestos
organicos como arsenobetaina (AsB) y arsenocolis@)Amuy resistentes a la degradacion
guimica pero de baja toxicidad. En humanos, ehéggée ubica en el lugar nimero 12, con una
concentraciéon promedio de 0,3 mg'ksobre base himeda [7]. Su acumulacién se maaifiest

principalmente en tejidos ectodérmicos ricos enrazcdmo ufas y pelo.

Las fuentes antropogénicas de arsénico en el nratlieate superan en una relacion 3:1 a
las fuentes de origen natural. ElI agua, el aird guelo se convierten en los receptores del
arsénico liberado por el hombre en su “cuestiongdizacion de los recursos naturales”. La
oxidacion de minerales de sulfuro en actividadesderia, el uso de pesticidas, la aplicacion
de fertilizantes y los residuos industriales cdugén las principales causas de ingreso del

contaminante al ambiente.
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1.2. Metabolismo, toxicidad y legislacion: una tera atin no resuelta.

El hombre se halla expuesto a diferentes espe@earsknico inorganico y organico
principalmente a través del agua y los aliment@laQuna de estas formas posee propiedades
fisicoquimicas y biodisponibilidad diferentes pordue el estudio de la cinética y metabolismo

es de complejo tratamiento aun comparado a otrdamamantes.

El arsenato ingerido es rapidamente reducido anidmsen el plasma. La metilacion parcial
del arsenito tiene lugar en el higado, donde lasveas metiltransferasas de arsénico realizan el
proceso de metilacién con S-adenosilmetionina cdador de grupos metilo y GHS como co-

factor esencial:

GHS SAM-SAH.C GHS ANS-SAC.H
H,AsOy 0O - HAsO; O — CHAsO;? O - CHAsSO? 0O »  (CHp)ASOy
V) Arsenato (D] As(l11) MMA(V) MMA MMA(III) MMA DMA(V)
reductasa metiltransferasa reductasa transferasa

En ausencia de una ingesta excesiva de arsénicgaimoo, el metabolito mayoritario
observado en la excrecion urinaria es el DMA(V)6@- %). Estudios recientes [21,22] han
mostrado que el DMA(V) y el MMA(V) son reducidos ehorganismo a sus acidos trivalentes
dimetil y monometilarsinosos, respectivamente, gretados a través de la orina. Cuando el
arsenical ingerido es la AsB, su absorcion y exéreao involucran cambios significativos en el
organismo [23]. La utilizacién de arsenato marcaaftiactivamente (A$) permiti6 observar
que 60-70% del arsénico inorganico es excretaddaporina (33-38% en 48 horas; lo restante
en cinco dias). La modalidad mas frecuente porual @ctia un elemento toxico es la
inactivacién de sistemas enzimaticos. Ha sido sdgeayue el arsénico trivalente interacciona
con enzimas que contienen grupos —SH y —OH, edpem#e cuando hay dos grupos —SH
adyacentes. La accion inhibitoria se basa en éarumicion de la generacion de ATP debido a la
inactivacion de la dehidrogenasa piruvato por cempion con As(lll). Como consecuencia de
este proceso, la cantidad de piruvato en sangremamla produccion de energia disminuye y
finalmente la célula es lentamente dafiada [24¢ré#n de toxicidad histéricamente reconocido
para las especies de arsénico, en el que los eateinorganicos solubles aparecen mas téxicos
que los organicos, y el As(lll) inorganico apareoeno mas toxico que el As(V) inorganico
[25,26], ha sido revisado en estos ultimos afiaslad de las investigaciones mas recientes. El
avance de las técnicas analiticas permitid proaandin la identificacién y cuantificacion de los
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metabolitos de arsénico inorganico creando nuevpstdsis relacionadas a exposicion,
metabolismo y toxicidad [27,28]. El proceso de faeidn considerado durante muchos afios
como el mecanismo de detoxificacion para compuedtoarseénico en los mamiferos, ha sido
fuertemente objetado a partir de la demostraciomuie metabolitos metilados pueden ser
parcialmente responsables de efectos asociadda eaposicion de arsénico [29]. EI MMA(III),
recientemente identificado en orina de personasiestps a concentraciones moderadas de
arsénico en agua de bebida [27], mostré ser h&st@@s mas toxico que el As(lll) inorganico
en pruebas realizadas en células humanas [30,30Dweces mas potente como inhibidor
vitro de la tioredoxina reductasa [32]. La mayor genictdad del MMA(III) y el DMAC(III)
comparada al As(lll) inorganico también ha sido posbada [33].

Ademas de la excrecion urinaria, las heces cogstitotra via significativa de eliminacion
de arsénico. La transpiracion, ufias, pelo, piel ynenor medida la leche materna [34], son rutas
minoritarias. No obstante, algunas de estas rugagdracion del contaminante son utilizadas
como indicadores de exposicion. El biomarcador us#lo es el arsénico que se determina en
ufias, pelo, sangre y orina. La aparicion de areéait ufias y pelo es interpretada como
exposicion lejana ya que el As(lll) aparece acunhulen tejidos ricos en queratina. La presencia
de arsénico en sangre y orina es un indicador ges&ion muy alta o reciente que revela su

rapida eliminacion por estas rutas.

La literatura abunda en observaciones toxicolégas poblaciones expuestas a altos
niveles de arsénico principalmente en agua de b¢Btja6]. Sin embargo, s6lo pocos estudios
hacen referencia al impacto ocasionado por cora@atres bajas o moderadas [37,38] en los
qgue los efectos a largo tiempo parecen ser indégretied de la forma quimica de exposicion.
Una revision detallada puede encontrarse en laeref@ [7]. Los efectos dérmicos tales como
melanosis, queratosis, hiperqueratosis, enfermedad Bowen o cancer, han sido
sistematicamente reportados para exposiciones ca®rpor consumo diario de aguas que
contienen entre 0,01 a 0,1 mg As*kgmas [25,35,36]. Los sistemas respiratorio [paJmonar
[40], nervioso, gastrointestinal y cardiovascuéanbién presentan serias afecciones relacionadas
con la ingesta de concentraciones de arsénicodasvda enfermedad del pie negro (BFD),
observada en multiples estudios epidemioldgicogatles a cabo en Taiwan, aparece como
resultado de deficiencias en el torrente circulatptl]. EI hecho de que la misma prevalencia
de BFD no haya sido observada en otros lugares@ataminacion arsenical importante indica
que otros factores, tales como la desnutricidrresdactores concurrentes, pueden haber jugado
un rol decisivo [1]. Casos de anemia y leucemia $ido relacionados a exposiciones orales,

cronicas, intermedias y agudas [7]. Su acumulaeidrel higado y rifidn ha sido asociada a
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disfunciones diversas en ambos 6rganos. Los efgetostoxicos, mutagénicos y carcinogénicos
se asocian a su accion inhibitoria en la reparad®mDN, principalmente debido a su alta

capacidad de enlace con grupos -SH.

La profundizacion del conocimiento epidemioldgictoyicolégico asociado a las especies
de arsénico sumado al avance de las técnicasicemlée ha visto reflejado en las reducciones
aplicadas de manera sucesiva a los niveles rec@desd permitidos del contaminante. En
agua de bebida, el nivel de contaminante maximol(V&tablecido en la normativa europea
CE (Comunidad Europea) 1998 [42], US EPA (Agen@aPdoteccion del Medioambiente de
Estados Unidos de América) 2001 [43] y recientemaatoptado por el Codigo Alimentario de
nuestro pafs [44] es de 10 pd.LEsta concentracién fue recomendada como valogude
provisional por la WHO (Organizacion Mundial de Salud) en 1993 [45] luego de que los
compuestos de arseénico inorganico fueran clasifeado la IARC (Agencia Internacional para
Investigacion del Cancer) en el Grupo 1, corresjgonted a compuestos con evidencias
suficientemente comprobadas de carcinogenicidaal lpananos. Este valor, ha sido calculado a
partir de la curva de relacion dosis-respuestanesia para riesgo de cancer de piel en la
poblacion de Taiwan cronicamente expuesta a cormeones elevadas de arsénico en el agua
de bebida [30,46] (corresponde a un riesgo estirdadmncer de piel de 690y ha dado lugar
a muchas discusiones. Si bien existen evidencibsnddo de accidbn marcadamente no lineal
para la carcinogénesis del arsénico [47], no eblgosonocer hasta el momento el rango donde
aparece la desviacion a la linealidad. Experienpraiminaresin vitro llevadas a cabo sobre
células humanas sugieren que dicha desviacion gedtar ubicada en el rango del MLC de
10 pg L*[48], de manera que el riesgo real a este nivebdeentracion seria significativamente
menor a aquel obtenido por extrapolacién de laauwwsis-respuesta lineal a partir de altas
concentraciones. Esta carencia de informacion ifismtacerca del riesgo de la exposicion a
bajas concentraciones de arsénico en agua de bgbkitlera numerosas discusiones en torno a la
adopcion de limites nacionales o regionales pettostpara el contaminante ya que la aplicacion
de metodologias destinadas a su reduccion (6snmosissa, reacciones de adsorciéon, entre
otras) implica emprendimientos costosos de cordidierenvergadura. La OPS (Organizacion
Panamericana de la Salud) ha llevado a cabo umegaiete estudio epidemiologico de la
exposicién al arsénico a través del agua de consmma provincia de Santa Fe, Argentina,
cuyos datos han sido recientemente publicados EBRjncremento promedio de la tasa de
mortalidad asociada a canceres de higado, vejmal no melanoma estimada en 20 casos por
millén al comparar poblaciones expuestas a cormeipties menores a 50 pg W
concentraciones comprendidas entre 50 y 100 }gntlicd la presencia de asociaciones
estadisticamente significativas. No obstante, I@a bacidencia observada ha permitido

-6-
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argumentar en favor de un mayor limite regionaimiglo del contaminante basado en la

relacion costo-beneficio.

1.3. Necesidad del analisis de especiacion

Es evidente que la determinacion de la concentraoih de arsénico, como sucede con
muchos otros elementos, no es suficiente parazegalina evaluacion ajustada de las
consideraciones ambientales y clinicas que ocasioraesencia. Como hemos mencionado, la
movilidad y toxicidad del arsénico es dependientdadi®rma quimica en la que se encuentra.
Mas de 20 especies de arsénico han sido identificad los sistemas ambientales y biolégicos
[50] entre las que As(lll) y As(V) inorganicos condaidos arseniosos ¢AsOs;, H,AsOs,
HAsO;?) y é&cidos arsénicos (AsOs, H.AsOs, HAsO,?), respectivamente, dimetilarsinato
(DMA), monometilarsinato (MMA), arsenobetaina (AB)arsenocolina (AC) aparecen como
mayoritarias. La identificacion y cuantificacion @ formas individuales recibe el nombre de
“andlisis de especiacion”. El término especiesssgna a las distintas formas que presenta un
analito utilizando diferentes criterios como, su posicion isotopica, estado de oxidacion
(especies rédox), forma molecular (compuestos orgatalicos), coordinacion (formacion de
complejos), fase en la cual esta presente el ar(diuelto, coloidal, absorbido, etc) o también
su solubilidad selectiva en solventes diferentes.

La preservacion de la integridad de las especiaestdees durante las etapas de muestreo,
conservacion y pretratamiento es uno de los pwito® a tener en cuenta para un analisis de
“especiacion” exitoso. De alli que debera evitaxsaquier tratamiento de la muestra que resulte
en un desplazamiento del equilibrio, destruccidransformacion de las especies. Otro aspecto
crucial es la necesidad de utilizar detectoresratdae sensibles debido a que, ante un andlisis de
“especiacion”, sera necesario valorar fraccioneslementos a nivel de vestigios. En el capitulo
siguiente se describen detalladamente aspectasordalos con las modalidades de preservacion

de las especies de arsénico en matrices acuosas.

Ademas de la importancia biolégica y toxicolégicaeqinvolucra el analisis de
“especiacion” arsenical, donde la mayor toxiciddghdicada al As(lll) prioriza el interés en el
desarrollo de métodos para su determinacién sedefdil], su impacto en el orden tecnolégico
no es un aspecto menor. La eficiencia de los poscdse remocion de arsénico en el agua
depende fuertemente de la forma quimica en la g@acuentra. Tanto para los tratamientos por
O0smosis inversa como para el uso de materialeskatges o procesos de coagulacion, el As(V)

es la especie con mayor facilidad de remocion [g248ste hecho es sumamente importante a la
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hora de desarrollar o seleccionar tecnologias patamientos de agua de consumo ya que la
posibilidad de una etapa de acondicionamiento detmrevaluada en funcion de la forma rédox.

La literatura abunda en publicaciones referidaanalisis de “especiacion” de arsénico en
agua [35,56]. A partir de los primeros trabajos “dspeciacion” ambiental informados por
Braman y Foreback en 1973 [57] en los que se altiizgeneracion de hidruros (HG)-trampa
criogénica (CT)-cromatografia gaseosa (CG), el mande trabajos publicados en el tema ha
experimentado un incremento exponencial con makiplpropuestas de metodologias
combinadas donde las técnicas espectrométricasemdquin rol fundamental. Sin embargo, la
necesidad de contar con practicas estandarizadagppservacion de las especies, disponer de
materiales de referencia, reconocer especies a@amrencontradas y aun no identificadas
[58,59], asi como ampliar la informacion existeatdre la distribucion de arsenicales en las

regiones afectadas, son claros ejemplos que alaataimtinuidad de los estudios en el tema.

1.4. Técnicas analiticas para determinacion arsémictotal y especies. Ventajas de la

incorporacion de la inyeccion en flujo.

Son varios los métodos analiticos que han sidzadibs para la deteccién de arsénico y
sus especies en matrices de variada complejidad. domdiciones diferenciadas en los
parametros operativos como asi también la comldinade técnicas analiticas en forma
discontinua o en linea hacen que, en muchos casasismo sistema de deteccion pueda ser
utilizado para la determinacion de As total o sspeeies individuales. En este sentido, la
incorporacion de sistemas automatizados basadad erovimiento controlado de fluidos en
tubos de diametro pequefio ha mostrado ser la rakgpnativa para el andlisis quimico, con la
posibilidad de efectuar gran nimero de operaci¢iaéss como separacion y preconcentracion
de las especies) en forma sucesiva, con minimaamamicion y alta precision. Cuando la
insercion de un volumen de muestra reproducibleontrolado forma parte de este sistema
automatizado, entraremos en el campo del analisispeccion en flujo (FI) cuyo fundamento y
caracteristicas principales se tratan en detallel €apitulo 3 dada su relevancia en el presente

trabajo.

A continuacidn nos referiremos brevemente a laododdgias analiticas mas relevantes
empleadas para la determinacion de arsénico y species, enfatizando en el andlisis de

“especiacion” para As(lll) y As(V) inorganico en triees ambientales acuosas:

Las espectrometrias de absorcion atomica (AAS)ateal y fluorescencia atomica (AFS)

acopladas a la generacion de hidruros (HG) comodoéde derivatizacion de muestra aparecen

-8-
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como las técnicas mas utilizadas para la determdinade arsénico inorgénico. La alta
selectividad, baja susceptibilidad a interferencdasla matriz, robustez y relativa facilidad de
operacion sumadas a costos de inversion y operaao@esibles constituyen las razones
principales por las cuales las espectrometriasieédnman alcanzado una amplia difusion en la
mayoria de los laboratorios. A partir del primab@jo que utiliza HGAAS informado por Holak
[60] en 1969, el numero de publicaciones refer@ddandamentos teéricos y especialmente a
aplicaciones en las mas diversas matrices ha cret@dmanera exponencial. EI empleo de
solucion de tetrahidroborato de sodio (NaBHen sustitucion del sistema metal/acido
(generalmente Zn/HCI) antiguamente utilizado paenegar los hidruros [61], aumentd
enormemente la popularidad de esta técnica dadzlativa simplicidad y rapidez en el proceso
de derivatizacion [62]. La técnica de generacionhakuros puede ser empleada como una
herramienta sumamente util en el andlisis de “eap@n” ya que, bajo condiciones de pH
controladas, solo ciertos estados de oxidacion ctamoformas trivalentes de As y Sb y
tetravalentes de Se y Te, forman sus respectivdeurbs permitiendo su determinacion
selectiva. Resulta oportuno notar que las espdoresadoras de hidruros mencionadas, son
precisamente las formas mas toxicas de cada elenf@ata el caso particular del arsénico, el
NaBH, o THB volatiliza el As(lll) entre pH -1 a 7 y elsfV) a pH menores de 0,3 para formar
arsina. Las especies organicas del tipo,A8®(OHX%., (n = 1 a 3) forman hidruros de
metilarsénico (1) y trimetilarsénico (lll) para heses de pH entre 0,3 y 1 [63]. Anderson et al.
describieron la determinacion selectiva de espessanicales inorganicas y organicas mediante
la utilizacion de diferentes soluciones buffer waatevos [64]. Las diferentes velocidades de
reaccion que presentan las especies inorganicgspgntavalentes con el NaBlpara formar
hidruros pueden entonces ser utilizadas con buesottados para su determinacion diferencial.
Muchos de los trabajos informados en la literatud&zan la HG solamente con la finalidad de
preconcentracion, ya que la etapa de separacidasdespecies se lleva a cabo previamente
mediante técnicas tales como trampa fria [65,6@natografia de intercambio i6nico a baja
presion [67], extraccion liquido-liquido [68,69ce

Aunque las técnicas de separacion y preconcentraiiséontinuas usando técnicas como
extraccion con solventes, extraccion en fase sopdecipitacion o co-precipitacion, etc, son
frecuentemente descriptas en la literatura, la iabiolad y lentitud que involucra su uso las
coloca en una situacion de desventaja respectooslerdquerimientos de los laboratorios
modernos. Las reacciones rédox, en particular déasilsles a pH como las que nos ocupan,
pueden verse afectadas cuando se realizan opeacthacontinuas lentas que habilitan la
interconversion de especies en funcién del tiemyao.incorporacién de FI permite disefiar
sistemas donde la acidificacion, separacion y mesmatracion puedan llevarse a cabo en

-9-
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tiempos cortos, de manera que dicha interconvedgéespecies resulte poco significativa [70].
Por otra parte, la condicién Unica de operaciotieanpos reproducibles propia de los sistemas
FI, soslaya la necesidad de alcanzar el equilifisico 0 quimico al momento de medir. Una
rigurosa evaluacion de los parametros y su commagtao para la determinacion especifica de

As(Ill) en un sistema de inyeccion en flujo acopladHGAAS se desarrolla en el Capitulo 3.

Tanto en HGAAS como en HGAFS la especie mensu@biesensibilidad aceptable y en
condiciones de acidez no extrema, es el As(lI). &nbargo, la adicion de una etapa previa de
reduccion de As(V) a As(lll) permite extender eloude cualquiera de las metodologias
nombradas a la determinacion de arsénico inorgamtal. El prerreductor de As(V) mas
utilizado es el ioduro de potasio en medio fuertemécido [64,71-74]. La oxidacion de ioduro
a triyoduro por oxigeno atmosférico puede prevenngdiante la adicion de acido ascorbico al
prerreductor. En los ultimos afos, se ha evideoaisxh fuerte tendencia a recomendar el uso de
L-cisteina como agente reductor ya que permiteabbjo en condiciones menos acidas, reduce
la influencia de interferentes y permite aumentarsénsibilidad del método analitico [75].
También ha sido informado su uso en la soluciorNd8H, como estrategia para obtener
sensibilidades comparables para As(lll) y As(V) tpagan posible la determinacion directa de
arsénico inorganico total [76]. Sin embargo, sumsse ha extendido aun a las aplicaciones de
rutina. La bibliografia ha descripto también el usenos frecuente de otros agentes de
prerreduccion tales como el acido mercaptoacétdg, el sulfito de sodio [77] y la hidracina
[78]. La prerreduccion de la muestra puede llevarsabo a través de un procedimiento discreto
(en “batch”) o en linea [79-81], espacio este Witidonde los sistemas FI cobran particular
relevancia [71,82,83]. Guo et al [84] desarrollanonmétodo de rutina totalmente automatizado
para la determinacién de As(lll), As(V), MMAA y DM en orina con valores de absorbancia

comparables usando FI-HGAAS mediante la adiciob-disteina en HCI diluido.

La espectrometria de absorcion atdmica electrot@& i TAAS) con horno de grafito
(GFAAS) es otra alternativa analitica para valosesénico total en los niveles tipicos de
ocurrencia en aguas naturales no poluidas. Esicédasada en la absorcion de atomos libres
generados a partir de una muestra depositada epeguefio tubo de grafito calentado
eléctricamente a altas temperaturas, posee unébiidad marcadamente superior a la AAS de
llama. Sin embargo, cuando se trata de analitodtiles como la mayoria de los compuestos
arsenicales, se corre el riesgo de obtener seftlpsamidas como consecuencia de la
covolatilizacion del analito en el proceso de atiation de la matriz de muestra. O sea, la
caracteristica fundamental de los sistemas de aeder de vapor quimico, es decir, la

produccion de compuestos volatiles del analitda @saxima debilidad de los ETAAS en general
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y los GFAAS en particular. Para evitar la desventigscripta mas arriba, es necesario utilizar en
el horno de grafito los denominados modificadoresnd&iz de muestra [85-88] que retienen al
arséenico en el tubo de carbdén hasta el momento déosizacion. Por otra parte, la modalidad
discontinua de operacion, dificulta el acoplamiegto linea de los GFAAS con sistemas
cromatograficos o de flujo para realizar analists “dspeciacion” [70]. No obstante, varios
trabajos describen la automatizacion de las opmwasi de separacion/preconcentracion
acopladas a ETAAS mediante disefios optimizados lmomos resultados, en los que la
incorporacion de columnas con distintos tipos déeredes de relleno para extraccion en fase
sélida aparece como la modalidad mas utilizada @steapropdésito [89-93]. Asi, la deteccion de
arsénico en matrices acuosas basada en la pret@ui@m de la muestra previa a ETAAS [94]
con modificadores de matriz, ha logrado alcanzdmrega de sensibilidad comparables a FI-

HGAAS [95] pero en condiciones de operacion masptaadas.

La espectrometria de masas con plasma inductivenaeoplado (ICP MS) constituye una
de las herramientas actuales mas prometedoras lgpadaterminacion de arsénico en una
multiplicidad de matrices ambientales y biolégicAspartir de sus primeras aplicaciones en la
década del "60, ICP MS ha logrado un importantenrecimiento entre las técnicas de analisis
evidenciado por el gran nimero de trabajos pubdsatCP utiliza un plasma para ionizar los
componentes de la muestra que llega acidificadéorema de aerosol. La alta temperatura del
plasma atomiza y ioniza todas las formas de arségcmanera que, a diferencia de AAS, es
posible alcanzar alta sensibilidad para todos lsenécales. ICP MS se caracteriza por su
capacidad de deteccion multielemental, elevadalskdad, amplio rango dinamico de trabajo
(més de 3 6rdenes de magnitud) y posibilidad déisea@bsoluto por dilucién isotépica. Los
nebulizadores neumaticos son los mas utilizados lpaintroduccion de la muestra debido a su
simplicidad de operacion y bajo costo. Sin embacgando el objetivo es la determinacion de
arsenico, el empleo de estos dispositivos presgertias desventajas, esto es, a la baja eficiencia
de transporte del analito hacia el plasma (< 5%gusean las interferencias producidas por los
altos niveles de cloruro que dan lugar a la fordradel i6n poliatémic8°Ar>*Cl* de igual masa
que el “As [96,97]. Como resultado, los limites de detecci&n ven empobrecidos. La
incorporacion de la HG previo a la entrada del I8 aporta ventajas significativas en este
sentido. La introduccion de la muestra en formagsa aumenta en aproximadamente un 100%
la eficiencia de transporte del analito al ICP,gwe se traduce en un incremento de la
sensibilidad y una reduccion de los niveles decd&ia. Ademas, la liberacién del hidruro de la
matriz de muestra elimina las interferencias odadas por la presencia de cloruros. Sin
embargo, el éxito de un sistema HG-ICP MS residestablecer condiciones de compromiso
entre la generacion optimizada de los hidrurogléesr, eficiencia en la formacién de todos los
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hidruros de interés) y la operacion del ICP MSeftacia a los 4cidos, a las sales, a la evolucion
de hidrégeno, etc). S6lo de esta manera, los Bnadedeteccidn para arsénico mejoran en un
orden de magnitud comparados con los obtenidosaalnebulizadores convencionales [98]. El
uso de Fl acoplado a sistemas HG-ICP MS ha dadar lalgdesarrollo de metodologias para
determinacion de arsénico en muestras ambientalaslimites de deteccion inferiores a
10 ng L* (ppt) [99]. Sin dudas que el elevado costo detnséntacion, la necesidad de reactivos
ultrapuros y la laboriosa tarea de optimizacion dadaultiplicidad de variables que involucran
estos sistemas aparecen como las mayores desgsen@ja alternativa descripta para el
reemplazo de la nebulizacion directa en ICP MS yormodo de introduccion de muestra
gaseosa, consiste en la vaporizacion electrotérfBits) [100]. Este método también permite la
eliminacion de las interferencias de cloruros, deba la posibilidad de remocion parcial o
completa de los componentes organicos e inorgamieoda matriz durante una etapa de
calentamiento y calcinacién. Los modificadores qods utilizados en este caso poseen la
funcién adicional de actuar como transportadorgsd$, aumentado la eficiencia de transporte
del analito al ICP hasta un 80%, aproximadamentgl(d8102]. No obstante, la escasez de
reproducibilidad (> 10%) y la presencia de efectesnemoria son frecuentemente observadas

en la determinacién de arsénico por ETV-ICP MS .

Cuando el interés reside en la determinacién ddifesentes compuestos de un analito, la
estrategia utilizada consiste en el acoplamientdédaicas de separacién cromatogréfica a
detectores especificos. Si bien aparecen en laatlita una gran cantidad de trabajos
describiendo multiples combinaciones de técnicaferihdas”, se tiende a utilizar las mas
consolidadas. En vista del nimero de trabajos gadbdis a partir de los “80, la inclusién de un
sistema de cromatografia liquida de alta resolu@fLC) al ICP MS ha mostrado el mayor
crecimiento. Las razones que motivaron su rapidgptacion en analisis de “especiacion”
elemental pueden resumirse en: i) en contrasteetoso de GC, en HPLC no es necesaria la
derivatizacion del analito a especies volatilesmdmera que solo se encuentran involucradas
etapas de limpieza (clean-up) y extraccién/preautnaeion [79,80,103,104]; ii) la amplia
variedad de fases moviles y estacionarias dispesiphra HPLC posibilitan la separacion de un
gran numero de especies con solo encontrar la c@awibn adecuada; iii) la velocidad de flujo
de la fase movil y la velocidad de aspiracion @@ Ison comparables lo que habilita un facil
acoplamiento en la linea; iv) la alta sensibilidask presenta este detector hace generalmente
innecesaria la preconcentracion del analito; v) $tstemashifenados HPLC-ICP MS se
encuentran disponibles en el mercado; y vi) la lpiidad de establecer un analisis de
“especiacion” preciso y con bajos limites de detetal utilizar métodos de dilucién isotbpica
[105]. Las columnas de intercambio i6nico son gaineente preferidas a las de par idnico o fase
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reversa para la separacion de las especies de caxsé@bido posiblemente a una mayor
selectividad y menor tiempo de andlisis requeridoapla medida [106]. Las columnas de
intercambio anidnico se emplean comunmente pasagdaracion de As(lll), As(V), MMA(V) y
DMA(V) mientras que las columnas de intercambiaoceto se prefieren para la separacion de
especies tales como arsenobetaina (AsB), arsenaddisC), 6xido de trimetilarsina (TMAO) y
ion tetrametilarsonio (M@s") [107,108]. Las cromatografias de par idnico,ishkpermiten el
analisis de especies arsenicales organicas e moagatanto neutras como ionicas [109] los
iones de amonio frecuentemente utilizados como agdmtpareamiento solamente permiten la

separacion de un nimero limitado compuestos [106].

En este momento, la mayor desventaja que presstégpederosa combinacion analitica
reside en los elevados costos del ICP MS, mandestao solo en la inversion sino también en
el mantenimiento para su correcta operacion. Par lado, la determinacion simultanea de
especies de elementos diferentes por HPLC-ICP MB [fiede ser aplicada raramente,
limitando asi la capacidad multielemental que darama a este detector. Otro aspecto que
merece ser contemplado, son los largos tiempos rddisis generalmente requeridos.
Actualmente la instrumentaciéon HPLC-ICP MS en lkaisoratorios analiticos se encuentra casi
exclusivamente afectada al campo de la investigasinembargo, la necesidad inminente del
analisis de “especiacion” en la practica rutinaléalos laboratorios comerciales motivada por
exigencias de control de calidad y legislacion, iegu de alternativas que permitan la
determinacion confiable de las especies a cosmmmables. En este sentido, cuando el objetivo
perseguido no incluye a la determinacion individimltodas las formas quimicas de un analito
sino que es suficiente la identificacion y/o cul@dcion de, por ejemplo, las especies mas
toxicas, se puede recurrir a una “especiacion” apenal (relacionada con las operaciones que
se realizan para aislar los compuestos) que tengeourrlato funcional (relacionado con la
biodisponiblidad de dichos compuestos). Asi, lostooh@s de extraccion o volatilizacion
acoplados a espectrometrias atdmicas son companatitea mas simples, menos costosos,
generalmente mas precisos, a la vez que involueampos de operacibn mas cortos, todas

ventajas importantes en el analisis de rutina.

Los tubos de cuarzo son los atomizadores de AAS adasuados para la deteccion en
linea en analisis de “especiacion” luego de unarsepn cromatografica. Su mayor limitacion
reside en el hecho de que solamente puede semileido el analito presente en fase gaseosa, es
decir, GC o HG. En el caso de utilizar HPLC paradparacion de compuestos, una interfase
HG ubicada entre el cromatdgrafo y el detector eqgaicomo una alternativa importante para

especies formadoras de hidruros [57,62,110]. Larparacion de HG permite obtener mayor
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sensibilidad en comparacion con el acoplamientectir HPLC AAS [111]. HPLC-FI-HGAAS
ha sido utilizado para la determinacion de espedeesrsénico de importancia toxicoldgica
[112]. La fotooxidacion por UV [110,113] y la termddacion [114] han sido incorporadas
luego del HPLC para descomposicion de AsB y As@ pdsterior generacion del hidruro con
deteccion por AAS. Una ventaja adicional resultatgda inclusién de un paso de fotooxidacion
previo a HG, especialmente cuando se trabaja addofi biol6gicos, consiste en que las
sensibilidades para las diferentes especies daiewsdanto inorganicas como organicas, se
vuelven comparables [70]. Por su parte, el acogatiHPLC-HG-ICP AES ha sido muy poco
utilizado debido principalmente a limitaciones en densibilidad de las medidas [51]. Las
metodologias que involucran separaciones cromdicasdy no cromatograficas de las especies

de arsénico con distintos sistemas de deteccidisseten en el Capitulo 4.

Varios métodos espectrofotométricos han sido atllis en la determinacion de arsénico
total y sus especies. Howard y Arbab-Zavar [115]izaton dietilditiocarbamato de plata
(SDDC) para determinar As(lll) y As(V); la deteccida As(lll) en la forma de triyoduro luego
de una extraccion con benceno mostré una mayoibdetesl [116]. También Chatterjee et al
[14] utilizaron AgDDTC/CHC¥hexametilentetramina para la determinacion espiettrmétrica
de especies inorganicas de As. No obstante, sidmemata de una instrumentacion de costo
accesible para los laboratorios de rutina, los lesvele deteccion generalmente superiores a
10 pg L* de arsénico informados empleando técnicas esp@omeétricas, hacen que su
utilizacion se torne poco favorable a los finescdenplimentar con normativas vigentes para

aguas de bebida y ambientales.

Las técnicas electroanaliticas también han sidbzadas para la determinacion de
arsénico. La falta de electroactividad del As(V)nstiiuye la base de los métodos de
“especiacion de arsenicales”. La voltametria deidi@arlineal con un electrodo de gota de
mercurio colgante (HMDE) no permite alcanzar logelds de deteccidn requeridos para la
valoracion de ultravestigios debido, principalmeatgue las altas corrientes capacitivas generan
una sefial de fondo que impide discriminar la sed&l analito cuando es pequefa. La
polarografia de pulso diferencial (DPP) [117,118}joma los limites de deteccion pero adn
siguen siendo poco prometedora cuando, por ejensplajuiere diagnosticar contaminacion
temprana de un recurso hidrico [95,117]. Las témioltamétricas de redisolucién anddica
(ASV) y catodica (CSV) suelen ser mas adecuadas lpadeterminacion de trazas metalicas
debido a la mayor sensibilidad que genera la presdracion del analito sobre el electrodo de
trabajo. Los métodos por ASV utilizan electrodos ate y platino para la deposicion del

arsénico metélico debido a que el uso de HMDE pdegenir en la oxidacién del mercurio con
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la consecuente interferencia en la sefial analitioa. métodos que involucran CSV utilizan
principalmente electrodos de carb6n grafito pasdizar la etapa de preconcentracién [95,51].
Un HMDE se empled en la determinacion de As(lll)agua por voltametria de redisolucion
catddica de pulso diferencial (DPCSV) con Cu(ll)rgpda formacion de compuestos
intermetalicos con arsénico (lo cual aumenta laikiidad) [119]. Un paso de reduccién de
As(V) a As(lll) con acido clorhidrico concentradmido bromhidrico y cloruro de hidracina fue
llevado a cabo previo a la determinacion de Asl.tdEh limite de deteccién alcanzado de
1 mg L' evidencia los inconvenientes para su uso analitita mejor performance pudo
alcanzarse con el uso de un HMDE para muestraguteteatadas con peroxido de hidrégeno y
acido sulfarico con Cu(ll) y Se(lV) para la formacide compuestos intermetalicos [120]. El
limite de deteccién alcanzado fue del orden de LhidJna etapa previa de irradiacién UV y la
adicion de manitol al electrolito soporte fueros éstrategias aplicadas para la determinacion de
As total. La aplicacién de métodos de DPASV y ASWsmd limites de deteccién 0,02 mg L
[121]. En este caso, el sulfito de sodio en soluai@ acido concentrado se utilizd para la
reduccion de As(V) en la determinaciéon de As tomlidentemente, los altos niveles de
deteccion alcanzados sumado a la gran cantidadaidtiwos utilizados y, como en el caso de
DPASV, los largos tiempos de analisis involucradas técnicas voltamétricas no ofrecen hasta
el momento una performance atractiva para el analis especiacién de arsénico a nivel de

vestigios.

En cuanto a la utilizacién de electroferesis cagizE), los métodos informados para la
especiacion de arsénico se limitan a solucionésmést o sistemas de matrices simples. Cuando
CE se emplea en muestras reales, se observan saemlos tiempos de migracion del analito
en las muestras con respecto al de los patronésebies sistemas de deteccion, tales como
fotométricos, conductimeétricos [122] e ICP MS comulzadores de inyeccion directa (DIN)
[123] han sido acoplados a CE en andlisis de “és@éa” de arsenicales inorganicos y
organicos, dando lugar a niveles de deteccién erdan del mg . La incorporacién de la
generacion de hidruros como interfase entre elestsis capilar y un ICP AES para analisis de
especiacion de As [124] resulté en limites de dédecpara As(lll) y As(V) de 0,32 mg™L
Evidentemente, el desarrollo de metodologias qualuovan CE para el andlisis de especiacion
de arsénico en los niveles de concentracion radpepara monitoreos ambientales permanece

aun como un &rea pendiente de la quimica analitica.
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Capitulo 2

Muestreo y preservacion de aguas naturales padgat&xminacion de

especies inorganicas de arseénico

El arsénico disuelto puede formar una variedadsge@es acuosas con diferentes estados
de oxidacion. En aguas naturales, las formas imcga de As(lll) y As(V) son,
predominantemente, arsenito y arseniato. Como heneygionado en el capitulo anterior, el
conocimiento del estado rédox de las especies siéniao permite interpretar cuestiones
relacionadas con su toxicidad, movilidad, transtmiones geoquimicas y eficiencia de los

procesos tecnologicos utilizados para su remodidb-fL27].

La distribucion de los arsenicales tanto organamao inorganicos en ambientes acuaticos
se encuentra basicamente controlada por el pH tehgal rédox (Eh), la presencia de Fe(lll) y
de HS, tal como veremos seguidamente. La interconvemsitire especies puede ser causada
por reacciones de 6xido-reduccién, precipitaci@soacion o actividad microbiana [128-130].
Por ejemplo, la reduccion de As(V) por3 conocida desde principios del siglo XX, ha
explicado el predominio total de As(lll) en aguasrales con concentraciones significativas de
compuestos sulfurosos [131,132]. La presencia dHl)Fpuede afectar la distribucion de las
especies arsenicales segun: a) El Fe(lll) produte rapida oxidacion de As(lll) [133,134]
debido a la formacién de radicales libres que actt@mo intermediarios de reaccion. La
velocidad de oxidacion se ve favorecida con el aumale la relacion Fe(ll)/As(ll), la
presencia de luz y la disminucién del pH debida aapida produccion de diclororadicales ya
sea por reacciones fotoquimicas, aumento de la tamape y/o catalisis metalica. b) La eventual
precipitacion de Fe(OH)que adsorbe preferencialmente arseniatos, ya gsefdrmas
oxianidnicas del As(V) a valores de pH tipicos dmias naturales son mas propensas a la
adsorcion que la forma neutra As(QHjue caracteriza a los arsenitos [135,136]. Untefec
similar pero de menor magnitud es el producidoNdo®O, [137].

Los microorganismos pueden alterar la distribuaiten arsenicales en aguas naturales
debido a su capacidad de oxidar o reducir las eégpea un rango amplio de temperatura, pH y
composiciéon de la solucion. Las primeras observasdueron reportadas hacia fines del siglo
XIX, describiendo la reduccién de As(lll) a trimatsina mediante la utilizacion de hongos. La
reduccion microbiana de As(V) puede obedecer aggaxcde respiracion anaerdbica bacteriana

o de detoxificacion [138,139] y puede persistir @ando las muestras en estudio hayan sido
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sometidas a filtracion [140]. Cuando una muestraagea herméticamente cerrada contiene
carbono organico disuelto como fuente de alimeétaatilizable puede tener lugar la reduccion
de As(V) si no es debidamente conservada. No diestan condiciones aerdbicas también es
posible observar la accion de microorganismos rtedes de As. Esto adquiere especial
importancia cuando se utilizan resinas organicaa lgaobtencion de agua deionizada. Algunos
autores han adjudicado la reduccién de As(V) olagkren soluciones sintéticas a la posible
presencia de bacterias reductoras en los cartudbodeionizacion [135,140]. La oxidacion

rapida de As(lll) también ha sido reportada viavatad microbiana [141], especialmente en

aguas termales [142,143].

Dado la susceptibilidad que presentan las espeégearsénico a la modificacion de su
distribucion original cuando son separadas de dbiearte natural, la necesidad de contar con
procedimientos de preservacion o estabilizacioanestrizados constituye un topico de suma
importancia aun poco explorado [144]. Los métodapypestos en la literatura presentan una
marcada inconsistencia y los estudios experimentajgortados generalmente no son explicados
con adecuada claridad [128]. No existen hasta el entonprocedimientos completamente
efectivos para la preservacion de muestras de aguasales, razon por la cual la separacion de
las especies en el sitio de muestreo suele seaddiqa recomendada [135,136,145]. Las grandes
variaciones en las composiciones de la matriz soadcontribuyen a la dificultosa tarea de
encontrar procedimientos de preservacion exito$d6]] Ademas, las transformaciones rédox
observadas en experimentos llevados a cabo solastmasi sintéticas en laboratorio no aparecen
reflejadas con la misma magnitud en muestras redédsdo principalmente al estado de
estabilizacion natural en el que se encuentranesgecies. La reduccion fotocatalizada de
Fe(lll), la cual aparece como la causa mas imptatda oxidacién de As(lll) en experimentos
de laboratorio, es poco observada en muestrasrealedo a que las concentraciones de Fe(lll)
disuelto en aguas naturales son generalmente pags fotorreduccion es inhibida por la
presencia de Fe(ll) o $©[128,134].

La filtracion y la acidificacién han sido dos estgias historicamente adoptadas en los
procedimientos de coleccion de muestras en camaogpilisis de metales con anterioridad a la
incursion en estudios de “especiacion”. La principalidad de la acidificacion propuesta por
Collins en 1928 [147] es evitar la precipitacion tddroxidos de Fe, Mn y Al a partir de sus
iones disueltos. La practica de filtracion mediafiieo de membrana con tamafio de poro
0,45 um permite basicamente estandarizar la fraccodrespondiente a metales disueltos y
suspendidos [148,149], ademas de actuar como &ader microorganismos y materiales

particulados [150].
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Dos aspectos aparecen como los més importantescadale experimentar una modalidad
de preservacion para los arsenicales en aguamaatiilidad con la técnica analitica utilizada
para la determinacion del analito y la necesidaestabilizar otras especies rédox tales como
Fe(ll/lll) cuyas transformaciones podrian influin éa estabilidad del As(lll) y As(V). A
continuacion se presenta una breve referenciasdeskaategias de preservacion mas relevantes

reportadas en la literatura.

2.1. Estrategias de preservacion de las especiegIAsy As(V) en soluciones acuosas.

2.1.1. Estabilidad de las especies de As inorgarscan soluciones sintéticas.

Los experimentos de preservacion de arsenicaleganmos muestran que las velocidades
de interconversion As(lll)/As(V) en agua de altargaa son muy lentas. La ausencia de
compuestos oxidantes o reductores en estas solsgienmite que, alun a temperatura ambiente,
la distribucion de las especies no muestre candigpeficativos al menos por el término de dos
[128] o tres [151] semanas para concentracioneAsgil) y As(V) de hasta 50 ugt, sin
adicion de reactivos y expuestas a la luz. Loslteos de experimentos como los mencionados
concuerdan con investigaciones anteriores, lasimliean que la velocidad de oxidacion del
As(lll), para condiciones de pH no extremas, es lmajg a menos que la barrera de activacion
sea superada por calentamiento [152], ultrasorii88][ catalisis metalica [154] o la presencia
de oxidantes fuertes, tal como Fe(lll) [151]. Agjmilar ha sido sugerido para el As(V), ya que
su lenta velocidad de reduccién solo puede sertigaepor la presencia de reductores fuertes,
tal como el HS [151,155]. Estas afirmaciones llevan a objetanltados obtenidos por algunos
autores [135,140], quienes observaron la rapidacoédin de As(V) a As(lll) al cabo de 2 dias
en soluciones preparadas en laboratorio y mantemdamperatura ambiente (22 °C). El hecho
fue atribuido a una posible reduccion microbiangioada en la resina organica utilizada para el
proceso de deionizacién del agua. Experimentosirugducren el uso de agua bidestilada (en
lugar de deionizada) para corroborar sus hallazgnban sido informado. Esta reduccion inicial
no logro revertirse en el término de 10 dias; paroatrario, la conservacion inmediata de las
soluciones a 5 °C no mostrd indicios de reducdi@nrefrigeracién a temperaturas de 4-5 °C
extiende los periodos de conservacion de las swolasipuras de As(ll1)/As(V) [128,151,156] y
mas aun, cuando se requiere la preservacion deies@esenicales organicas [157], debido a la

disminucién de las cinéticas de reaccion y la iithdin del crecimiento microbiano

La presencia de oxidantes o reductores presentes topurezas a nivel de vestigios,
principalmente en las soluciones empleadas cones fagviles en los procesos de separacion
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cromatograficos, puede alterar significativamente resultados en estudios de preservaciéon de
soluciones puras, es decir, soluciones que séltecam As(lIl) y As(V), originando confusién

en la interpretacion de los datos. La existenciairdpurezas de Fe(lll) [133-135] y de
permanganato [158] podria ser la causa de la ramudacion observada para As(lll) en
soluciones sintéticas preparadas en laboratorio.lddanto, la calidad de los materiales y
reactivos utilizados en experimentos de preservamidistituye un punto crucial a los fines de

minimizar las discrepancias.

Varios acidos inorganicos han sido testeados ewdiest de preservacion de muestras
sintéticas. La caracteristica oxidante del HN@ demostrado en algunas ocasiones ser poco
aconsejable como reactivo de preservacion de fEies rédox de arsénico [140]. Sin embargo,
dado que la oxidacion de As(lll) ocurre via unaxidacion con nitrato [159], su utilizacion
resulté adecuada en ausencia de luz para preséavatistribucion de As(lll/V) por
aproximadamente 3-4 dias a 20 °C, inclusive enepois de Fe(lll) (1 mg t). El H,SOs ha
logrado estabilizar la distribucion de arsenicgles periodos mayores a 3 meses en muestras
sintéticas con exposicion a la luz y a temperatumdiente [135]. Resultados similares fueron
obtenidos cuando las soluciones se adicionarorie@il). No obstante, dificultades asociadas a
la purificacién de este acido, determinan que sm 368 poco aconsejable como aditivo de
preservacion de trazas metalicas. La adicion dedpp@iece como la estrategia de preservacion
mas estudiada [130,160], debido posiblemente aegte acido mineral ha sido el reactivo
tradicionalmente recomendado por métodos estardimszpara el almacenamiento de muestras
acuosas destinadas a la determinacion de metaeasstribucion de las especies rédox de As no
mostrd signos de alteracion luego de 45 dias deeoaarion con HCI a pH < 2 para soluciones
expuestas a la luz [128]. Cambios minimos (< 3%patistribucién se observaron luego de casi
3 meses de conservar las soluciones en estas mismaisiones [151]. El BP0, ha mostrado
una menor frecuencia de uso, posiblemente debglo @pacidad de propiciar el crecimiento

microbiano [129].

Otro reactivo de preservacion muy utilizado ha s@dcacido etilendiamintetraacético
(EDTA) debido a su capacidad de formar complejadaqnies. Se ha investigado especialmente,
Su accion conservante en muestras con altas coacemes de Fe y Mn tales como aguas
provenientes de drenajes mineros. Este reactiwdtdéeser muy adecuado para la preservacion
de soluciones de As(lll)/As(V) adicionadas con Fg(tonservadas a temperatura ambiente y
expuestas a la luz. La regulacion del pH vy la remuncde la actividad microbiana fueron otras

ventajas asociadas a su uso [135].
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2.1.2. Estabilidad de las especies de As inorgarscan muestras de aguas naturales.

La estabilidad de As(lll) y As(V) inorganicas fubservada durante 6 dias en muestras de
agua natural filtradas y conservadas a temperaiut@iente [140]. Al cabo de este tiempo, las
reacciones de interconversion produjeron el aumdatta concentraciéon de As(V) a expensas
del As(lll). Los cambios ocurridos en la distribrtie inclusive en la concentracion de As total
se vieron minimizados con la refrigeracion de la sinae Algunos autores observaron que la sola
conservacion a 4-5 °C sin adicion de reactivos ddecuada para preservar las especies
arsenicales inorganicas en muestras de agua #i#trpdr un periodo aproximado de 7 [161] a
30 dias [140] sin cambios significativos en la @nicacion de As total por periodos aun
mayores. La preservacion de las especies de avsginiadicion de conservantes por un tiempo
mas prolongado ha sido informada para agua inteisthediante la aplicacion de temperaturas
inferiores a 0 °C [162].

La retencién del material suspendido mediante Ilteadion de las muestras con filtro de
membrana de tamafio de poro 0,45 um cumple uneoted en la estabilizacion de las especies
As(Ill)/As(V), especialmente cuando se adopta laciadi de acidos como estrategia de
preservacion. La acidificacion de muestras que no dido adecuadamente filtradas provoca
cambios en la distribucion de las especies y emfeentracion total del elemento, debido a la
liberacion de arsénico adsorbido sobre materialidal.

En cuanto a la utilizacion de reactivos de presedvaen aguas naturales, es decir, donde
la distribucion original de las especies de argemorganicas no es conocida como en el caso de
las soluciones preparadas en el laboratorio, epil@on del autor, es meritorio aclarar que la
forma en la cual se llevan a cabo los experimemfpgrtados en la literatura conducen a veces a
interpretaciones confusas: esto es: i) en estudializados para evaluar la estabilidad en el
tiempo, no siempre se observan mediciones queeretlestado original en la distribucion de
las especies, es decir, previo al agregado detiveade preservacion. En otras palabras, el
reactivo en estudio puede ser eficiente para digt@ablas especies inorganicas de arsénico, pero
a partir de los datos aportados no es posible salkaradicion produjo o no una alteracion de las
concentraciones originales; ii) la valoracion de dancentraciones de As(lll) o As(V) a traves
de la medida de arsénico total, no es en absapresentativa de los cambios que pueden haber
sufrido las especies durante su conservacion. Barge podemos decir que la mayoria de los
estudios basados en la acidificacion de muestadssrgpara prevenir la coprecipitacion de As
junto a los hidroxidos de Fe, Mn o Al no aportanigente explicacion acerca de los cambios

ocurridos en la distribucién de arsenicales [130].
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La refrigeracién a 4 °C combinada con la adicionHf& a pH menor a 2 fue informada
como una estrategia adecuada para mantener lédbuishn de los arsenicales inorganicos en
muestras de aguas naturales, inclusive de aguaslésr y de drenajes mineros, las cuales
poseen altos contenidos salinos [128,130,132,15d ]permanencia en la oscuridad ha sido
aconsejada cuando el objetivo es la preservacidmediano plazo (5 a 19 meses). Las
discrepancias existentes en la literatura respgagrperimentos que sugieren la oxidacion del
As(Ill) en aguas naturales ante la adicion de H&@hae reactivo de preservacion [135,140]
fueron atribuidas a procesos de actividad micrabiariginados en las resinas utilizadas para
deionizar el agua empleada en las experiencias ntlenente a una posterior contaminacion
de las columnas cromatogréficas [128]. Como hemarscionado, la adicion de,BO, ha dado
buenos resultados en la preservacion de muestiBsicas; sin embargo, no es un reactivo
comunmente adoptado para preservar metales enrasidstagua natural debido a su tendencia
a formar precipitados, como por ejemplo BaSOna situacion similar sucede con el uso de
HsPO, ya que puede conducir a la formacion de precipgadkl tipo FePO2H,O que actlan
adsorbiendo el arsénico [128,129]. No obstanteyramlg autores han informado resultados
satisfactorios para muestras con altos contenidéedeonservadas ensPO; 0,01 mol [ty
refrigeradas a 6 °C [130]. El agregado de HN® concentraciones variables a muestras de agua
natural adicionadas con 5 pg'lde cada especie, provocé la oxidacion de As(lIBsV).
Inmediatamente luego de la acidificacion con HNCL y 0,4%, la relacién As(l1)/As(V) fue

0,6 y 0,4, respectivamente [140].

Las muestras de aguas naturales ricas en Fe ref@mesplizas el mayor desafio en estudios
de preservacién. Como ya hemos mencionado, lostadssl de experimentos realizados sobre
muestras sintéticas muchas veces difieren sushamgcite de aquellos observados cuando la
misma estrategia de preservacion es aplicada atrasigsales, y en este sentido, las muestras
con alto contenido de Fe son un claro ejemplo. dacgnes sintéticas adicionadas de HCl y
expuestas a la luz, la oxidacion de As(lll) porlFepudo ser minimizada mediante la adicién
de SQ?vy Fe(ll) e inclusive, detenida por hasta 70 disando las soluciones se mantuvieron en
la oscuridad [128]. En este caso, la adsorciorottmés por el complejo FeS@rmado entre el
SO,2 y el Fe(lll) impide la produccién de radicalesrdi® involucrados en el proceso de
formacion del As(1V), intermediario en el process akidacién del As(lll) [134]. Ademas, la
reaccion competitiva del Fe(ll) con los dicloroades inhibe la oxidacion del As(lll) en la
medida que la relacién Fe(ll)/As(lll) aumenta. 8mbargo, en aguas naturales, las elevadas
concentraciones de Fe(lll) generalmente se hallaniadas a altas concentraciones de Fe(ll) y
SO, por lo que la rapida oxidacion de As(l1l) por B tipica en soluciones sintéticas, no es
observada en muestras reales. Este hecho motigbjéaion a estudios de preservacion que
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utilizaron Fe(ll) en exceso para evitar la oxidaaitenAs(lll) en muestras de agua subterranea,
aunque a diferencias de los mecanismos de inhibmkidativa descriptos arriba, en este caso
los autores adjudicaron la disminucién de velocidadxidacion del As(lll) a la interrupcion de

la reduccion del Fe(lll) por exceso de Fe(ll) [163]

Al igual que en muestras sintéticas, el acido mdil@mintetraacético (EDTA) ha mostrado
buenos resultados en la preservacion de la distdibute las especies en muestras de agua
enriguecidas naturalmente con As. La adicion de(\i8f de solucién de EDTA 0,125M fue
recomendada para preservar la relacion As(lll/Virerestras de aguas subterraneas previamente
adicionadas de hasta 10 mg He Fe(ll) [135]. Cantidades mayores serian agables para
muestras con contenidos mayores de Fe, tales casnaguas de drenajes mineros que suelen

alcanzar concentraciones de hastam@ L de Fe(lll) disuelto.
2.1.3. Seleccidon del método de preservacion utilizado

Hemos mencionado que la estrategia de preservadigptada depende principalmente de
la técnica analitica utilizada en la determinadi@h analito y la necesidad de estabilizar otras
especies rédox tales como Fe, Mn y Al. La acidifi@a con HCI aparece como la modalidad
mas recomendada cuando se emplea HGAAS (aun cuknsdanetales interferentes se
encuentren en bajas concentraciones) debido aagwatkiz acidificada adquiere caracteristicas
similares a la solucién transportadora de HCI geleusliza en el momento de medir. Sin
embargo, cuando la separacion de las especieséeiar es llevada a cabo por procesos de
intercambio iGnico mediante la utilizacién de resiagopladas en linea al sistema de deteccién
como en el método SPE-FI-HGAAS desarrollado enaglitdlo 4, el uso de acidos inorganicos
para preservar ocasiona serios inconvenientes. &stmotorio ante la presencia de altas
concentraciones de iones concomitantes comdQi> y NO; que deterioran marcadamente la
eficiencia de retenciéon de las especies de As dasgdebido a la competencia por los sitios
activos. En este caso, la adiciéon de EDTA o la eoraion de las muestras a bajas temperaturas
hasta el momento del analisis aparecen como losdogtde preservacion mas adecuados. En
nuestro caso, el conocimiento de la presencia gas beoncentraciones de interferencias
metalicas formadoras de hidréxidos (Fe < 0,1 Mg\n < 0,1 mg [!) en las aguas subterraneas
objeto de este estudio, nos ha permitido prescdwlla adicion de EDTA en la seguridad de que
no se producirian hidréxidos insolubles. De hedroninguna de las muestras colectadas se
observé formacion de precipitados.

Finalmente, se seleccionaron las siguientes egiagtepara conservar la distribucion
original de las especies inorganicas de arsénidasemuestras de aguas subterrdneas colectadas:
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a) conservacion a temperatura de 4-5 °C para lastrasalestinadas al analisis de especiacion
en el laboratorio a corto plazo (menor a tres dib¥)congelamiento a -18 °C (luego del
transporte a 4-5 °C) para las muestras destinadapesiencias de especiacion a mediano plazo
(2 meses); c¢) separacion inmediata de As(l1l) WAs(h campo por SPE, mediante la utilizacion
de cartuchos con resina de intercambio anionicady&AX, Varian, Harbor City, USA) [145].
Las caracteristicas, funcionamiento y performancéadesina se describen detalladamente en
los Capitulos 4 y 6. En el presente capitulo sofdenros referiremos a la modalidad de trabajo

durante el muestreo de campo sin profundizar endllsis de “especiacion” propiamente dicho.

2.2. Coleccion y preservacion de las muestras emgao.

Sin lugar a dudas, la obtencién de resultados able$ cuando se llevan a cabo estudios
medioambientales, comienza por un muestreo pladidicque contemple el control de las
multiples y variadas operaciones involucradas. Nadripmos hablar de resultados
verdaderamente exitosos solo con la implementadometodologias analiticas desarrolladas y
optimizadas satisfactoriamente en el laboratorimenos que sean precedidas por tareas de

campo apropiadas.

2.2.1. Sitio de muestreo

Las muestras de agua subterranea utilizadas eregsidio para analisis de especiacion
fueron colectadas a partir de cinco pozos encawssdd profundidades variables entre 15 y 25
metros, construidos para suministro publico de adpidebida en la localidad de Sunchales,
provincia de Santa Fe, Argentina (30°93°'S 61°57FW).esta localidad, ubicada en la region
central de la llanura chaco-pampeana, la problemale contaminacion arsenical adquiere
caracteristicas altamente significativas. La exguiidin del acuifero con mejores condiciones de
calidad de agua (localizado en el estrato supecmnprendido hasta 25-30 metros de
profundidad, compuesto principalmente por deposiokess y arcillas de origen Cuaternario y
concreciones de carbonato de calcio [164]), noalagvertir la situacién. El agua de red
consumida por la poblacién debe ser tratada preangammediante procesos de 6smosis inversa
para reducir los tenores de arsénico a nivelesianés a 50 pg t. Sin embargo, como sucede
en la mayoria de los centros poblacionales queeposemo fuente de suministro hidrico aguas
subterraneas contaminadas con arsénico, la reduccidriveles menores de 10 ughL
compatibles con el limite maximo permitido en lagiséacion argentina recientemente

modificada (Codigo Alimentario Argentino Cap. Xjlinio de 2007) y con un plazo de 5 afios
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para adecuacion a la normativa, plantea serios vecoentes tecnologicos de permanente

discusion en los organismos de control involucrados

2.2.2. Dispositivo de muestreo.

Si bien la literatura que aborda la especiaciomdtales a nivel de ultravestigios en aguas
subterraneas es muy amplia, no podemos decir lononisn cuanto a la descripcion de
metodologias concretas y de dispositivos utilizgukrs llevar a cabo las tareas de muestreo. La
mayoria de los trabajos publicados describe de raa@wenera el procedimiento de extraccion de

muestras a partir de la napa de agua.

Un muestreo confiable comienza con la construcc{on eventual seleccion) de
perforaciones adecuadas en las cuales el ingregoatiiales extrafios o agua de lluvia, entre
otros, no sea posible [165,166]. La profundidac &dal se encuentra la napa es uno de los
parametros mas importantes a tener en cuenta phlreci®nar el sistema de coleccion. En
general, es posible diferenciar entre aquellogmias que extraen el agua hacia la superficie
mediante bombeos y aquellos en que se colecta kestrauen forma discreta mediante

dispositivos ubicados o sumergidos en la zona destrep [167].

Los sistemas de bombeo pueden ser conducidos adagles muy variables. A medida
gue aumenta la velocidad de extraccion, el incrémede las perturbaciones generadas en la
zona de muestreo produce la movilizacion de pas$cobn metales asociados normalmente
inmovilizadas, derivando en la pérdida de repregeidad de las muestras. Idealmente, la
velocidad de extraccion deberia ser igual 0 merdan@locidad de recarga del pozo [168,169].
La succién de agua mediante el uso de bombas giticas es solamente factible cuando la
columna de agua generada alcanza unos pocos ndetadtura (menor a 5 metros) [170]. Para
profundidades mayores se utilizan bombas sumesgilige vejiga bladder pump con sistemas
de funcionamiento neumatico, y bombas centrifugassibles a menores costos. La necesidad
de garantizar el equilibrio rédox en ensayos dee@apion requiere de la ausencia de
componentes metalicos en los sistemas de muestevoagste sentido, el empleo de las bombas
sumergibles tipo centrifugas de las que generabnelidpone el mercado, resulta poco

conveniente.

La coleccion de muestras en la napa es llevadd@roadiante dispositivos que permiten
la provision de un volumen discreto de agua (gémerste entre 350 ml y 1,5 litros). Para la
determinacion de metales, los mas utilizados ctarsien tubos plasticos denominadasiers

los cuales pueden ser operados a través de vabiatgées o duales. La coleccién mediante el
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uso debailers se caracteriza por su bajo costo y facilidad emaatejo de las tareas de campo.

Sin embargo, cuando las muestras presentan altosevade turbiedad o concentracion de

particulas, la perturbacion ocasionada por la isiaerdel dispositivo puede generar diferencias
significativas en las concentraciones de metakezatentre muestras filtradas (filtro de poro

0,45 um) y sin filtrar. Esto se debe a la inclusid® metales asociados con particulas
normalmente inmovilizadas, principalmente hidroxidites Fe, particulas de Fe elemental y

compuestos de Fe adsorbidos a la superficie de padiculas, dando origen todo ello a la

fraccion denominada arsénico particulado en eligisale especiacion. En muestras con bajos
valores de turbidez, esta diferencia adquiere mexlevancia y suele volverse insignificante si

se utilizan sistemas de bombeo adecuadamente psrgadpriendo la presencia predominante
de los metales traza como especies disueltas pomaaas con particulas de tamafio mayor a
0,45 um [167].

La oxigenacion de las muestras constituye unacinandeseable en el analisis de trazas
de arsénico total y especies debido a la posibilida formacién de hidroxidos metalicos,
especialmente de Fe y Mn, que actuan absorbiengecies disueltas de As(V) tal como
explicaramos mas arriba. En este sentido, los maaskiredailers convencionales propician la
oxigenacion como resultado de la exposicion atnmiesf@urante las operaciones de coleccién y

trasvasado lo que, eventualmente, modificariadpéeiacion” de los compuestos arsenicales.

Considerando las ventajas y desventajas de lomtdstmuestreadores y evaluando su
posible comportamiento en los sitios de muestrdecs®nados, se llevo a cabo el disefio,
desarrollo y construccion de un dispositivo de irsidm para la extraccion de las muestras de
agua destinadas a especiacion de arsénico. Era$us @n que se conozcan previamente los
valores de turbiedad y que estos sean menoresTJ1(Midades nefelométricas de turbiedad),
valores habituales en los pozos de muestreo, lbildasd de diferencias significativas entre
fracciones filtradas y no filtradas se minimiza. blostante, se determiné la concentracion de
arsénico particulado de cada muestra. En cuant@ gokibilidad de oxigenacion, fue
drasticamente disminuida al eliminar las etapasaswasado de las muestras colectadas.

El muestreador construido de Delrin® y polipropileconsiste en un receptaculo de
450 ml de capacidad (8 cm de diametro interno; Sdenaltura interna) desmontable mediante
una rosca, provisto de una valvula de cierre foampdr un resorte y un cono de Delrin®
ubicados dentro de un vastago enroscado en la gapierior del receptaculo y, un segundo
vastago (3,5 cm de diametro externo; 8 cm de largn) la parte inferior atravesado
longitudinalmente por un conducto (4 mm de diamepa)a extraccion y/o expulsion de

muestra. Un anillo de Delfn(6,5 didmetro externo; 3,5 cm didmetro intern@n8 de altura)
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con plomo en su interior, reviste el vastago iiepara ajustar el peso del dispositivo. La Figura

2.2 muestra un esquema del muestreador utilizado.

Para realizar el muestreo, el equipo unido a uarite plastico por medio de una cuerda de
un metro de longitud, fue descendido hasta la depagua. Ambos dispositivos (muestreador y
flotante) se operaron desde la superficie medidmsecuerdas: una unida al muestreador y otra al
flotante. El trayecto de descenso fue manipuladdiané la cuerda unida al muestreador de
manera que la valvula de cierre superior permaneegada impidiendo la entrada de agua a
través del orificio inferior. Una vez ubicados emtamente ambos dispositivos (flotante en la
superficie de agua y muestreador a un metro deumdafad), pequefios movimientos
ascendentes de tension en la cuerda unida al #opmavocan la apertura de la valvula de cierre
del muestreador como consecuencia de su propia pesesta manera, el agua ingresa por el
orificio inferior del muestreador. Luego de un tjgorbreve (2-3 minutos) se libera la cuerda del
flotante, y el muestreador completamente llen@seendido mediante la cuerda unida a él. En la
Figura 2.3 puede observarse un esquema que desab@éraciones de muestreo.

Los recipientes utilizados para el almacenamiepttag muestras constituyen otro factor a
considerar debido a la posibilidad de que ciertagenales de envase puedan absorber o liberar
arsénico. Los materiales poliméricos como polietilele alta densidad, polipropileno, Teflon y
policarbonato presentan una retencidén menor aleédtepto para MMA, < 10%) e insignificante
liberacion de compuestos de arsénico en un ampli@or de temperaturas. Debido a la
utilizacion de AsOs en la industria del vidrio, los recipientes comstos con este material han
mostrado liberar cantidades de arsénico signifiaaticuando son tratados con HNg@ara su
limpieza [171]. En estos casos, la verificacioratevalores de blancos de arsénico deberia ser
una préactica adoptada rutinariamente. En el pregeaibajo, el almacenamiento de las muestras

fue realizado en recipientes de polietileno de @dtasidad.

2.2.3. Tareas de muestreo.

La planificacion de las actividades de muestrewatias a cabo en este trabajo incluyé una
serie de procedimientos que contemplaron no s@eciass analiticos propios del analisis de
“especiacion”, sino también requerimientos basigos permitieron evaluar la calidad de los

procesos de coleccién y transporte de muestradatess se focalizaron en:

a. Extraccion de muestras de agua subterranea pailsi@nde “especiacion” en

laboratorio de compuestos arsenicales inorganiobagles de As(lll) y As(V) y la
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valoracion de arsénico total. Se utiliz6 FI-HGAABncesquema de discriminacion
cinética en condiciones de baja acidez y SPE-FI-AS&Apara el analisis de
especiacion. Las valoraciones de arsénico totaaizaron por FI-HGAAS.

b. Extraccion de muestras de agua subterranea palisisd@& especiacion arsenical con
separacion de las especies en campo. El arsénibcufsdo fue separado por filtracion
con membrana (tamafio de poro 0,45 um) y las especeganicas solubles As(lll) y
As(V) por SPE mediante la utilizacion de cartucesresina de intercambio aniénico
SAX.

c. Fortificacion 6piking) de muestras de agua subterrdnea con solucioré@asdastde
As(lll) y As(V) para evaluacion de la recuperacion.

d. Extraccion de muestras de agua subterranea paeatierizacion fisicoquimica.

e. Control de la contaminacion mediante la verificaaénenores de arsénico en blancos

de campo y blancos de equipamiento.

La obtencion de muestras para la experiencia daseri el punto a. consistio en la
filtracion de alicuotas (20 ml) extraidas a padtt orificio de salida inferior del muestreador
utilizando jeringas plésticas de puntas prolongamastubos plasticos flexibles del 10 cm de
longitud. Luego, las jeringas (sin el tubo) fuermopladas a discos de filtro para jeringa con
membrana (tamafio de poro 0,45 um). Las muesttesdis fueron almacenadas en botellas de

polietileno y refrigeradas a 4-5 °C hasta el momeletsu analisis.

La separacion de especies en campo detalladammt b. se llevd a cabo mediante un
tren de muestreo compuesto por una jeringa plasticaisco de filtro, un adaptador plastico y
un cartucho de resina de intercambio anidnico.igarg 2.4. describe graficamente la secuencia
de muestreo. Las soluciones colectadas que contieneespecie trivalente, los cartuchos
utilizados para la retencién de As(V) y los disdesfiltro con depdsito de arsénico particulado
se mantuvieron refrigerados hasta el momento @malisis en el laboratorio. Como veremos en
el Capitulo 5, los problemas inherentes a la eapiEri en campo se observan cuando la
capacidad de intercambio de la resina es superduidod® la presencia de altas concentraciones
de aniones concomitantes como ¥5Q? [135]. En estos casos la dilucién de la muesta, ¢
el consiguiente empobrecimiento de los limites dead®n, o el aumento de la cantidad de
resina de intercambio aparecen como posibles swolesi

Los ensayos de fortificacion indicados en el puotose realizaron sobre volimenes
medidos de muestra colectados en matraces volaoetie 100 ml. Las muestras fortificadas

con As(lll) y As(V) se trataron de la misma formaicada en el punto b.
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La toma de muestras para las experiencias detallda. consistié en la coleccion de un
volumen de agua de napa con el muestreador y sulsexp al interior de botellas de 100 mi
accionando la valvula de cierre. Las medidas deyptdnductividad fueron realizadas en el

laboratorio.

Los blancos de campo del punto e. se verificaronet@bjetivo de medir la contaminacién
accidental o incidental durante el proceso completmuestreo. Para ello, se llevaron al campo
botellas con agua destilada que luego fueron sdasetil mismo tratamiento detallado en b. Los
blancos de equipamiento permitieron verificar lssad@ataminacion del muestreador entre
sucesivas extracciones. Las muestras de verificaciéontrol se tomaron luego de lavar el

muestreador dos veces con agua destilada.

En el Capitulo 5 se presentan los resultados déek@sminaciones analiticas para todos los

analitos involucrados.
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Figura 2.1. Regiones con aguas subterraneas cowatdas con arsénico en la planicie chaco-pampeana
argentina [172].
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Figura 2.2. Dispositivo utilizado para el muestiecagua subterranea. Dimensiones expresadas en cm.
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=
é

Fig. 2.4. Diagrama esquematico del dispositivoizastilo para la separacion en campo de arsenicales

inorgénicos solubles y particulado en muestrasgde aubterranea. m: muestreador; p: punta plagtica;
jeringa; f: filtro; a: adaptador; c: columna cosira SAX; b: botella de coleccion.
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Capitulo 3

Sistemas en flujo acoplados a generacion de hisly@spectrometrias
atomicas para la valoracion de arsénico total y@ep inorganicas de

arsénico.

La espectrometria de absorcion atdbmica (AAS) caregeion de hidruros (HG) es una de
las técnicas mas empleadas para la determinaciomrlateentos formadores de hidruros
covalentes volatiles pertenecientes a los grupds &VVIA tales como arsénico, antimonio,
selenio, bismuto, teluro, germanio, estafio y plo8idien la determinacion de estos elementos
es posible utilizando AAS con llama, las cifrasndérito obtenidas con este tipo de valoracion
son, en general, pobres. La generacion de hidrgesralmente producida por la adicion de
tetrahidroboranos, permite un aumento importanta densibilidad y de los limites de deteccion
(ver Tabla 3.1), al tiempo que produce una drasteduccion del efecto producido por
interferencias propias de la matriz de muestrabalar al analito de la misma [63]. Cuando la
denominacion “generacion de hidruros” se extientigeaeracion de vapor quimico” (CVG), se
incluye al mercurio en este lista ya que, si bienfarma hidruros, se libera de la matriz de
muestra bajo la forma elemental volatil®Hdando lugar a la técnica conocida como vapor frio
de mercurio (CV). En el caso particular de Hg,dgedminacion por AAS se realiza sin llama.

En los ultimos afios se han utilizado reactivosrelifees a los tetrahidroboranos, al tiempo
gue se plantearon discusiones sobre la naturatek@sdespecies quimicas generadas para aislar
el analito de la matriz [173,174], hecho que mo#Vaso del término genérico CVG en lugar de
los mas especificos HG o CV. De hecho, el desarddlvarios sistemas para CVG ha permitido
extender la técnica a la valoracion de casi 30itasa[175]; sin embargo, soOlo aquellas
metodologias basadas en reacciones en medio aqueferentemente a temperatura ambiente,
con cinéticas rapidas para la generacion de vaponicp facilidad para la liberacién de los
vapores formados y posibilidad de control de ietexficias, mostraron resultados analiticamente
atractivos. Como ejemplo podemos citar el uso deatrihidroborato de sodio (NaBEN), el
cual presenta mejores resultados que el tetratodatd de sodio en cuanto a la cantidad de
hidruro producido; sin embargo, su utilizacion sdimitada por una velocidad de generacion de
los hidruros extremadamente lenta [176].
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Las practicas mas usuales [175] de CVG con detecpir espectrometria atomica
incluyen la aplicacién de los siguientes sistenijablG con tetrahidroborato de sodio para As,
Bi, Sb, Se, Sny Te; ii) generacion de CV con tethaborato de sodio o solucion de Sn (ll) para
Hg v iii) generacion de etil derivados con tetibetiato de sodio para Hg, Pb, Se y Sn. Esta
dltima alternativa presenta algunas desventajaxicgladas con la elevada toxicidad de los
derivados etilados y los altos costos de reactpmslo que se la utiliza con poca frecuencia
[177,178]. Mas alla de esta generalizacion, oiasitas de CVG se encuentran informadas en
la literatura aunque con menor frecuencia. La C\éGrg Tl [179], Cd [72], Cu [180] y mas
recientemente Ag, Au, Ni y Zn [181] mediante reanaton tetrahidroborato ha sido informada,
aungue en algunos de estos casos, la especie gujoecse forma aun no esta perfectamente
elucidada. La determinaciéon de Cd mediante la gei@r de vapor frio ha sido descripta en la
literatura [182] asignandose la produccion d€ &da descomposicion del hidruro de cadmio
formado, lo que permite la valoracion de Cd utilida AAS sin asistencia de llama. También es
posible la determinacion de Cd mediante etilaci@osterior deteccion por AAS con atomizador
de tubo de cuarzo [183]. La adicion de cloruro gi@fio (II) [184] o mezcla de tricloruro de
titanio y magnesio en medio acidficado [185] fudia&da para la generacion de seleniuros. La
vaporizacion de analitos mediante la derivatizaci®us cloruros es un antiguo procedimiento
de aislamiento selectivo que ha presentado renanéel@s por los investigadores en los Ultimos
afnos. Elementos como Bi, Cd, Mo, Pb, Sn, Tl, Zr6]18s [187], Al [188] y Ge [186,189] son
liberados en la forma de cloruros gaseosos al tzailds solucion de muestra en atmosfera de
HCI, para luego ser arrastrados al atomizador.ijfestde Os han sido volatilizados a QgOr
técnicas de CVG miscelaneas y conducido a una lidenéaxido nitroso-acetileno [190]. La
volatilizacion de Ni en la forma de carbonilo, ialmente reportada por Vijan [191] en 1980, ha
sido objeto de sucesivas modificaciones. El Niegkicido inicialmente al estado elemental con
tetrahidroborato de sodio; el pasaje de una cderide monoxido de carbono a través de la
suspension resulta en su volatilizacion bajo lantorde carbonilo. ElI Ni(CQ)puede ser
determinado directamente por AAS [192] o precorreglat mediante una trampa fria de
nitrogeno liquido previo a su atomizacion por AAB3]. Sturgeon et al. [194] alcanzaron
niveles de deteccion de 4 ng preconcentrando el vapor proveniente de 10 nrhdestra en
un tubo de grafito a 500 °C y posterior atomiza@éf700 °C. Brueggemeyer y Caruso [195]
determinaron vestigios de Pb mediante derivatizaeidetrametilo de Pb con metil litio. El
vapor liberado por calentamiento fue conducido atmmizador de tubo de cuarzo calentado a
980 °C. EIl sistema alcanzé un nivel de deteccion5deg de Pb. Sturgeon et al. [196]
simplificaron el procedimiento al generar tetraetile Pb por reaccion con tetraetilborato de
sodio seguido de una etapa de preconcentracién &rba de grafito a 400 °C. La generacion de
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compuestos volatiles de Cr [197,198], Fe [197,308D [197,198] mediante la formacién de sus
quelatos volatiles, especialmente dbudicetonatos y deteccion por técnicas espectrocastri
atomicas, constituye un area de creciente aplinasédido, principalmente, al incremento de la

sensibilidad en uno o dos 6rdenes de magnitud cadpaon AAS convencional.

Las primeras aplicaciones de HBasadas en sistemas de mezcla manual para myestra
reactivos implicaban una manipulacién ciertamenrfieutiosa. La incorporacion de la inyeccién
en flujo (FI) a HGAAS a partir de los trabajos dstrdm [200], facilit6 enormemente la
implementacion de la técnica, o que generd en lmdi pasada la aparicion de sistemas
hifenadosFI-HGAAS. La gran cantidad de publicaciones refaesi a aspectos teéricos y de
aplicaciéon [62,201,202] aparecidas en estos Ultiafdss es indicativa del interés que dicha
metodologia ha despertado en la comunidad cieatifias ventajas mas relevantes que presenta

FI-HGAAS son evidentes al momento del analisis gdan resumirse de la siguiente manera:

» Alta frecuencia de analisis.

* Bajo consumo de muestra y reactivos (1-2 érdenasoras que los procedimientos
discontinuos).

» Alta reproducibilidad (debido a un mayor niumeroréplicas posibles en la unidad de
tiempo).

» Alta sensibilidad y bajo limite de deteccion (1+f8enes menores que los procedimientos
discontinuos).

* Minimo riesgo de contaminacion por tratarse desias cerrados e inertes.

« Aumento de la selectividad mediante discriminac@inética determinada por las
condiciones de ausencia de equilibrio termodinanecho que permite un aumento de
la tolerancia a iones metalicos interferentes nmedial disefio de sistemas que favorecen
la reaccion principal (generalmente mas rapida)desmedro de las secundarias no
deseadas.

e Disminucion del efecto memoria provocado por ddpéside metales reducidos
acumulados o boruros del metal al posibilitardeaglajo con altos flujos volumétricos de
muestra y reactivos, disminuyéndose el tiempo d@leacia de los productos en la
tuberia de reaccion. Como siempre, la seleccioestizs tiempos de residencia debe ser
una situacién de compromiso que permita la redacd@ efecto memoria manteniendo
una produccion eficiente del vapor de interés toali

» Escaso espacio fisico en el laboratorio debidowwkmen reducido.

1 En el caso particular de arsénico, se adoptayla G ya que la produccién de arsina esta compleba la
literatura [63,174,203,204]
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A continuacién se describen los fundamentos, carigtitas y componentes basicos
involucrados en los sistemas acoplados FI-HGAAS.

3.1. La espectrometria de absorcion atdbmica

La espectrometria de absorcion atdmica, a mas daiée de haber sido propuesta por
Alan Walsh [205] es actualmente una técnica am@r@enreconocida y utilizada en numerosas
areas del analisis instrumental. Sus variadasamptioes comprenden desde determinaciones a
nivel de trazas hasta componentes mayoritariosidoebsu elevada especificidad y selectividad
como asi también a su modo de operacion relativarsmiple, ha logrado mantener su lugar
aun con el advenimiento de poderosas técnicas ¢GRGES e ICP-MS. La publicacion de
mas de 1000 trabajos originales por afio relaciaad®AS indica claramente que la produccion

de nuevos desarrollos y aplicaciones de rutinaseantran en constante crecimiento [206].

Los principales topicos que motivan las tareas roestigacion y desarrollo en AAS
pueden resumirse en estudios de mecanismos deidGreagcatomizacion, modificacion y
optimizaciéon de métodos analiticos, especialmentarélisis de vestigios y ultravestigios y
andlisis directo de solidos empleando técnicas devawlas de slurry” [207-210] La
incorporacion de desarrollos instrumentales pas&si que incluyen el horno de grafito como
generador de vapor atomico[211,212], los detectdeesstado solido [213-215], las fuentes de
radiacion para determinacion multielemental simd&a[216-218] y los distintos “modos” de
inyeccion de muestra automatizados, incluyendotabidad de pretratamiento [219,220], sin

dudas contribuyeron a la jerarquizacion de AAS.

3.1.1. Componentes basicos de un espectrometro désarcion atomica. Lineas de

desarrollo en AAS

Un espectrémetro puede ser considerado como elionfle los instrumentos épticos y
mecanicos requeridos para la generacion, conduca@persion, seleccion, aislacion y
deteccion de energia radiante. El rango de longgwte onda de uso en AAS depende de la
fuente de radiacion, las componentes 6pticas gtelctbr. Generalmente estd comprendido entre
852,1 nm (la longitud de onda mas sensible pacasb) y 193,7 nm (la longitud de onda mas

usada en la determinacion de arsénico).

Los componentes basicos de un espectrometro decalysatomica convencional son bien

conocidos y varios libros de texto [206,221] sel&aygn sobre los mismos, razén por la cual no
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seran descriptos en este trabajo. Las caractadgiite por excelencia revisten a la AAS son, sin
dudas, su selectividad y especificidad. Sin embargo configuraciéon clasica de los

espectrometros de simple canal: fuente de radiat@dongitud de onda especifica — atomizador
— monocromador — detector, solamente permite larakacion de elementos individuales. La

estrategia mas reciente consiste en el uso detssmetros multicanal equipados con fuentes
continuas para la determinacion simultdnea o csasultdnea de elementos a diferentes
longitudes de onda. Los espectrometros simultareos reciente aparicion en el mercado ha
dado lugar a una serie de trabajos [222,223], nlmageconsolidado ain como para lograr una
posicion de competencia frente a técnicas analitichustas de determinacion multielemental.
Actualmente, los esfuerzos de optimizacion se hagalizado en mejorar el control de

interferencias espectrales por solapamiento dadireumentar la resolucion de los instrumentos
opticos, extender los ambitos dinamicos linealescdecentracion para la mayoria de los
elementos sin mayores cambios constructivos, dicglila operacién de los equipos y obtener
valores de sensibilidad y limites de deteccion coaipas a los espectrometros de canal simple.

Se pueden diferenciar dos formas de construcciGspectrometros de absorcion atbmica
multielemento. El disefio convencional emplea fuznle linea (dando lugar a la determinacion
simultanea), mono o policromadores y detectorestutb®s fotomultiplicadores (PTM). La
segunda alternativa consiste en el uso de fuemiesnoas (determinacion cuasi simultanea).
Para ello se utilizan policromadores Echelle de r@solucion (en el orden del ancho medio de la
linea atdbmica de 1 a 3 picoOmetros) y detectoregsdado solido que permiten la medicion
espacial de la radiacion. La combinacion con rexd@sismas convencionales permite obtener

espectros bidimensionales [224].

El uso de fuentes de linea de longitud de ondacésme tales como las lamparas de
descarga sin electrodos (EDL), posee la ventaggainie emitir alta energia radiante. El nimero
de lamparas que pueden ser utilizadas es acotadazmmes de espacio y suele limitarse a seis.
La dispersion espectral puede llevarse a cabo meedjzolicromadores con varias ranuras de
salidas y PMTs colocados detras de ellas o, cotemaltiva, utilizando varios monocromadores
o redes de difraccion [225] con un detector pagaazanal. Ninguna de las dos alternativas
planteadas resulta completamente satisfactoria,qya la primera es de construccion
relativamente compleja y la segunda necesita deuidlmdoso realineamiento ante cada cambio
de elemento. Por otro lado, cada fuente deberiamselulada a su propia frecuencia si se
pretende conservar la selectividad que caractexiZeAS. La situacion se vuelve ain mas
compleja cuando se utilizan combinaciones de eleysearbitrarias ya que la posibilidad de

solapamiento de linea y el riesgo de que lineaglementos diferentes lleguen al detector
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simultaneamente aumenta de manera considerable.edim sentido, la utilizacion de
policromadores Echelle de alta resolucién y detestale estado soélido permite que los
espectrometros simultaneos puedan operar indepaediente del tipo de radiacion utilizada, es

decir, varias fuentes de linea o una fuente decaih continua.

El escaso desarrollo observado durante muchospiaguentes continuas de alta calidad
y detectores de estado sdélido motivd que los espretros simultaneos de tipo convencional
que emplean componentes conocidos hayan logradooresy aplicaciones aunque,
frecuentemente, con pérdidas considerables enbdafed y acotados rangos dinamicos de
trabajo [225,226]. El empleo de una lampara deadin continua de arco de xendn y un
detector de estado sélido del tipo matriz de fatdds desarrollado por Winefordner et al. para
horno de grafito [216], llama [217] e ICP [218]uqule citarse como uno de los avances mas
importantes en el tema. Recientemente, la aplicat@dpulsos a la fuente de radiacion continua
ha permitido obtener valores de masas caractesstion factores 1,5 a 2 veces menores que con
el uso de fuentes de linea para medidas en el [@Mdede antimonio (217,6 nm), arsénico
(193,7 nm), cadmio (228.8 nm) y zinc (213,8 nm). digposicion instrumental involucra un

atomizador de horno de grafito, un policromadorefiehy un detector CCD [227-229].

La comparacion del estado actual de AAS multielgéadezon otras técnicas empleadas en
la determinacion elemental simultdnea muestra umonama a futuro de caracteristicas
prometedoras aunque es evidente la necesidad dentarmlos estudios basicos y las
aplicaciones. En comparacion con la espectroméé&iamision atomica (OES), AAS posee un
rango dinamico de trabajo significativamente medebido a que en OES la intensidad de
emisidbn aumenta linealmente con la concentracidn agalito, mientras que en AAS es
proporcional al logaritmo de la relacidgil I(ver 3.1.2). Esta desventaja posee una impdganc
considerable para la determinacion multielementkisselementos individuales estan presentes
en concentraciones relativamente variables. Un enobladicional es que las condiciones de
atomizacion oOptimas difieren frecuentemente eraeedistintos analitos. Ambas razones han
determinado que la mayoria de grupos de trabajarhagstringido sus investigaciones en

espectrometros simultdneos a un nimero de elemeatsagperior a 10.

En términos de costo-beneficio, los espectromeatrokicanal con atomizador de llama se
encuentran en una situacion de desventaja compaaalftiB-OES. Para costos similares, ICP-
OES ofrece una mejor performance al consideraralgtidad de elementos que pueden ser
determinados en forma simultanea, el mayor rangandico de trabajo y los menores niveles de
deteccion. En general, los costos por canal disyeimecon el aumento del numero de canales.

En este sentido, los espectrometros de doble cepadsentan la alternativa mas desfavorable si
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se tiene en cuenta la minima ganancia aportaddo<Edltimos afios, AAS multielemental ha

sido restringida casi exclusivamente al uso de athores electrotérmicos ya que la reducciéon
en los tiempos de andlisis sumada a los bajosesivi® deteccion caracteristicos de ETAAS, la
posiciona como una técnica analitica prometed®pea@almente al considerar que la Unica
técnica comparable, ICP-MS, es mucho mas costtss&ex que requiere de personal altamente

entrenado.

3.1.2. La sefial analitica en AAS. Ley de Beer-Lambe

Los atomos libres en estado gaseoso poseen laidaghate absorber energia radiante y
pasar de su estado energético basal a un estaitiadexal promover un electron externo a una
configuracibn menos estable. Como respuesta ahfend de absorcién, el retorno inmediato y
espontaneo al estado basal provoca la emision elgiarradiante equivalente a la cantidad de
energia absorbida en el proceso de excitacion. dpeatro de emisidn constituye una

caracteristica Unica para la identificacion cualitadel elemento.

El parametro de interés y convencionalmente adoptad® las medidas espectrométricas

es la absorbancia A, definida como:

A= |Og]_0 lo/ 1 (31)

donde § es la intensidad de radiacion incidente e | estensidad de radiacion transmitida. En
la espectrometria de absorcion atomica en partjcelanterés esta centrado en la cantidad de

luz absorbida por la nube de atomos ubicada eangino Optico.

La relacion lineal que se establece entre la ahsord y la concentracién de analito esta
definida por la Ley de Beer-Lambert:

A =kbc (3.2)
donde:
“A” es absorbancia;
“K” es el coeficiente de absorcién (constante caratiza de cada especie absorbente) que es
una medida de la cantidad de radiacion que pueddserbida por un atomo;
“b” es la longitud del camino 6ptico; y

“c” es la concentracion de las especies absorhentes

-40 -



Capitulo 3: FI-HGAAS

Si el coeficiente de absorciérse conoce es posible obtener medidas absolutasiohero
de atomos libres en el volumen de absorcion. Sibaego en la mayoria de los cask$0 se
conoce con la exactitud adecuada. Este hecho ingpestante para las mediciones analiticas, ya
gue en este caso el interés principal no es laetracion absoluta de atomos sino la cantidad de

analito en una muestra.

Las etapas involucradas principalmente en el candgofases ocurrido durante la
formacion de atomos gaseosos actuan en detrimentoadeelacion simple entre el nUmero de
atomos absorbentes y la concentracion del analita enuestra, por lo tanto el cumplimiento de
la Ley de Beer-Lambert se ve indefectiblementetafiec La quimica analitica aplicada a AAS
ha encontrado una solucion a este problema quésteres el uso de muestras o soluciones de
calibracion al considerar que, para condiciones raxpatales constantes, los efectos
ocasionados por los multiples parametros del sestemrmbién permanecen constantes. De esta
manera, cuando se miden las absorbancias de nauestaduciones de calibracién que contienen
concentraciones conocidas del analito y se regisgas valores en funcion de dichas
concentraciones, se establece la relacion o cwevalibracion empleada para el calculo de las
concentraciones desconocidas. Por lo tanto AAjual que otras técnicas espectrométricas, es
una técnica relativa basada en el uso de una derealibracién para establecer la relacién entre

la cantidad o masa de un analito y el valor dehp@tro medido.

Como ha sido mencionado, un requerimiento de la Uey Beer-Lambert es la
proporcionalidad lineal entre la absorbancia A y@nero de atomos libres. Esto implica una

serie de suposiciones [230,231]:

. Todas las especies absorbentes deben poseer ab gogficiente de absorcidn es decir,
la radiacion debe ser absolutamente monocromaicaplumen de absorcion debe ser
isotérmico y la orientacion de las especies abstebeen el plano de polarizacién de la
radiacion no deberia ejercer influencia alguna.

. El haz de radiacién debe ser paralelo al caminie@gtposeer una intensidad homogénea.

. La concentracion de las especies absorbentes debafiientemente baja para minimizar
la reduccién dé& debido a interacciones mutuas (ensanchamientgeponancia).

. Otros mecanismos que podrian atenuar la potencizdikecion, tales como la dispersion de
luz, deben ser despreciables.

. Las especies absorbentes deben estar distribugdasdera homogénea en el volumen de

absorcion.

En la practica estos requerimientos se cumplen gicialmente lo que determina que la

relacion entre absorbancia A y cantidad o masandkt@ presente desviaciones de la linealidad,
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especialmente para altos valores de absorbancigekeral, las razones mas importantes de
desviacidn obedecen a caracteristicas espectraldasdlineas analiticas (mas de una linea
atravesando el paso de banda espectral, preseacestaictura hiperfina, entre otros), a la

distribucion inhomogénea de la temperatura y ataidad atdbmica en el volumen de absorcion.

3.1.3. Correccion por absorcion inespecifica

Las interferencias espectrales originadas en el izatolor constituyen uno de los
problemas mas importantes de las espectroscopiascas. La radiacion que pasa a través del
atomizador puede ser atenuada por una cantidagndenenos denominados en forma conjunta
absorcion de fondo o absorcion no especifica, lades se suman al proceso de absorcion
atomica propiamente dicha. Tales fendmenos pueéenoiginados por la absorcion de
moléculas gaseosas o por la dispersion de la ré@didebido a la presencia de particulas sélidas.
La correccion por absorcion de fondo cuasi simetiaron la medida del analito por AAS puede
realizarse de maneras diferentes:

. Correccién mediante el uso de fuentes de radiamatinuas
. Correccion por efecto Zeeman

. Correccion por el uso de pulsos de corriente alta

A continuacién, realizaremos una breve descripd@rtada una de las alternativas con el

propédsito de analizar su utilidad en los sistemasGAAS.

La primera de ellas supone que el ruido de fondonelendmeno de banda ancha que se
mantiene constante en el rango definido por el pdsdanda espectral seleccionado. Las
radiaciones provenientes de la fuente de linea ladeente continua (lampara de deuterio)
atraviesan el volumen de absorcion. Las longitudkesonda de la lampara de deuterio que
lleguen al detector seran las comprendidas ensel ¢¢@ banda espectral del monocromador (0,2-
2 nm), mientras que el ancho de la linea anakéscaproximadamente dos 6rdenes menor por lo
gue su incidencia en la absorcion de radiacionimoates despreciable. La absorcién de fondo
es sustraida de la absorcion total medida con datéude linea obteniéndose la absorcidon

especifica del analito.

El éxito de esta correccion depende de un nimesoiglesiciones:
a. Elruido de fondo debe ser continuo y homogéned eal@men de absorcion.
b. El camino Optico seguido por ambos haces debd s@smo.
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c. Dado que se trata de una correccién secuencidansexdmisibles pequefios errores
originados en las diferencias existentes entre lacilad de cambio y la frecuencia de
medicion.

d. Las intensidades de ambas fuentes deben ser gisigara garantizar un adecuado balance
electronico.

e. Se deben tener en cuenta los rangos de longitedesdh 6ptimos de cada fuente continua.
A bajas longitudes de onda, 193 nm - 330 nm, sons®jables las lamparas de deuterio
pero a longitudes de onda superiores otras alteasatomo las lamparas halogenadas,
ofrecen mejor potencia radiante.

f. ~ También debe ser considerado el deterioro dedaitel sefial/ruido (S/R) debido al uso de

dos fuentes de radiacion.

La correccion por efecto Zeeman se basa en elngerio que experimenta el perfil de
absorcion del analito con respecto a la linea desiémcuando un campo magnético de
aproximadamente 1 Tesla es aplicado al volumerbdereion. Como consecuencia, aparece un
desdoblamiento simétrico de los niveles energétitmdos electrones externos que origina la
separacion de las lineas de emision atomicas. fEstaneno descrito en 1897 por el fisico
aleman Pieter Zeeman, aparece como resultado deelaccion entre un campo magnético

externo y el momento magnético atomico.

Un gran numero de transiciones electronicas pueskm posibles por efectos del
desdoblamiento. Para el caso mas simple se obseaviinea centrat y dos lineas laterales
simétricamente ubicadas respecto de la linea ¢eftaala tipo de linea responde de manera
diferente a la radiacion polarizada provenienteladéuente. El picor absorbe la radiacion
polarizada en un plano paralelo al campo magnétiterno, mientras que los picoesabsorben
la radiacion polarizada perpendicular al campoc&msecuencia, el analito absorbera durante la
parte del ciclo en que la radiacion de la fuent& @®larizada, mientras que la absorcion
molecular de banda ancha y la dispersion por peaidcsolidas tendra lugar en ambos ciclos. Un
sistema de adquisicion de datos adecuados permitdistriminacién y sustraccion de la

absorbancia inespecifica para obtener valores steladncia corregidos por el ruido de fondo.

El uso de fuentes de radiacion que puedan operamerampo magnético sin mayores
dificultades para obtener una correccion de fondecth por efecto Zeeman no ha logrado hasta
el momento un desarrollo adecuado para todas ¢aefsl de produccién de atomos. Cuando el
magnetron es colocado en el atomizador, la compdétientre ambos depende principalmente
de las caracteristicas de ensamble del atomiz&dato las llamas usadas en AAS de 10 cm de

longitud como los atomizadores de tubos de cuamgueados en las técnicas de generacién de
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hidruros o vapor frio, son poco compatibles coninstalacion del magnetron ya que los

requerimientos de energia para éste son realmaptatantes. La aplicacion de efecto Zeeman
para correccion de fondo en este caso implicarisedmccion del tamafio de la celda de

absorcion y el uso de menores volimenes de muegsteactivos, 10 que se traduciria en una
pérdida de sensibilidad. Hasta el momento, el esluentes continuas proporciona una forma de
correccion de fondo mucho mas adecuada para éstasds. En cambio, la correcciéon de ruido
de fondo por efecto Zeeman ha encontrado verdagdicacion en los atomizadores de horno de

grafito y se ha convertido en una practica usuaiatejo.

La correccion de fondo por pulsos de corriente alabasa en el ensanchamiento y
posterior autoinversion de las lineas de resonaseiaina lampara de céatodo hueco (HCL)
cuando se aumenta la corriente de operacion [&32)e lleva a la aparicion de una depresion
en el centro de la linea. El incremento de estaed@m con la intensidad de corriente provocara
una menor absorcién por parte del analito debidoeaxdor solapamiento de la linea analitica con
el perfil de absorcion. No sucede lo mismo con gesfiles de banda ancha que no se ven
influenciados por los cambios en la intensidad deiente. Por lo tanto, la aplicacion de
corrientes normales permite medir un valor de ah&ortotal mientras que la zona de
ensanchamiento y desdoblamiento del perfil de émigrovocados por pulsos de corriente alta,
s6lo mide el ruido de fondo préximo a la linea #ita. En consecuencia, la alternancia entre
pulsos de corriente normal y de alta intensidadhgerdiscriminar la absorcién inespecifica del
analito y obtener el valor corregido mediante wgtesna de adquisicion de datos adecuado. La
pérdida de sensibilidad, a la que puede condutarfesma de correccion de fondo, dependera
principalmente de la proporcion de la absorcion alghlito que sea medida en la fase de
corriente alta. Esta proporcion es fuertemente rtdipate de la efectividad del proceso de

autoinversion, que es mayor cuanto mas volatieseaalito target [233].

3.2. Vapor quimico por AAS

La gran expansion y utilizacion de la técnica de@ara el analisis de elementos traza se
debe principalmente a su relativa simplicidad yaardpidez del proceso de derivatizacion.
Particularmente, la popularidad de esta técnicaréeido de manera notable a partir del uso de
borohidruro de sodio (NaBflo de potasio (KBk) como agentes derivatizantes.

El proceso de determinacion de vapor quimico porSAéomprende dos etapas: la
generacion del vapor y la deteccion del analitonderés. Cuando el vapor quimico generado

corresponde a un hidruro volatil, como es el castadrsina, la deteccién incluye un proceso de
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atomizacion capaz de permitir la conversion dehidsuros a atomos del analito en estado libre.
Tanto la generacion como la atomizacion de losuinidr han transitado por caminos de multiples
discusiones teodricas y experimentales durante d8cedn el objetivo de explicar de manera
convincente los mecanismos involucrados. No obstahinimero de publicaciones destinadas a
explicar aspectos tedricos de HGAAS es marcadanieietéor que el referido a aplicaciones de
la técnica. A continuacion se describen aspectasiomados a ambos procesos considerando las

investigaciones mas recientes y los mecanismos estqs!

3.2.1. Generacioén del hidruro

La generacion de hidruros implica los siguientex@sos:

. Formacion del hidruro a partir de la muestra, esirdda conversiéon del analito al
correspondiente hidruro covalente mediante unaci@aauimica y su transferencia a la
fase gaseosa;

. Transporte del hidruro liberado al atomizador.

La eficiencia del proceso completq)/®s decir, la fraccion de analito transportadaen

forma de hidruro al atomizador, puede expresatsavas de la siguiente ecuacion:

N
f=——  (33)
6 Vs

donde N es el numero total de atomos del analito sumimiesaen la forma de hidruro al
atomizador, ges la concentracion del analito en la muestrg gs\el volumen de muestra.

Este parametro es gobernado por dos procesos desfetencia de masa, uno
correspondiente a la liberacion del analito hasfase gaseosa y el otro al transporte del hidruro

hasta el atomizador; por lo tantg,t8mbiéen toma la forma:

R=R+B (3.4
donde

. 3 es la eficiencia de liberacion del hidruro definaeo la fraccion de analito liberado en

la forma de hidruro a partir de la solucion:
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I\‘berado
B=——— (3.5)
6 Vs

siendo Nberado € NUMero total de atomos del analito liberadosaemuestra liquida en la
forma de hidruro. Debido a la presencia de un cardbifase, [f3se ve favorecida por el

burbujeo de gases para inducir el cambio de fdaagitacibn mecanica; y

[} es la eficiencia de transporte del hidruro defirddeno la fraccion de hidruro liberado
transportada al atomizador mediante el gas deptoaies

N
= — (3.6)

I\‘berado

Las condiciones de contorno para las ecuacionesrges planteadas arriba pueden

consultarse en la referencia [63].

La técnica de generacion de hidruros mas antigualuora un sistema metal/acido
(generalmente Zn/HCI) [61] para la reduccion delliema hidruro. Actualmente, la alternativa
mas utilizada para la formacion de hidruros es dacecion con compuestos boranos,
especialmente borohidruro de sodio en metimlo. Las soluciones de borohidruro son muy
inestables. Su descomposicién obedece a una reatdeidegundo orden con una constante de
velocidad de 1,22 fomor* | min' (30 °C) para valores de pH entre 3,8 y 14. A losnpkb
acidos con que se trabaja normalmente, la read®odescomposicion puede completarse en
unos pocos microsegundos. La forma mas empleada estabilizar las soluciones de
borohidruro consiste en la alcalinizacion con Nafldido y, en menor medida, la filtracion o
ultrafiltraciébn con membrana. Los intentos por majal rendimiento de generacion del hidruro
tales como la utilizacién de columnas cromatoga&fidopadas con borohidruro de sodio sélido
como ambito en el que se llevan a cabo las reagsiah pasar la muestra acida [234] o, el
agregado de tensoactivos a la mezcla de reaccivfaciinalidad de aumentar la eficiencia de
generacion del hidruro a través de la formacionnamlios moleculares organizados [235],

resultaron poco prometedores [236].

Como hemos mencionado, los mecanismos que gobiErmaeacciones involucradas en el
proceso de generacion de hidruros con tetrahidavlosr han sido fuente de numerosas
discusiones [202]. Los mecanismos basados endamei@ de hidrégeno atdmico o naciente han
sido adoptados por afos, casi de forma unanimetiageala década del “70. Robbins y Caruso
[237] fueron los primeros en sugerir este mecanisimpostular que el borohidruro actuaba

como fuente de hidrégeno naciente:

- 46 -



Capitulo 3: FI-HGAAS

BH4 + HyO" + 2H,0 — B(OH); + 8H (3.7)

El hidrégeno naciente formado era considerado ehtagefectivo de derivatizacion que

reaccionaba con el analito para formar el hidramespondiente:

M™+ (m + n)H— MH,+ mH" (3.8)

donde m representa el estado de oxidacion dekaryah el nimero de coordinacion del hidruro.

La formacion de hidrogeno molecular era atribuida jpresencia de hidrégeno naciente en

exceso:

H+H — H (3.9)
H + H,O — Hp + OH (3.10)

Si bien, a través de los afos, el mecanismo debdetho naciente fue adoptado como
valido por la comunidad cientifica toda, la compmba experimental de tal asercion no
aparecia. Por el contrario, los trabajos de méenmec aparicion han objetado su validez de
manera contundente. Los estudios realizados porrtalet al. [238] indican que la formacion
de hidrogeno atomico originada en la hidrélisislaaile borohidruro no es posible a partir de
evaluaciones termodinamicas. La generacion de loslrde estafio, antimonio y bismuto en el
rango de pH de 1,4 a 12,7 usando borohidruro ysotmmplejos boranos como agentes
reductores reportada por D Ulivo [172], constitwgea evidencia de suma significacién ya que
la formacion de hidrogeno naciente no es posiblenedio basico. Los estudios comparativos
llevados a cabo por el autor mostraron que, en osuchsos, la relacion entre la concentracion
de hidrogeno naciente originada por la descomposidel borohidruro () y la concentracion
estequiométrica minima (pnecesaria para generar el hidruro es mayor qle qye muestra
qgue el mecanismo de hidrégeno naciente no puedificias el proceso. Las experiencias de
generacion de hidruros de arsénico con reactivatedilos [173,203] aportan mas evidencias
en este sentido. Las hidrolisis de NaBH\NaBD, en HO y D,O, respectivamente, resultaron en
la formacion de HD como producto principal (> 95%halmente, a la luz de las investigaciones
mas recientes y de la mano de la espectrometriaadas, la formacién de hidruros volatiles
parece haber encontrado un mecanismo convineanta transferencia directa de atomos de
hidrogeno del borohidruro a la especie activa aellito a través de procesos basados en la

formacion de complejos analito-borano [239,240].e8te nuevo contexto, la produccion de gas
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hidrégeno y &cido borico tienen lugar via la forrdbaale intermediarios:

BH; + H,O « H,-BH3; + OH (311)
BH4 + H30+ « H>-BH3 + H,O (312)
H,—BH3; - BH3 +H> (313)

BH3 + H,O — B(OH)s + 3H, (3.14)

Las reacciones (3.11) y (3.12) formadoras del i¢gliario H—BH3; aparecen como las
determinantes de la velocidad de reaccion en fand# pH del medio. Para los valores de pH
mas altos, la ecuacion 3.11 gobierna el proces@ wdlocidad de descomposicion del
borohidruro se vuelve muy lenta. Para valores decdklla descomposicion puede completarse

en unos pocos microsegundos.

El mecanismo simplificado propuesto por Howard [pdta la formacion de hidruros de
arsénico supone que el borohidruro actiia como tedycfuente de hidrogeno. Cuando los
oxoaniones de arsénico reaccionan con borohidserasume que el primer paso es la reduccién
del estado de oxidacién pentavalente al estadaida@on trivalente:

RhAS(0)(OH).n + H' + BHs — RyAS(OH)sn + HO + BHg (3.15)

donde R es un grupo metilo y<On < 3. El paso siguiente consiste en la formaciénadars$ina

correspondiente:

RhAS(OH)n + H' + BHs — RyASH3.n + HO + BHs (3.16)

En ausencia de especies organicas las expresioteemees se reducen a:

AS(O)(OH) + H' + BHy — As(OH) + H,0 + BHs (3.17)
As(OH); + H + BHs; — AsHs + H,0 + BHg (3.18)

Finalmente, la hidrdlisis de borano lleva a la picddén de acido boérico e hidrégeno
gaseoso:

BH3 + MO — HyBO; + 3Hs (3.19)
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Generalmente en HG se utiliza un gran exceso dattagreductor o que produce una
abundante liberacién de hidrégeno. Las burbujagitesges inducen el cambio de fase con la
consiguiente transferencia del hidruro a la fassegsa. La concentracion de los hidruros de
arsénico en la solucién de reaccion es menor qusolsibilidad, por lo que la presencia de
hidrégeno juega un rol decisivo en su liberaciomalez en fase gaseosa, el hidruro es
conducido a un separador gas-liquido y luego aadsthasta un atomizador por una corriente
de gas de transporte inerte. Si la incorporaciémyae de transporte se realiza en la solucion de
reaccion, la demanda de borohidruro se reduce denagilemente. Los gases que comunmente
se utilizan son argoén, nitrégeno, helio e hidrogedependiendo su eleccidbn de razones
econdmicas Yy el tipo de atomizador utilizado [&2ls pérdidas de hidruro por descomposicion o
adsorcion sobre las tuberias deben ser minimizadasilanizacion de las superficies de vidrio
es una practica eficiente en la prevencion de gasd{241,242]. La presencia de pequefias
gotitas en la tuberia de trasporte del hidruro caomsecuencia del pasaje de aerosol liquido a
través de la membrana del separador empobreceficgimamente la sensibilidad y
reproducibilidad de las medidas, en especial cuaedatilizan como atomizadores celdas de
cuarzo calentadas externamente. La incorporacidradgas con desecantes ubicadas a la salida
del separador debe hacerse con suma precauciotodelda posibilidad de absorcion de los
hidruros sobre el material utilizado [243].

La menor velocidad que presenta la reaccion 3.4Femo de 3.18 permite discriminar
cinéticamente las especies inorganicas tri y patdates de arsénico en funciéon del pH del
medio y/o de la concentracion de borohidruro. pstpiedad ha dado lugar a una multiplicidad
de métodos de “especiacién” basados principalmenti&a discriminacién por pH (el tema se
trata con mayor detalle en el punto 3.5). Sin eguyatuando la “especiacion” no es el objetivo
y es necesario cuantificar arsénico total, es foneseal asegurar que todas las especies
arsenicales se encuentren en el mismo estado dacox, lo que no necesariamente se logra
llevando la concentracion de acido a valores elevdd@6]. De hecho, la sensibilidad de la
determinacion de arsénico pentavalente es menolaqu@respondiente a arsénico pentavalente
[244] por lo que la modalidad mas utilizada parauantificacion de arsénico total consiste en
la prerreduccion de todas las especies presemdemama As(lIl). Esta prerreduccidon puede ser
parte del procedimiento de preparacion de la maiestrcomo veremos mas adelante, puede
realizarse en la linea de andlisis. El ioduro dagio en acido clorhidrico 4-6 M es el agente
prerreductor mas utilizado para este proposito 7[644]. En estas condiciones, las
interferencias ocasionadas por elementos de transise reducen en varios o6rdenes de

magnitud. La prerreduccion tiene lugar mediantdaiente reaccion:
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H3ASO + 3T + 2 O o HzAsOs; + I3 + 3 HO (3.20)

la que depende fuertemente de la concentraciénoderd, la acidez de la muestra y la
temperatura. El agregado de altas concentracianexldro (generalmente se trabaja en exceso)
puede llevar a la produccion de grandes cantiddelg®do por accion del oxigeno presente en la
corriente acuosa, lo cual trae dificultades parauantificacion del analito por HGAAS con
celda de cuarzo [71] ya que podria favorecersedacion inversa a la formulada en 3.20. La
adicién de acido ascoérbico genera mejores condisidieetrabajo ya que aumenta de manera
notoria la estabilidad de las soluciones y previarexidacion del ioduro a yodo libre. El tiempo
necesario para la reduccion completa de As(V) dllAs(temperatura ambiente (en el presente
trabajo, 45 minutos en HCIl 4 M y solucién prerradue de ioduro de potasio 1,7% (m/v) -
acido ascorbico 1,7% (m/v)) disminuye drasticamerabajando a temperaturas proximas a
100 °C ya que se trata de una reaccion endotérbcasta manera, el disefio de un sistema en
flujo requerira pre-reduccion en linea a alta ter@jpea para operar en tiempos cortos
compatibles con la automatizaciéon. Esta fuerte nidgrecia de la reaccion de reduccién con la
temperatura ha sido clave para el disefio de sist@ma prerreduccion por calentamiento en
linea. Para la reduccion de Se(VI) en estas camibesi Stripeikis et al. [245] reportaron que,
ademas, es esperable que la reaccion inversa excaéitenga pocas probabilidades de

ocurrencia si no se deja que el sistema enfrie.

Las altas concentraciones de acido y reactivo uoratos en la prerreduccién con ioduro
de potasio y el consecuente problema asociadaliapasicion de los residuos, impulso en estos
altimos afos la incorporacion de la L-cisteina cagente reductor, aunque su aplicacion no ha
tenido hasta el momento una amplia repercusionosndboratorio de rutina. Brindle y sus
colaboradores fueron pioneros en su utilizacién2#%,247] mientras que otros autores [248-
251] continuaron con la investigacion de los mesraos involucrados en las reacciones rédox.
Los resultados informados no revelan mejoras neletiempo de reaccion necesario para la
completa reduccion de As(V) a As(lll) a temperatambiente ni en la extension de la zona
lineal de la curva de calibrado (que llega hastad@*) en comparacién con el uso de ioduro
de potasio; las ventajas mas importantes residdasemenores concentraciones de reactivos
(L-cisteina 1% (m/v); HCI 0,1 M) y en los menorésites de deteccién obtenidos (0,01 |y L
para arsénico calculados comeg).30tros reactivos se han utilizado ocasionalmergdmo
prerreductores, tales como tiourea [76], tiosulfa&®,253] o cloruro de titanio [254,255].
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Modos de generacion de hidruros

La generacion de hidruros puede llevarse a caldodemodos diferentes segun la forma
de transporte del hidruro al atomizador, estas soleccion y transferencia directa. En el modo
de coleccion, el hidruro es atrapado en un apadtcuado hasta que se completa la reaccion y
luego es transportado al atomizador. La colecciG@dpuealizarse en medios absorbentes, en
sistemas cerrados bajo presion o en trampas Efies métodos fueron muy empleados en los
primeros afos de la aplicacién de la generaciohidiiros ya que la reduccion mediante la
dupla metal/acido era lenta llevando el tiempo peracién a varios minutos. Obviamente, la
discontinuidad entre la coleccion de los hidrur@d grrastre resultaba ventajosa ya que, una vez

recolectados, se arrastraban al atomizador en teogtos.

En el modo de transferencia directa, el hidrurerbldo es directamente transportado a un
atomizador. La rapida reaccion de formacion deunddr utilizando el sistema Blfacido hace
qgue la coleccion del hidruro liberado sea presbiadide manera que en la actualidad los
meétodos de transferencia directa son mucho masosis&brrientemente se emplean dos
métodos de transferencia directa: sistemas discee®n “batch” y sistemas en flujo conocidos

como flujo continuo (CF) e inyeccion en flujo (FI).

En los sistemas discretos se emplean frascos deidradonde se mezclan la muestra
acidificada y la solucién de borohidruro de sodib.hidruro y el hidrégeno formados son
arrastrados por una corriente de gas inerte dekdxteemo superior del frasco hasta el
atomizador donde los hidruros transformados en @donlibres absorben radiacion

electromagnética proveniente de una fuente y omgimea sefal transitoria.

En el modo CF (ver Figura 3.1), la generacion dkiundos se produce en un reactor que
consiste en un tubo plastico dispuesto en formedigdl, al cual arriban sucesivamente la
muestra, una solucion acida transportadora y lacgwoi de borohidruro de sodio por medio de
tuberias plasticas e impulsadas por una bombatdléds. Las fases liquida y gaseosa
resultantes se separan en un separador gas-ligaidiase gaseosa es conducida hasta el

atomizador donde se obtiene una sefal estaciaielrido a la entrada continua de muestra.

En el modo FI (ver Figura 3.2), la reaccion de gatién de hidruros se lleva a cabo en un
reactor donde convergen la solucién de borohiddersodio y la solucién &cida que transporta
un volumen definido de muestra que se inserta #aojelcontinuo de la solucién de transporte a
través de una valvula de inyeccioén. El hidruro earto en la fase gaseosa es arrastrado desde el
separador gas-liquido hasta el atomizador dond#bsene, en este caso, una sefal transitoria

debido a la caracteristica discreta de la entradaukstra en el sistema. Como Fl es el modo de
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transferencia de hidruros utilizado en el presdrdbajo, sus caracteristicas se discuten mas
detalladamente en 3.4.

Los separadores gas-liquido de membrana son lostiidzados actualmente en sistemas
CF y FI. Su funcionamiento se basa en la difusiélngds a través de una membrana de PTFE®
o de goma siliconada permeable so6lo a los gasesidilro gaseoso arrastrado por el gas de
purga y el hidrégeno generado en la reaccion &sawvi la membrana y se dirigen al atomizador
mientras que los liquidos de desecho son conduatiakenaje desde la parte inferior del
separador. Un separador de este tipo se utilizél goresente trabajo (ver Figura 3.3). Los
separadores hidrostaticos, utilizados con antdadra los de membrana, consisten en un tubo en
forma de U que posee un pequefio reactor en unasdeumas donde tiene lugar la separacion.
La mezcla gaseosa emerge a partir del extremo isumkx tubo mientras que el liquido de

desecho lo hace por la parte inferior.

Algunos autores han informado alternativas muyré@si@ntes con la finalidad de realizar la
preparacion de las muestras en linea medianteilizacibn de sistemas CF [74,256] o FI
[71,83,257] acoplados a HGAAS. Nielsen y Hansen fifdefiaron un sistema para la reduccion
en linea de As(V) a As(lll) en el cual la muesia, conjunto con la solucion prerredactora
(HCI 4 M, ioduro de potasio 1,0% (m/v); acido asiéo 0,5% (m/v)), son calentadas al pasar
por un reactor anudado inmerso en un bafio de deem®statizado a 140 °C y luego, enfriadas
al atravesar un segundo reactor anudado inmersn bafio de agua a 10 °C. Los parametros del
sistema fueron optimizados de manera de obtenercamgpleta reduccion sin necesidad de

recurrir a la interrupcion del flujo.

3.2.2. Atomizacioén del hidruro

Los atomizadores de hidruros deben permitir la emign eficiente del hidruro a vapor
atomico, independientemente de la composicion deulestra. El mayor tiempo de permanencia
de los atomos en estado libre permite alcanzardptisna sensibilidad en la medida. Para la
determinacion de hidruros por AAS pueden empledisgantos tipos de atomizadores: llamas de

difusidon de gas hidrégeno/gas inerte, hornos di#ggraceldas de tubo de cuarzo.

Las llamas de difusiéon de hidrogeno/argon e hidwégetrégeno fueron utilizadas casi
exclusivamente en los comienzos de la generacidmdiaros acoplada a AAS [258,259]. El
hidruro puede introducirse en la llama arrastradoepgas de purga sin mas requerimientos que
los de un quemador convencional de AAS. La vertajaste tipo de llamas con respecto a las de

aire-acetileno es que la absorcion de fondo es ouoknor a las longitudes de onda
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caracteristicas de los elementos formadores darbsl{por debajo de 200 nm). Sin embargo, la
presencia aun significativa de absorcion de foetlayido instrumental y la elevada dilucién del

hidruro en los gases de la llama desfavorecemdklide deteccion. Esta forma de atomizacion
de hidruros no ha sido muy empleada ni tampocanipdida desde sus comienzos. Algunos
trabajos recientes sugieren que la llama de difusiimiaturizada altamente combustible, rica en
hidrogeno y oxigeno, puede ser una alternativa residerar como atomizador de hidruros

[174,260].

La aplicacion de hornos de grafito para la atomdiwacde hidruros por AAS fue
introducida en 1973 [212]. Existen dos modalidagesa su uso: atrapamiento in-situ y
atomizacion en linea. El atrapamiento in-situ [2&8hsiste en usar el horno de grafito como
medio de retencion primero y como celda de atordmaluego. El hidruro purgado desde un
generador se absorbe en la superficie del horrentzelo a 200-600C hasta su evolucién
completa. Posteriormente la aplicacion de tempexatsuperiores a los 200€ causa la
atomizacion del analito. Los factores criticos geben tenerse en cuenta para evitar la pérdida
de hidruros son la geometria y la calidad de l&dige de grafito, la temperatura de retencion y
el flujo de gas de purga. La interfase utilizadaektransporte del hidruro desde el generador
hasta el horno de grafito es esencial para maxintzaficiencia. Actualmente, el mecanismo
mas empleado consiste en un capilar de cuarzoauboen el punto de inyeccion del brazo del
automuestreador de manera que el capilar puedéasiémente retirado previo al paso de
atomizacion. Cuando se emplea la modalidad de atmidin en linea, el hidruro se transfiere
directamente a un horno de grafito precalentada @rhperatura de atomizacion a través del
flujo de gas de purga. Este tipo de dispositivdamnsente ha sido utilizado para analisis de rutina

debido a su sensibilidad limitada como consecueat®ian paso optico reducido.

Los atomizadores de celda de cuarzo han sido IgsutiiZzados desde su descubrimiento
en 1975 por Siemer y Hagemann [261]. Estos corttatos tubos dispuestos en forma de T. El
brazo central de estos atomizadores cumple ladarda® liberar los hidruros transportados por el
flujo de gas de purga hacia un tubo de atomizap@pendicular al primero y alineado con el
paso optico del espectrometro de absorcion aténdiegin su forma de calentamiento estas
celdas pueden ser de dos tipos: de llama integseyntados exteriormente. Las celdas de llama
interna operan con una llama de oxigeno (aire)dgieino en su interior que logra sostenerse
debido a la entrada de oxigeno (aire) a travéesidaho auxiliar. Como la cantidad de hidrégeno
proveniente de la descomposicion del borohidrurcamte la reaccion no es suficiente para
asegurar un proceso de atomizacion eficiente, mgepra la entrada de la celda una cantidad de
hidrégeno adicional. El segundo tipo de celda aenatacién consiste en un dispositivo de
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cuarzo dispuesto en forma de T calentado exterimleneon una llama de aire/acetileno a
temperaturas de 110@ aproximadamente o con una resistencia eléctcealistribucion de

temperaturas dentro del atomizador depende deldaigad de flujo del gas y su maximo esta
limitado por la durabilidad térmica del cuarzo. tantidad de hidrogeno liberada durante la
reaccion de generacion de hidruros es suficienta p#canzar una atomizacion eficiente
operando bajo condiciones optimizadas. Este hadidaspositivo de atomizacién adoptado en

el presente trabajo (ver Figura 3.4).

Los dltimos afios han sido escenario de numerosasugibnes relacionadas con los
mecanismos de atomizacién de hidruros que tiergar len celdas de cuarzo calentadas interna
0 externamente, mecanismos entre los cuales neapana diferencia netamente marcada. Las
diversas interpretaciones han estado especialnfantadas en la naturaleza de la especie
quimica involucrada directamente en el proceso tdmiaacion, ya sean radicales hidrogeno
[260,262-264] u oxigeno [204,265,266]. El planteoedtos mecanismos comenzo luego de que
numerosos trabajos revelaran que la atomizaciodgmromposicion térmica es solo eficiente en
los casos de hidruros de bismuto y plomo. Reciemtéenhan sido obtenidas las primeras
evidencias experimentales directas de la desaparite radicales hidrégeno ante la presencia de
arsina empleando una llama miniaturizada de hidr@fgeigeno introducida en la cavidad de un

espectroscopio de resonancia de spin (ERS) [267].

El mecanismo propuesto por Rubezca y Dedina [2604 pgeldas de cuarzo con llama
interna de hidrégeno/oxigeno asume que la atondizesx debe a radicales libres generados en

la zona de reaccion de la llama de difusion a g@eclas siguientes reacciones:

H+O - OH+O (3.22)
O+H, o OH+H (3.22)
OH +H; » HHO+H (3.23)

En presencia de exceso de hidrogeno se formaratesliel y OH (dos radicales por cada
molécula de oxigeno). Debido a que la recombinaciin radicales es un proceso
considerablemente mas lento que el de su formaegdrsperable una concentracion superior a
la de equilibrio en las zonas mas calientes. Piima) dada la alta velocidad de la reaccion
(3.23) se llega a un estado estacionario dondenhdidad de radicales Hs varios 6rdenes

superior que la de OH

Los hidruros arrastrados por el gas de transpotgégaiccionan con la nube de radicales H

a traves del siguiente mecanismo [264]:
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AsHs + H — AsH, + H, (3.24)
AsH, + H — AsH + Hy (3.25)
AsH + H — As + H (3.26)

Luego son arrastrados por el gas de transporta kegbna central del atomizador. Dado
que la probabilidad de formacion de atomos de agdibres es proporcional al nimero de
colisiones con radicales’Ha eficiencia de la atomizacion local se incretaezon el nimero
creciente de radicales libres, o que depende ipaimente del suministro de oxigeno al
atomizador. Sin embargo, la cantidad de radicalegshon factor decisivo para asegurar la
eficiencia de la atomizacion, si lo es en cambialdnsidad de la nube en la seccion transversal
del atomizador. La posicion exacta de la nube deates en las celdas de cuarzo calentadas
externamente, a diferencia de los atomizadoredlaora interna, no puede determinarse en un
sitio fijo sino que depende de: el perfil de tenaperas en el atomizador, la velocidad y
composiciéon del flujo de gas de transporte y eéfitisdel atomizador. Por ejemplo, la nube
podria estar ubicada en el brazo de entrada, enida con el tubo T o en el tubo central. Esto
hace que el diametro interno del atomizador erntiel donde se halla la nube, sea en muchos
casos una variable mas significativa que la veblatidel gas de purga. El tiempo de residencia
de los atomos libres en el paso Optico es contagbad dos procesos de decaimiento: mecanico
(conveccion forzada) y quimico (adsorciéon sobrsulgerficie, formacién de dimeros, etc).

La ausencia de hidrogeno en el atomizador impdsiltd atomizacién de los hidruros en
celdas de cuarzo calentadas externamente [263,268R& |lo general, la descomposicion del
borohidruro asegura la presencia de hidrogeno eatoghizador. La arsina, solo puede ser
atomizada si la relacion estequiométricaHp es menor a 0,5 [204,264]. La importancia de la
presencia de oxigeno para alcanzar una optimabdetesi en las medidas ha sido tema de
extensa discusion. Las investigaciones realizadaBgdina y Rubeska en atomizacion de arsina
[260] han demostrado que para un dado atomizadongliciones establecidas de velocidad de
flujo de gas y temperatura, la absorbancia obserdagande del suministro de oxigeno. La
sensibilidad aumenta rapidamente hasta alcanzar plaéaforma que se mantiene
aproximadamente constante a medida que el sunoirdgtroxigeno continda. La cantidad de
oxigeno necesaria para alcanzar una sensibilidi@mapunto inicial de la plataforma) depende
de la temperatura de atomizacion, la velocidad tehflujo de gas y el diametro interno del
atomizador. Una cantidad de oxigeno muy pequefiap @quella normalmente disuelta en las
soluciones de muestra y reactivos, es suficiema lpamayoria de los elementos formadores de
hidruros volatiles a temperaturas cercanas a I'@@O0La permeabilidad de las tuberias y

conectores a la difusién de gases puede constiéirfuente de entrada de oxigeno al sistema
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[263]. La utilizacion de temperaturas de calentamoi® mas bajas requiere de mayor cantidad de

oxigeno para compensar las pérdidas de sensib[R@&263].

3.3. Interferencias en HG AAS

Las interferencias tipicas de AAS pueden clasieaen dos grupos: espectrales y no
espectrales. Las interferencias espectrales sendelee radiacion absorbida por otras especies
ademas de los atomos del analito. Las interferemmaespectrales se deben a la influencia de los

constituyentes de la muestra sobre la sefial araaliti

Cuando se emplea HG las interferencias espectradeson relevantes debido a la
separacion que experimenta el analito del restogieomponentes de la matriz. La correccion
por absorcion de fondo puede ser necesaria enngiasde grandes excesos de otros elementos
formadores de hidruros cuando se utilizan atomizsiade llama u horno de grafito,
especialmente cuando se hallan involucrados mettioscuosos. La influencia relativa de las
interferencias espectrales sobre la sefial depenldecdacentracion del analito. En este caso, el
método de adicion estandar no contribuye a mejaraxactitud y precision de la medicion
analitica porque, particularmente, la absorciénfaelo es una interferencia de ordenada al
origen, la cual no se puede corregir por dicho n@étod

Las interferencias no espectrales pueden ocuria &se liquida durante la formacién del
hidruro y su transferencia desde la solucion (V&rl3, o bien pueden afectar al analito en la fase
gaseosa (ver 3.3.2). Las primeras se deben a cambilasvelocidad de liberacién del hidruro
(interferencia en la cinética y eficiencia de ld®6én). Estas son causadas por especies
interferentes presentes en la solucién de la naektas interferencias en fase gaseosa son
causadas por especies volatiles, generalmente, luttngos. Las interferencias no espectrales
por lo general no dependen de la concentracioraniglito, por lo que el método de adicion
estandar resulta apropiado para corregir la perai@atla curva de calibrado influenciada por
estos interferentes. Esta Ultima alternativa es gélida en los casos en que la sensibilidad no

sea disminuida fuertemente por la presencia de ggtrferentes.

3.3.1. Interferencias no espectrales en fase liqaid

Pueden clasificarse basicamente en dos gruposferrgiecias de composicion quimica e

interferencias de matriz.
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Las primeras corresponden a los casos en que kloasa encuentra presente en las
muestras en formas quimicas diferentes de aqudilasadas en los estandares de calibracion.
En estos casos la liberacion del hidruro de la tnaigaiede ser diferente a la solucién patrén,
aun cuando ésta fuera adicionada a la muestraplstte suceder cuando los enlaces organicos
del analito no se descomponen completamente dueamtatamiento de la muestra o cuando el
analito en la muestra posee un estado de oxidddiémente a la del analito en la solucion patron
de modo que, la eficiencia para la conversion auhidsea distinta. Este es el caso de As(lll) y
As(V).

Las interferencias de matriz tienen lugar cuandocaumponentes afectan la eficiencia de
liberacion del hidruro. Pueden ser componenteseptes en la muestra liquida, tales como
particulas solidas, compuestos organicos disuattmsdestruidos en la mineralizacion y
compuestos inorganicos disueltos. En este Ultimnuparse encuentran las interferencias mas
comunes de la determinacion de As por HGAAS. Ltarferentes inorganicos pueden actuar a
través de los siguientes mecanismos:

a. Interferencia i6n-ion: el idn de analito reacciaaa el i6n de interferente en la solucion de
la muestra previamente a la adicion de borohidrimonandose un compuesto que no se
convierte en hidruro o lo hace con menor eficiencia

b. Interferencia idn-producto: las especies formadas lporeaccion del interferente con
borohidruro se enlazan a iones del analito de magee la eficiencia de liberacién del
hidruro disminuye.

c. Interferencia ion-hidruro: el hidruro formado edagado al interferente presente en forma
iGnica.

d. Interferencia hidruro-producto: las especies forasaabr la reaccion del interferente con el

borohidruro capturan el hidruro.

Los interferentes inorganicos pueden ser clasifisado tres grupos: metales nobles,
metales de transicidn y oxidantes fuertes. Estirn@s generalmente interfieren en la liberacion
de los hidruros de As, Sb y Se. El mecanismo pasiehte sea gobernado por la acciéon de
interferencias ion-ion, donde la oxidacion del @oah su valencia positiva mas alta impide o

disminuye la formacion de los hidruros.

3.3.2. Interferencias no espectrales en fase gaseos

Las interferencias en fase gaseosa mas relevaotessgonden a la presencia de otros

elementos formadores de hidruros los que puedemaaltos mecanismos de atomizacion.
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Pueden actuar en forma directa o por modificac&tadsuperficie de la tuberia de transporte del
hidruro al atomizador, produciendo una pérdidaahsibilidad por adsorcion del analito gaseoso

en las paredes de los conectores.

Con el propésito de minimizar las interferencias fase liquida y gaseosa en la

determinacion de As por HGAAS pueden aplicarsdasgurocedimientos generales:

Optimizacion de las concentraciones de acido aoidd y borohidruro.
Uso de agentes enmascarantes y separacion consragileéantes para aumentar la
tolerancia a los iones de los elementos de tramsica los metales nobles.

c. Separaciones gas-liquido méas rapidas y eficientaa p@m mejor control de las
interferencias en fase liquida.

d. Reemplazo de los oxidantes por agua oxigenadapmea@Eon a sequedad. En estos casos
hay que considerar el riesgo de pérdida de anaditovolatilizacion; lo que puede hacer
necesaria la adicién de coadyuvantes.

e. Control del estado de oxidacion del analito o dedrferente; por ejemplo, la reducciéon de
As(V) a As(lll) disminuye la posibilidad de interéncias.

f.  Aplicacion de técnicas de adicion estandar.

g. Uso de sistemas FIA para maximizar la selectivig@d discriminacion cinética en
condiciones de ausencia de equilibrio termodinanseteccion de sistemas disefiados para
favorecer la reaccion principal y minimizar el e¢fece las reacciones secundarias no
deseadas. A continuacion se describen principicargcteristicas de esta técnica analitica

y las ventajas de su incorporaciéon a la HG.

3.4. La inyeccion en flujo en HGAAS

El concepto de inyecciéon en flujo fue introducida Ruzicka y Hansen [270] como una
nueva técnica de analisis a mediados de los “Apuds de muchos afios de desarrollo. En la
primera ediciébn de su monografia, “Flow Injectionadysis”, publicado en 1981, los autores
definen la inyeccion en flujo como un método basada insercion de una muestra liquida en
una corriente continua no segmentada en movimidetain liquido adecuado. La muestra
inyectada es transportada a un detector que r@gistitinuamente la absorbancia, potencial de
electrodo, o cualquier otro parametro fisico o madjue cambie continuamente como resultado
del pasaje de muestra a través de una celda de Aliips mas tarde, esta primera definicion fue
modificada por los autores para hacerla mas abar@alda revision define entonces la inyeccion

en flujo como “la obtencion de informacién de umdjente de concentracion a partir de una
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zona bien definida de fluido manipulada reprod@it#nte a través de una medida de tiempo
exacto en una corriente de flujo bajo condiciomembdinamicas no equilibradas” [271]. Esta
definicion marca la principal diferencia entre FICf, ya que en el segundo las medidas se

realizan en condiciones de equilibrio termodinanestable.
Los principios basicos de FIA pueden resumirseadgguiente manera:

a. Un volumen exacto de muestra es inyectado en uma ziefinida de una solucion
transportadora continua.

b. La geometria y las caracteristicas hidrodinamicasideema controlan la dispersion del
analito en esta zona.

c. Las medidas generalmente se realizan bajo condgienmodinamicas no equilibradas. Ni
el equilibrio fisico (homogeneizacion del flujo) ei equilibrio quimico (reacciones
completas) se alcanzan al momento de detectaseéigh en la mayoria de los casos.

d. Los tiempos de operacion son altamente reprodiscible

La obtencién de respuestas cuantitativas en umensistque opera bajo condiciones
termodinamicas no equilibradas solamente es posdte consecuencia de la alta repetitividad
y reproducibilidad que caracterizan a los sisteRlagsta particularidad le confiere a la técnica
importantes ventajas tales como: a) ahorro eneehpgo de andlisis ya que no es necesario
alcanzar el equilibrio de la reaccién para realiaamedida; b) si se emplean zonas de reaccion
cortas es posible lograr una discriminacion ciétfavoreciendo las reacciones rapidas

generalmente deseables y suprimiendo las mas lentas

La reproducibilidad y repetitividad de los sistenkdsalcanzan también a la dispersion o
mezcla progresiva que sufre la muestra en la sblude transporte, lo que ocasiona en un
reactor tubular una zona de muestra representadanpeerfil de concentraciones de gradientes
continuo con una concentracion maxima en la curdér@ico (ver Figura 3.5). La dispersion D

de la muestra puede expresarse entonces como:

G
D=—— (3.27)
C

donde @ es la concentracion original de analito en la nragsC es la concentracion del analito
en el maximo del pico FIA [271].

La definicion mas reciente de FI introducida pondr§72] destaca mas claramente otros
aspectos decisivos de la técnica al proponer queskina técnica de flujo no cromatografica

para andlisis cuantitativo a través de la manipéihaceproducible de zonas de muestra y
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reactivos en un sistema de flujo bajo condicioresidédinamicas no equilibradas”. El caracter

no cromatografico de Fl implica que todas las sepanes realizadas con esta técnica, aln
aquellas que involucran materiales cromatograficoaducen solamente a la separacion de los
componentes individuales pero no a la separaciomndemezcla en sus componentes, esto es,

nunca trabaja sobre la migracion diferencial demmmantes individuales.

Las técnicas FI ofrecen diversas posibilidades [zagalicion de reactivos a la muestra de
medida. En la mayoria de los casos el reactivoassporta por una linea separada y se mezcla
con las soluciones de transporte y de muestra arounas zonas de reaccion de dimensiones
variables, el conjunto recibe el nombre de configiéin FIA o, el mas utilizado nombre de
“manifold”. La modalidad mas utilizada en el acoplamiento El-Honsiste en la mezcla
continua de un flujo constante de solucion acid&ratesporte, f y otro de solucién de reactivo
borohidruro en un punto de convergencia a particdal se establece una zona de reaccion. Un
volumen fijo de muestra se inserta en la corriémiela de transporte y al llegar a la zona de
reaccion entra en contacto con la solucion de hdnoto. Una corriente de gas de purga se
introduce luego de la zona de reaccion. El liquidd gas son entonces separados en dos flujos
de salida: el hidruro gaseoso que fluye al atomizadi@strado por el gas de transporte y el
efluente liquido que es conducido al drenaje. Laslas peristalticas constituyen la forma mas

utilizada para producir el transporte de liquidodos sistemas Fl.

La velocidad total del flujo de gas de transporgsHia suma de las velocidades del flujo de

gas de purgady del flujo de hidrogeno formado a partir de laamnposicion del borohidruro:
F=FK+fsVy (3.28)

donde § es la velocidad del flujo de borohidruro expreseai@o velocidad del flujo de masa de
borohidruro puro y Y es el volumen de hidrégeno liberado por unidadndsa de borohidruro
(2540 ml g a 20 °C).

La funcion de suministro de analito liquidg, &Umero de atomos del analito en el punto

de convergencia con el borohidruro) puede expresamso:

S = Qo fs (329)

J(°° Sy dt =6 Vs (3.30)

(o]

donde g es la concentracion del analito en la corrienteleaade transporte, ,ces la
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concentracion del analito en la muestra inyectadla s el volumen de muestra inyectada. La
diferencia entreg y ¢, depende del grado de dispersion de la muestraysstifica a traves del

coeficiente de dispersion D definido en la ecua8@7.

La funcion para el suministro de hidruro al atordmaS; (nUmero de atomos de analito
liberados al atomizador en la forma de hidruro poidad de tiempo) es controlada por la
dispersion de la muestra en la corriente de flpichvio al separador gas-liquido y por la mezcla
del hidruro en el volumen muerto del separador lposude conexion al atomizador. La
derivacion de esta funcion requiere ciertas cond&s de contorno extremas tales como: los
componentes de la reaccion se mezclan en formademea al inicio de la reaccion; el hidruro
gue entra al separador gas-liquido es liberadolaimen del separador sin ninguna demora y el

tubo que conecta el separador gas-liquido coroeliaador tiene un volumen despreciable.

Estas suposiciones implican que la remocion delogeio a partir del separador es un

proceso de primer orden con una constante de deldck, dada por la siguiente relacion:

F
kn=——  (3.31)
Vm

donde \{; es el volumen muerto del separador.

Si bien las suposiciones anteriores correspondam asistema ideal, las ecuaciones

planteadas para la derivacion de la funcion refldi@manera aproximada el proceso real.

La ecuacion para el numero de atomos de analiseptes como hidruros en el volumen

muerto del separador ()}l puede expresarse como:

dNw = 3 s¢) — kn N (3.32)
dt

El primer término a la derecha de la ecuacion desda velocidad de entrada del hidruro
al volumen muerto del separador y el segundo, llzcidad de desaparicion del hidruro a partir
del volumen muerto. Evidentemente, el segundo té&rmontrola la funcion de suministro del

hidruro &, la cual puede expresarse como:

Q) = 3 Km Num (3.33)
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3.5. Resultados y discusiéon

3.5.1. Valoracion de arsénico total en muestras dgaa

Las condiciones de borohidruro y/o acido en excgeperalmente empleadas en la
determinacion de elementos formadores de hidrumrs R-HGAAS garantizan la normal
evolucion de las reacciones involucradas, a pesao @gdcanzarse el equilibrio fisico y quimico.
Sin embargo, tal como mencionaramos anteriormeaitempleo de altas concentraciones de
acido no siempre es suficiente para lograr serdaloies comparables entre As(lll) y As(V). Las
respuestas obtenidas en el sistema utilizado ertrastajo (ver Figura 3.6) para concentraciones
crecientes de HCI se muestran en las Figura 3.Tab& 6.1 presenta los parametros quimicos e
instrumentales utilizados de manera rutinaria fedeeterminacion de As total. Cuando se utiliza
FI como técnica de introduccién de muestras, nanmeate éstas se acondicionan de manera de
hacerlas compatibles con la solucion que se ullizamo transportadora. Una concentracion de
HCI 1,2 M (similar a la solucidon de transporte ¢&i es el medio habitualmente seleccionado
para soluciones estandar y/o muestras en el sistgifizaado, adicionadas de solucion
prerreductora de ioduro de potasio 5% (m/v) - aeisodrbico 5% (m/v) [273]. Los métodos y
reactivos se describen detalladamente en el Cadtul

3.5.2. Comportamiento de FI-HGAAS en la determinadn de As(lll) inorganico mediante

discriminacion por pH selectivo en muestras no acificadas.

La discriminaciéon por pH constituye una modalidadiymutilizada en estudios de
especiacion de arsénico por HGAAS, ya sea empleanudios discretos, CF o Fl. Los primeros
trabajos publicados en este campo por Braman ef2@l] sugerian que la generacion de
hidruros a partir de especies de arsénico con lamgbi depende fuertemente del pH en la
medida que, sélo las moléculas totalmente protagd disociadas, reaccionan rapidamente y
se reducen a sus arsinas correspondientes. Losevaller las constantes de disociacion K
aportados por los autores permitieron estableceeléion entre el pH y la fraccion de cada
especie no disociada en solucién acuosa en eswadmullibrio (ver Figuras 1.2 y 1.3). La
molécula de acido arsenioso (forma en la que seeatra el As(lll) en solucion acuosa) pierde
su primer H a valores de pH cercanos a 9,2, mientras que laomlal de acido arsénico lo hace
a valores de pH mucho mas bajos. De esta manegenkracion de arsina a partir de As(lll)

puede llevarse a cabo selectivamente a valoreblddtps en comparacion con As(V).
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El nimero de publicaciones referidas a la espéniadé arsenicales por discriminacion de
pH es verdaderamente elevado. Como resefias redevampueden citar los trabajos de Howard
y Arbab-Zabar [66], quienes llevaron a cabo la cedin de las especies inorganicas de arsénico
por ajuste controlado de pH con soluciones de adioididrico usando AAS. Anderson et al.
[64] realizaron un interesante trabajo de combiradie varios medios y reactivos conducentes a
la reduccion selectiva de As(lll), As(V), MMAA y DMA usando CF-HGAAS. Los autores
finalmente seleccionaron una solucion reguladoradi@o citrico-citrato para la determinacion
especifica de As(lll), acido acético para As(llIIPWAA y acido mercaptoacético para As total.
La determinacién de As(lll) en medio acético por-l@EAAS fue reportada por Wolfang y
Jekel [275]. Torralba et al. [276] evaluaron laedetinacion selectiva de As(lll) en un medio
acido citrico/citrato en presencia de bajas comaelmnes de arsénico organico por Fl y CF-
HGAAS. Mas recientemente, Carrero et al [277] aeatoth el efecto de la concentracion acida
sobre la generacion de arsina para As(lll), As (MMAA y DMAA en diferentes medios de
reaccion por FI-HGAAS.

A patrtir de la literatura, es posible observar psemétodos utilizados generalmente llevan
a cabo una etapa de pretratamiento en la que latrawes acidificada de manera similar a las
soluciones de transporte seleccionadas. Sin embaogoo vimos en el capitulo anterior, la
carencia de una metodologia de preservacion esiaada para las especies, sumada a la
confusién existente acerca del efecto que realmeetgera el agregado de agentes de
conservacion, tal como la alteracion en la distido de As(lll) y As(V) observada en muestras
de aguas naturales y sintéticas adicionadas coroHHINO; [140], induce a la idea de evaluar el
comportamiento del sistema FI-HGAAS utilizado emladicién de muestras no acidificadas. En
términos termodinamicos, la presencia dedB@uelto Eo, 1,229 V) aparece como una de las
causas mas comprometedoras para el equilibrioadeléplox As (IlI)/As (V) Eo, 0,559 V) y la
disminucién de los valores de pH en las muestrasondavorables en este sentido. Los estudios
del presente trabajo se han focalizado entoncedaeevaluacion y optimizacion de los
parametros involucrados en la determinacion sgkeate As(lll) inorganico en soluciones de

muestras no acidificadas transportadas por solusidadaja acidez.

La inyeccion de volumenes pequefios de muestra iddieada (< 1 ml) al flujo de una
solucién de transporte de &cido diluido, determimaecesidad de un cuidadoso proceso de
optimizacién de todas las variables operativas. tii@isas sefiales gaussianas obtenidas como
respuestas transitorias en el sistema FI-HGAAS eamglo concentraciones de acido clorhidrico
de pH < 0 (HCI 1,2 M), sufren una marcada altera@nd su forma a medida que disminuye la

acidez de la solucion de transporte dando lugara@éricién de sefiales de picos dobles.
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La presencia de picos dobles ha sido asociada éteratura a procesos ocurridos por
condiciones no optimizadas tanto en la etapa dergeidn como de atomizacion del hidruro. En
la etapa de generacion, la distribucion inhomogétetgpH a lo largo de la zona de reaccion
incide en la eficiencia de produccién [172] poglee son esperables sefiales distorsionadas. De
hecho, la deficiencia en la concentracion de prat@meel centro de la zona de muestra (valores
de pH relativamente altos) provoca una depresiatralegque se traduce como un doble pico Por
otro lado, ya en el atomizador, una deficienciaraticales hidrégeno también provocada por
escasa acidez [206] puede conducir a un deteriardaeeficiencia de las reacciones de
atomizacion 3.24 a 3.26, especialmente ante ladegle mayor cantidad de analito. Como
resefias relevantes que informaron la presencia des miobles en FI-HGAAS debido a
ineficiencia en la atomizacion, podemos citar logb#@jos de Welz y Guo [262], quienes
atribuyeron su aparicion a la deficiencia de rddgdidréogeno en el atomizador de tubo de
cuarzo generada por i) temperaturas de atomizae@ores a las 6ptimas (< 900 °C) y ii) altas
concentraciones de arsina que llegan al atomizaHar. estudios llevados a cabo con
atomizadores de llama miniaturizada, D’Ulivo y Dedi[174] asociaron los picos dobles a

procesos de recombinacion de atomos libres.

Como veremos a continuacion, una evaluacién sisieande los parametros involucrados
en los procesos de generacion y atomizacion deitlraros no solamente permitié interpretar
los cambios observados en las sefiales ante laioamilin de las variables, sino consolidar una
metodologia optimizada aplicable al analisis de @ap®n de arsenicales inorganicos en

muestras de aguas naturales en su estado origiaaidificadas.

3.5.2.1. Influencia de la acidificacion del medio.

Como una consecuencia del proceso dispersivo douem la zona de mezcla, el uso de
soluciones de transporte medianamente concentdedBi€l (1,2 M) permiti6 mantener sefiales
gaussianas cuando se utilizaron soluciones estaddarAs(lll) sin acidificar, con una
disminucién en la sensibilidad de aproximadamen®% déspecto a la solucion acidificada. En el
intento de minimizar la exposicion de la espedealkente a las mayores concentraciones de
acido, se experimenté con el uso de solucionesratesgorte mas diluidas y similares a la
muestra de medida. La Figura 3.8 muestra las resmiebtenidas para una solucién de
45 pg L* de As(lll) en agua usando soluciones de transpmreconcentraciones crecientes de
HCl entre 0,1 y 1,2 M y solucién reductora de NaBx2% (m/v) en NaOH 0,025% (m/v). La

presencia de condiciones fisicas y quimicas fueraauilibrio que caracteriza a Fl, determina la
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existencia de un perfil de concentraciones de maugsteactivos a lo largo del sistema. Para las
condiciones experimentales mencionadas, esto coraluga presencia de condiciones menos
acidas correspondientes al centro de la zona detraueo acidificada cuando se emplean las
soluciones de transporte con concentracion de aud® diluido. Asi es como, excepto con el
empleo de una concentracion de HCI 1,2 M, todosplogs muestran un desdoblamiento que
puede atribuirse a una deficiencia en la generasédarsina como consecuencia de ung @
defecto o bien, a una disminucién de la produccdératomos de arsénico en el atomizador. Si
bien el incremento en la sensibilidad con la comeerdn de acido es evidente, a la vez que
previsible, el interés del estudio se focalizo lemse de soluciones de transporte de acido diluido
para obtener asi, datos mas valederos sobre lampacion de las especies rédox. Una serie de
experiencias adicionales fueron llevadas a cabacetfin de evaluar los cambios producidos en
la forma de la sefial cuando la muestra neutraidsieada hasta las condiciones de acidez de la
solucion de transporte (HCI 0,1 M). La Figura 3.9estra la progresiva desaparicion del doble
pico. Algunos autores han reportado estudios giesjaaunque solamente para solucion de

transporte y muestra en HCI 0,1 M [248].

La disminucion progresiva de la eficiencia en laggacion del hidruro con el aumento de
los valores de pH debido a la inyeccion de muesinaacidificadas, sin dudas aparece hasta aqui
como la explicaciébn mas razonable para la formad&tas sefiales de doble picos. No obstante,
la posibilidad de una deficiencia en la concenfracile radicales hidrogeno que llegan al
atomizador, se plantea como una segunda alterreltimagen del fendmeno, tal como veremos

mas abajo.

3.5.2.2. Influencia de la concentracion de borohidiro de sodio

La fuerte dependencia de la generacion de arsinalac@oncentracion de borohidruro
puede observarse claramente en la Figura 3.10ishairtducion en la sensibilidad fue observada
de manera conjunta a la desaparicion de las armsnah la sefial para concentraciones de
borohidruro decrecientes. Welz y Guo [262] asociaste comportamiento a la menor cantidad
de arsina liberada al atomizador cuando se utilizajas concentraciones del reductor. Las
experiencias llevadas a cabo en este estudio rangamn asidero en esta explicacion ya que
las sefiales obtenidas para menores concentragienas(lll) (15 y 30 ug ) no mostraron
cambios significativos en la forma del doble piSa. desaparicion, si pudo observarse para una
concentracién de As(lll) de 45 pg'lLcuando se utilizaron menores concentraciones de

borohidruro. ElI hecho encontré una interpretaciors majustada a las observaciones
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considerando que se producen cambios menos dsagicpH en el conducto de reaccion debido

a las caracteristicas menos basicas de las solsdiin&las de borohidruro.

En virtud de los resultados, es evidente que eldesdajas concentraciones del agente

reductor no es una estrategia apropiada parailiaption de la sefal.

3.5.2.3. Influencia de la velocidad y composicioretiflujo de gas de transporte

Las variaciones de la velocidad del flujo de nigndg también condujeron a modificaciones
en la forma y sensibilidad de las sefiales. Commousstra en la Figura 3.11, el incremento de la
velocidad del gas entre 50 y 125 ml thiacasion6 un aumento de la depresién del doble pico
Considerando nuevamente la presencia de condictnescasa acidez para la zona media de la
muestra, evidentemente las mas bajas velocidaddkijdede gas de transporte ejercen una
accion reparadora de la forma de la sefial comoecaescia de un mayor tiempo de reaccién
disponible para la generacion del hidruro. Cabaraclen este punto que el sistema FI-HGAAS
utilizado posee dos zonas (o conductos) de reaasitne las que se localiza la entrada de gas
nitrogeno: el primer segmento se extiende desdpusto de union de la solucion acida
transportadora de la muestra con la solucion dehidnuro hasta la entrada del gas de transporte
y el segundo desde la entrada de gas hasta eladepagas-liquido. El uso de menores
velocidades de flujo de nitrégeno también dio lugaun aumento en la sensibilidad de la
medida, como consecuencia de la menor diluciém @esina en la corriente gaseosa y un mayor
tiempo de residencia del analito en el atomiza8or.embargo, como se puede apreciar en la
figura, el alargamiento de los tiempos de aparidi@jp estas condiciones compromete la

frecuencia de anélisis.

Hemos mencionado que la produccion variable dehg@®geno a partir del aumento
progresivo de los valores de pH durante el procesgeneracion de los hidruros, plantea otra
alternativa al origen de las fluctuaciones en lanfo de la sefial. Sin embargo, experiencias
complementarias llevadas a cabo mediante la adeierna de 15 a 45% de hidrogeno en la
corriente de gas nitrégeno (15 a 45 ml thide hidrogeno para un flujo total del gas de
transporte de 100 ml mi) no mostraron cambios significativos tanto endamfa como en la
sensibilidad de la respuesta, desestimandose askibilidad de deficiencias en el proceso de

atomizacion.
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3.5.2.4. Influencia de la longitud y forma de losanductos de mezcla y reacciéon

Continuando con el proceso de optimizacion de fimlsse evaluaron distintas estrategias
basadas en el uso de conductos de mezcla y dedmrate longitud y forma variables. La
permanencia del desdoblamiento de la sefial coreeiplazo del conducto de mezcla utilizado
en las experiencias anteriores por un conductoaude la misma longitud (310 mm; volumen
de 320 pL) indico que la bifurcacion del pico nedéce a problemas generados en la cinética
de mezclado. Una performance diferente presentG@lde un conducto de mezcla lineal (no
anudado) con el doble de longitud (620 mm; volurden640 uL), el cual permiti6 obtener
sefiales con una marcada tendencia a la elimindeiédoble pico. Es claro que el fendbmeno de
dilucion, si bien permite recuperar una sefal corsalo maximo, empobrece atributos como la

sensibilidad y la frecuencia de andlisis.

El empleo de conductos de reaccion mas largos eoestultados mucho mas exitosos. La
sustitucién del primer tramo del conducto de reatoés decir, el segmento anterior a la entrada
de gas de transporte (115 mm; i.d. 0,89 mm) poranducto de mayor longitud (480 mm; i.d.
0,89 mm) dio lugar a la obtencién de picos conala maximo al tiempo que no se observaron
cambios con el uso de un reactor anudado de estaamiongitud (ver Figura 3.12). Finalmente,
el mayor tiempo de contacto entre los reactantesofemente permitié obtener fiagramas de
tipica forma gaussiana, sin necesidad de dismlaurelocidad de flujo del gas de transporte,
sino que ademas condujo a un aumento de la sétatbitcomo consecuencia de una mayor

cantidad de hidruro generado.

3.5.3. Metodologia propuesta para la determinacioselectiva de As (lll) inorganico en

muestras de agua no acidificadas por FI-HGAAS medige discriminacion cinética por pH.

A la luz de las experiencias realizadas y focatipaen el objetivo perseguido de obtener
respuestas selectivamente atribuibles a la presetei As(lll), donde las posibilidades de
interconversion rédox sean rigurosamente minimizaldaoptimizacion de la sefial FI-HGAAS
mediante la seleccion de conductos de reaccioriangss presenta caracteristicas ventajosas en
comparacion a la utilizacion de menores velocidadiedlujo de nitrdgeno o conductos de
mezcla mas largos, tales como la disminucion detio total involucrado en el analisis de cada

muestra y la menor dispersion de la muestra eoll@isn acida de transporte.
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La obtencién de figuras de mérito adecuadas cagstigeneralmente uno de los aspectos
mas importantes en la optimizacion de metodologiaaliticas. No obstante, el objetivo
particularmente propuesto en el presente capitidadmaen condiciones de baja acidez, atipicas
para FI-HGAAS, no estuvo focalizado en el alcareeittas de mérito ptimas sino en el aporte
de conocimientos y estrategias que permitan dekaruha metodologia capaz de determinar
selectivamente As(lll) bajo estas condiciones lelcaa un minimo la posible interconversion de

especies inorganicas y adaptando la metodologiaealidad de las muestras.

El método propuesto se aplico a la especiacionrsenicales inorganicos en muestras de
agua subterranea. La determinacion de As(lll) iaoigp en las muestras no acidificadas
utilizando una solucién de transporte de HCI 0,puMdo llevarse a cabo sin mas modificaciones
a los parametros utilizados para la determinacegmardénico total que el reemplazo del primer
tramo del conducto de reaccion por otro de mayagilod. La concentracion de As(V) puede
ser calculada a partir de la diferencia entre tasentraciones de As inorgénico total y As(ll).
En la Tabla 3.2 se presentan las figuras represeagade la performance del método. Los
resultados del andlisis de especiacion en muestales se presentan en el Capitulo 5

(Tabla 5.1). Los métodos y reactivos utilizadodetllan en el Capitulo 6.

- 68 -



Capitulo 3: FI-HGAAS

Elemento FAAS GFAAS? HG/CVAAS®

As 150 0,2 0,1

Bi 30 0,25 0,03

Hg 300 1,0 0,009
Sb 45 0,15 0,05
Se 100 0,25 0,03
Sn 150 0,2 0,5

Te 30 0,4 0,03

2\Volumen de muestra 50 u;Volumen de muestra 500 pl.

Tabla 3.1. Limites de deteccién instrumentales €& pg L* para FAAS, GFAAS, HGAAS y CVAAS

[206].

Performance

Curva de calibrado

Ambito de trabajo (ug ) 3,4-45,0
Coeficiente de correlacion 0,9986
Pendiente (L yd 6,8 10°
Limite de deteccidh(ug LY 1,0
Limite de cuantificacidh(ug L% 3,4
Precision (RSD, n = 3) (%) 5

ab Calculado sobre la base de 3 y 10 veces la désmisestandar de 10 medidas de blancos de reactivo

independientes, respectivamente.

Tabla 3.2. Figuras de mérito para la determinas&activa de As(lll) por FI-HGAAS en condiciones de

baja acidez.
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Figura 3.1. Esquema de un sistema de generacibigideos con flujo continuo.
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Figura 3.3. Separador gas-liquido de membranayasistema de generacion de hidruros con inyeccion

en flujo.

Figura 3.4. Celda de cuarzo adecuada para cal@rtorexterno en llama de aire acetileno.
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Figura 3.5. Esquema de dispersion de la muestFa etilizando un reactor tubular.
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Figura 3.6. Descripcion del sistema FI-HGAAS uélip.
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—e—As (Il
—a—As (V)

Absorbancie

Concentracion de HCI (M)

Figura 3.7. Valores de absorbancia de As(I1l) YWAs0 pg L* en funcién de la concentracion de HCI en

la solucién de trasporte.
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Figura 3.8. Sefiales de absorbancia de solucioneAs@é#) 45 pug L' no acidificadas utilizando
soluciones de trasporte con concentraciones ctesigle HCI, solucién reductora NaB#H2% (m/v) en
NaOH 0,025% (m/v) y velocidad de flujo de gas dmnsporte 75 ml mih Las sefiales se hallan

desplazadas a intervalos regulares para una nisj@lizacion.
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Figura 3.9. Seflales de absorbancia para solucideeAs(lll) 30 pg [! acidificadas con HCI en
concentraciones crecientes utilizando solucién daspbrte HCI 0,1 M, solucion reductora
NaBH,0,2% (m/v) en NaOH 0,025% (m/v) y velocidad dedldg gas de transporte 75 ml thin
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NaBH;, en la solucién reductora utilizando solucion @dsporte HCI 0,1 M y velocidad de flujo de gas de

trasporte 75 ml min
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Figura 3.11. Sefiales de absorbancia para soluaitenas(lIl) 30 pg [* a velocidades de flujo de
nitrdgeno variable utilizando solucion de traspét@ 0,1 M y solucion reductora NaBH,2% (m/v) en

NaOH 0,025% (m/v).
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Figura 3.12. Sefiales de absorbancia para soluaitenas(l1l) 45 pg [* no acidificadas utilizando dos
longitudes diferentes del conducto de reacciémcémh de trasporte HCI 0,1 M, solucion reductora

NaBH,0,2% (m/v) en NaOH 0,025% (m/v) y velocidad dedldg gas de transporte 75 ml thin
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Capitulo 4

Desarrollo y optimizacion de un sistema SPE-FI-HGAAara la

determinacion en linea de especies inorganicassdaiao.

Hemos mencionado que la forma en la cual un elemguimico ingresa al organismo
generalmente define su toxicidad. Es asi como ezthasucasos, su determinacion especifica se
vuelve tanto o mas importante que la determinad&isu contenido total [278]. Dado que las
técnicas espectrométricas atomicas no permiten terndmacion selectiva de las diferentes
formas quimicas de un elemento, el analisis de &s@én” involucra dos etapas: separacion y
deteccién. En este sentido, una variedad importd@teombinaciones entre técnicas analiticas
de separacion y deteccidon espectrométrica se emanadscritas en la literatura. En la Figura
4.1 se pueden apreciar las combinaciones mas nésvasi bien la hibridacion entre las técnicas
mas modernas tales como HPLC e ICPMS, entre dteademostrado ser muy exitosa para el
analisis de “especiacion”, un gran nimero de labdms no dispone aun de estos equipos
costosos y sofisticados. Por su parte, dada laiandilusion alcanzada por AAS en los
laboratorios analiticos de rutina, la posibilidas g1 utilizacién con fines de “especiacion” no

deja de ser una alternativa sumamente atractiva.

El analisis de “especiacion” requiere, en genesatemas de deteccion de muy alta
sensibilidad ya que involucra la determinacion atenbis quimicas en ambitos de concentracion
que van desde pg’La ng L' o menores. Como mencionamos en el capitulo antdds
atomizadores de llama en AAS frecuentemente praseimconvenientes para la deteccion
sensible de ciertos elementos por lo que un pasagode preconcentracion resulta insoslayable
para la optimizacion de la sensibilidad y el lindeedeteccion. Por otra parte, la forma continua
de medida de los atomizadores de llama facilitaasaplamiento con diferentes técnicas de

separacion y/o preconcentracion en linea.

Es importante notar que la preconcentracion puesgiarse a cabo en el mismo proceso de
separacion del analito de la matriz de muestra,aialo es el caso de la técnica de generacion de

hidruros que nos ocupa.

Las técnicas separativas en analisis de “especiapi@den ser clasificadas de acuerdo a
los mecanismos involucrados en “no cromatogréafioastromatograficas”. Las técnicas de

separaciéon Fl corresponden al tipo no cromatogrd2¥9] ya que el objetivo es separar un
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analito individual o grupo de analitos de la matlizmuestra, a diferencia de las cromatograficas
donde el propdsito es la separacion de los compesémdividuales de la muestra en funcién de
la retencion selectiva de cada uno de ellos. Ehdesh existe una gran similitud entre los

materiales, metodologias y equipamientos utilizaabambos tipos de técnicas.

4.1 Técnicas de separacién/preconcentracion acopksia FI AAS

La introduccion de FI en la automatizacion de psoseanaliticos generé un cambio
drastico en la practica tradicional de los laborasorLas técnicas de separacion intentaron
incorporarse a los sistemas Fl practicamente desslénicios mientras que, su utilizacion para
propoésitos de preconcentracion, comenzo varios aféss tarde. Ante el advenimiento de los
sistemas FIA para la separacion y preconcentraeidnlinea [279], se definieron nuevos
parametros para evaluar la eficiencia de los difeseprocesos involucrados. Uno de ellos es el
factor de enriquecimiento “Enrichment Factor” (EBgfinido tedricamente como la relacion
entre la concentracion de analito en la soluciaidely en la muestra original. La relacién entre
las pendientes de la zona lineal de las curvas a@@édrado antes y después de la
preconcentracion, evaluadas bajo las mismas camdisi analiticas, suele usarse como una
aproximacion al valor de EF. Sin embargo, los altaleres de este parametro no siempre son
indicativos de altas eficiencias ya que podrian halid alcanzados a expensas de tiempos de
preconcentracion largos y consumos de muestra ddeva.a eficiencia de concentracion
“Concentration Efficiency” (CE) definida como elgalucto del factor de enriquecimiento (EF) y
la frecuencia de muestreo expresada en numero dstras por minuto, resulta un pardmetro
mas robusto en este sentido. Otro aspecto impertdateste pardmetro es que permite la
comparacion entre sistemas diferentes. El gradeed#ida del analito en los distintos procesos
puede ser cuantificado a través del factor de feegrscia de masa (P), definido como la relacion
entre la masa de analito en la muestra originah yaemuestra concentrada. En sistemas de
preconcentracion en columnas, como veremos maarddelP se conoce como eficiencia de

retencion (%E).

Las ventajas que ofrece la incorporacion de méetédan los procesos de separacion y
preconcentracion de analitos son muy favorables somparan con la practica discontinua o el

uso de CF. Las mas importantes pueden resumirse en:

Incremento en la velocidad de muestreo: de 1 aén&s de magnitud.

. Incremento de la eficiencia de enriquecimiento g&stemas de preconcentracion: 5 a 50
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veces.

. Menor consumo de muestras y reactivos: 1 a 2 osdémenagnitud.
. Alta reproducibilidad y aumento de la precision.

. Menor riesgo de contaminacion por tratarse dersessecerrados.

. Facilidad de automatizacion.

. Posibilidad de aumento de selectividad por diseramion cinética.
. Poco espacio ocupado en el laboratorio.

La reproducciéon de sefales analiticas bajo condiside no equilibrio caracteristica de los
sistemas FIl determina la necesidad de un cuidadiseéo y optimizacion de las metodologias
de separaciéon/preconcentracion a emplear, espesintuando las condiciones de equilibrio
entre muestras y soluciones estandar difieren deadras. Esto podria ser visto como un hecho
poCo ventajoso.

Las técnicas de separacion Fl pueden clasificagénsel tipo de interfase a través de la
cual tiene lugar la transferencia de masa. Lasraeipaes encontradas en la literatura pueden

agruparse basicamente de la siguiente manera:

. Liquido-liquido: corresponden a este tipo de imi®ef la didlisis y la extraccion por
solventes. Ambas pueden operar de manera contirsgadjferencian por los procesos fisico-
guimicos que gobiernan los procesos de transferaeteimasa entre las fases. En la dialisis la
separacion se establece como una consecuencias daiféaentes movilidades i6nicas que
atraviesan una membrana de separacion. Esta meantwastituye una barrera necesaria dado
gue las fases involucradas son miscibles. En laeitn por solventes, de uso mas difundido, la
separacion se produce debido a la diferencia déiidad del compuesto entre dos fases, una
acuosa y otra organica practicamente inmisciblesseparacion de As(lll) y As(V) mediante
pirrolidinditiocarbamato de amonio (APDC) para famun complejo con As(lll) extraido luego
con cloroformo y seguida de la determinacion difooa por HGAAS, ha sido informada con
limites de deteccion aceptables [68].

Las extracciones liquido-liquido FI acopladas a ARSposeen mayores dificultades. La
adaptacion entre el flujo a la salida del sistereaegtraccion y la velocidad de entrada al
nebulizador del espectrémetro, la cual normalmestde un orden superior, es generalmente el
punto crucial en la tarea de optimizacién. Cuandose@arequiere de alta sensibilidad, este
inconveniente puede solucionarse mediante la cosageén de la diferencia entre las
velocidades de flujo por adicion de un flujo adim@bdel mismo solvente que se utiliza como

extractante.
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Sin embargo, no se observa un desarrollo exitosdosleseparadores liquido-liquido
acoplados a AAS a juzgar por el numero de trabajbsicados. Posiblemente, se deba a que son

poco convincentes para la manipulacion sencillmdestras y reactivos.

. Liquido-gas: como es el caso de la generacion deutois descrita en detalle en el
capitulo anterior. Dado que las mayores ventajadgenen cuando los propdsitos de separacion
y preconcentracion se logran de manera conjuntactaca de generacion de hidruros constituye
una provechosa herramienta de “especiacion” en astetido. Como mencionamos
anteriormente, los estados de oxidacion individiallos analitos presentan diferencias en la
eficiencia o en la velocidad de reduccion del hidrouando se emplea borohidruro de sodio
como agente reductor. En el caso del arsénicoignanio, las formas con estado de oxidacion
+3 forman el hidruro mucho mas rapido que aqueléasstado de oxidacion +5, a la vez que la
eficiencia de generacion alcanzada depende fuentenuzl pH [64,258,280]. El selenio y el
teluro solamente forman sus hidruros a partir deldo de oxidacion +4 ya que el estado +6 se
reduce con muchisima dificultad. La caracteristicstintiva de los sistemas FI que permite
realizar mediciones analiticas en condiciones deauilibrio termodinamico, se vuelve aqui
particularmente ventajosa dada la posibilidad decroiinacion entre las distintas formas

quimicas reactivas en funcién de sus velocidadesatzion.

La técnica de trampa criogénica ha sido asociadbdlGa desde los inicios de la
“especiacion” de arsenicales en el ambiente [2B4]separacion de las especies de arsénico
inorganicas y organicas formadoras de arsinasqamcion con borohidruro de sodio en medio
acido es posible a través de sus diferentes puhtogbullicion. La generacion de AgH
volatilizable a -55 °C a partir de ambas formasgaanicas As(lll) y As(V), hace que esta técnica
solamente pueda ser utilizada a los fines de “éspEén” inorganica cuando la reaccion de
generacion de hidruros, previa a la retencion énomp, se lleve a cabo mediante reduccion

selectiva por cambio de pH.
. Liquido-sélido: pueden mencionarse basicamentdipgos de metodologias:

i. Precipitacién/coprecipitacién-disolucion

ii. Extraccion en fase sélida (SPE).

Las técnicas de separaciéon por precipitacion hdm siuy utilizadas en combinacién con
AAS. Sin embargo, éstas han declinado marcadaneenkes Gltimos afios ante la aparicion de
otras técnicas mas eficientes y con mayor facildaéutomatizacion. Su operacion en sistemas
discretos conduce generalmente a tareas laborieasdo consumo de tiempo, riesgo de

contaminacion y uso de grandes volimenes de mudsraplicacion de técnicas Fl en la
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basqueda del mejoramiento y a la vez automatizacide los procesos de
precipitacion/coprecipitacién-disoluciéon necesita lderesolucion de varios inconvenientes,
principalmente aquellos originados en la dificultedmanipulaciéon de mezclas heterogéneas en

sistemas en linea.

Los primeros trabajos sobre precipitacién/disolncen linea para preconcentracién de
elementos traza con deteccién FAAS fueron presestpdr el grupo de Valcarcel [282,283] en
los afios “80. El precipitado formado en un reaesaretenido en un filtro y luego disuelto en una
solucion adecuada. Esta combinacion ha resultado ptractiva para el analisis de trazas
debido, principalmente, a un proceso de transf@aeie masa entre las fases liquida y sélida
poco efectivo, traducido finalmente en una pérdtgaortante de sensibilidad. Por otra parte, los
largos tiempos de reaccion que generalmente inkladormacion de precipitados (en sistemas
en batchoscilan entre 15 minutos y unas pocas horas) rdeten que solamente aquellos
procesos extremadamente rapidos permitan recupeescicuantitativas del analito cuando se
utiliza operacién en linea. Los sistemas de copitacion/disolucién en linea usando colectores
de precipitado del tip&notted reactorqreactores anudados) asociados a AAS, resultan una
alternativa mas interesante, tal como se puede tac@m los trabajos de Fang et al. [284]. Los
cambios en la fuerza centrifuga dentro del reamtasionados por el cambio en la direccién del
flujo favorecen la adsorcién del precipitado enpasedes del tubo, aumentando sensiblemente

la capacidad de coleccién.

La separacion y preconcentracion simultaneas deciesp@lementales mediante la
utilizacién de columnas o microcolumnas empaqustada soportes solidos especificos previas
a su deteccion por AAS, constituye hoy en dia usteategia analitica muy utilizada. Los
mejores beneficios se obtienen cuando las colummagrocolumnas se insertan en el sistema
de medicion en linea. A partir de los trabajos sEE@ncentracion en columna Fl con deteccion
por FAAS reportados por Olsen et al. [285] en Ibesa’80, comienza un periodo de marcado

desarrollo en el tema evidenciado por el creciniexponencial de las publicaciones.

Basicamente, el proceso consiste en el pasaje @elumen de muestra acondicionada a
través de un solido contenido en una columna. lsgeaes experimentan un proceso de
retencion 6 elucion dependiendo de su afinidadeb@oporte. La retencion y la elucion de un
analito son los dos pasos claves del proceso SREetencion consiste en el fenomeno de
inmovilizacién que experimenta un analito sobrsuperficie del sélido causado por la atraccion
establecida entre ambos a medida que la soluciomukstra pasa a través del lecho. La
interaccion entre el analito, el solido de empaagetde la columna y la matriz de la muestra,

determina la eficiencia del proceso. Por su p&atelucion tiene lugar cuando el analito al pasar
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por la columna, se encuentra mas atraido por uwerst® especifico o la propia solucion de
muestra que por el material de empaquetado deuancal.

Si el objetivo de SPE es la retencion de interfeesnclas columnas utilizadas
generalmente poseen mayor tamafio que aquellas agapl@ara preconcentracion ya que, de
esta manera, se obtiene una mayor capacidad de @mg respecto a las microcolumnas), lo
que permite aumentar la cantidad de interferen@tidas. Ademas, el tiempo de vida del
material de empaquetado se alarga al poder realizanayor nimero de determinaciones sin
reemplazo. Obviamente, estas observaciones satasébda vez que las columnas de retencion
de interferencias se encuentren localizadas anfemyetor. En cambio, las columnas para
preconcentracion del analito y posteriores al itpe@oseen dimensiones pequefias (volimenes
de lecho del orden de microlitros) y cargan pegsefiimsas de soélido. Esto previene la
dispersion del pulso de muestra logrando su relargbbre una banda angosta del solido y la
posterior elucion en un volumen minimo de solveki®.nuestra alternativa de disefio, donde
una columna previa al inyector elimina las intexfarias, la saturacion de la micro-columna
concentradora se transforma en un problema pocoriamie ya que la cantidad de analito a

preconcentrar es muy pequenia.

En los procesos de extraccion por sélidos inteeneinteracciones polares, no polares, de
intercambio idnico y covalentes. Generalmente, dékdos no actdan solo por uno de estos
mecanismos pero, en ciertas condiciones de contesnmosible realizar el proceso de extraccion
bajo el predominio de uno de ellos. Segun el tipoedleno utilizado se pueden distinguir varias
estrategias para la retencion de los analitose@ncion por intercambio idnico con resinas
aniénicas o catidnicas no selectivas, tal comautdigadas en el presente trabajo, b) retencién
por intercambio iénico con grupos quelantes esjesify c) retencién por adsorcion.

Los mecanismos de intercambio idnico se basan eadoiibrios de intercambio que se
producen entre un analito en solucidon que tranapora carga, ya sea negativa o positiva y un
sélido funcionalizado que posee una carga opustga que el material de empaquetado de la
columna estd formado por un sélido base de elewamka molecular unido quimicamente a
grupos funcionales acidos o basicos. Los grupos codsines son el acido sulfonico para la
retencion de cationes y las aminas cuaternariag lgaretencion de aniones. Los soportes
poliméricos consisten en pequefias particulas eafporosas producto de la copolimerizacién
del estireno y el divinilbenceno. Segun el porgentie divinilbenceno utilizado (grado de
entrecruzamiento) se obtienen resinas con difesgmapiedades mecanicas y morfologicas. A
mayor grado de entrecruzamiento se obtienen estascinas rigidas con grupos funcionales

mas préximos, lo que aumenta la selectividad. Remieente, se han desarrollado dos nuevos
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tipos de resinas: a) particulas esféricas no psrdsavidrio o poliméricas recubiertas con una
resina de intercambio i6nico y b) resinas de bdlésea obtenidas mediante la reaccion de
organosilanos con silice activada. El material tasté posee un grupo funcional del
organosilano enlazado covalentemente al sustrasilide a través de una unién silil éter. Los
grupos silanoles remanentes pueden ser desactighdpbcar una reaccion de “endcapping” de
manera de obtener una superficie cuyas propiedesiescificas dependan principalmente del
grupo funcional amino o sulfénico unido con mininiagracciones del sustrato. Estos nuevos
desarrollos se caracterizan por mejorar el prodestvansferencia de masa entre el analito y el
intercambiador pero su capacidad es considerablemafgrior a las resinas poliméricas
tradicionales.

La selectividad de las resinas puede ser incremardatravés de la union de grupos
quimicos especificos tal como el material cono@dmo Chelex-100 (con grupos funcionales
inminodiacéticos) el cual fue el primero utilizadn un sistema Fl para preconcentracion de
metales pesados en columna [285]. Otros rellenosida utilizados posteriormente tales como:
grupos 8-hidroxiquinolina inmovilizado sobre vidde poro controlado y silica gel [286,287],

grupos salicilicos [288] y grupos poliditiocarbansf289], entre otros.

Por dltimo, en la retencion por adsorcion, com@eajeetalicos no cargados se absorben
sobre silicas funcionalizadas con cadenas hidronadas de longitud variable. Los agentes
complejantes mas utilizados han sido los ditiocadias y el dietilditiofosfato de sodio. Los
complejos formados son eluidos generalmente corersigls organicos. Algunos ejemplos de
materiales utilizados son silicas C-18 (18 atomesalbono), polimeros del tipo poliestireno
divinilbenceno (XAD-4) y poliacrilatos (XAD-8). La®sinas esféricas porosas Amberlite XAD-
7 recubiertas con 6xidos de zirconio fueron utiem con éxito para la separacion de As(lll) y
As(V) [290]. El reemplazo de las columnas de C-&Bngactores tubulares anudados [291,292]
de Teflon ofrece la ventaja de retener mayor cadtide analito quedando los complejos
retenidos sobre las paredes del tubo. Estos reacfmesentan una mayor vida util que las
columnas, las que se compactan facilmente porgasaociones de preconcentracion y elucién
sucesivas. Estos sistemas de dificil automatizagéseen ademas la desventaja de producir
retenciones débiles con baja eficiencia de precdrm@on. Karthikeyan et al. [293]
desarrollaron un sistema de extraccién por adsomioplado a FI-HGAAS para el analisis de
especiacion de As(lll) y As(V) basado en la preemiacion y separacion en linea usando una
microcolumna empaquetada con alimina activada. ¢a®plejos arsenicales absorbidos
formados mediante reaccion con solucion de quind@io&5 acido sulfonico, se eluyeron con

solucion de HCI 10%. La elevada sensibilidad quesgmta la metodologia sin dudas constituye
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su principal ventaja, aunque la marcada disminueidta eficiencia de retencion para valores de
pH entre 6 y 8 aparece como un inconveniente aidenags cuando se llevan a cabo analisis de

especiacion en muestras reales.

Los métodos de separacion Fl basados en extraenidase solida han sido acoplados en
linea a técnicas de separacion gas-liquido o Idgliggiido para la remocién de metales
interferentes. Marshall y van Staden [294] usama columna de intercambio i6nico en linea
para la retencion de metales en la determinaciosetEnio y arsénico mediante FI-HGAAS.
También Tyson et al. [295] describieron un sisteteaseparacion en columna para remover
grandes concentraciones de cobre en la determimédei@lementos formadores de hidruros. Una
alternativa muy interesante a la utilizacion deunolas de extraccidon por sélidos fue descripta
por Yalcin y Le [145]. Los autores emplearon SPEB cesinas de intercambio anionico y
cationico fuertes en el sitio de muestreo, com@eetdiscontinua de separacion de especies
arsenicales inorganicas y organicas en aguas testukas mediciones de cada una de las formas
quimicas fueron luego realizadas en el laborat@&#ba practica resulta aparentemente ventajosa
para garantizar una interconversion de especiawnicgs despreciable durante el muestreo y
transporte, por lo que como veremos mas adelanéecdnsiderada en las experiencias del

presente trabajo.

4.2 Técnicas de separacidon/preconcentracion cromafaficas acopladas a AAS

Las técnicas cromatograficas generalmente son rjgfe$e cuando la identificacion y
cuantificacion de un numero considerable de espexstd en juego. La excelente resolucion
alcanzada por estas técnicas, las cuales se hamstopgradualmente a los demas procesos de
separacion empleados en las décadas del 70 gé&mntrapone a la desventaja ocasionada por

los largos tiempos de analisis.

El acoplamiento de procedimientos de separacion ategrafica con deteccion
espectrométrica da lugar a las denominadas “téchiéenadas”. Dado que la situacion ideal que
contemple todas las caracteristicas de un resultadspeciacion exitoso (es decir, la deteccidn
de la totalidad de las especies para un dado @nlaitonservacion de su integridad durante el
analisis, elevada sensibilidad, minimo tratamie¢ola muestra, entre otras) no ha logrado
consolidarse plenamente hasta el momento, es mecpsarizar alguna caracteristica respecto
de otra en funcion de los requerimientos del aisalgarticular. EI acoplamiento entre

cromatografia gaseosa (GC) y FAAS descrito por granvez a mediados de los "60 [296] no
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desperté una inmediata aceptacion debido, prinvipate, a la baja sensibilidad en la deteccién
de las especies. A partir de la incorporacion dehd de grafito [297,298] y los atomizadores de
tubo de cuarzo [299,300] como detectores, el anupl#o alcanzé un considerable campo de
desarrollo y aplicacion, evidenciado por los numesdsabajos publicados posteriormente [301-
306]. Actualmente, los tubos de cuarzo calentadosllama interna de oxigeno-hidrogeno son
los atomizadores excluyentes empleados en GC-AA®][3Indudablemente, el mayor
inconveniente que presenta este acoplamiento gamaren el volumen limitado de solucion
muestra a inyectar que, generalmente, no superaOdgil. De esta manera, la extraccion y
preconcentracion de especies analiticas de intergaelven casi inevitables. Si a esto se suman
las reacciones de derivatizacién requeridas pamarge compuestos volatiles compatibles con
GC, es claro que este tipo de acoplamiento se edawen una practica poco ventajosa para el
analisis de especiacion. Los numerosos pasos icraolas generalmente no se llevan a cabo en
linea, requiriéndose un trabajo manual que haceeelpo de analisis muy prolongado. La
reciente incorporacion de microondas para la ladiin de especies organometélicas en forma
previa [308] o simultanea [309] al proceso de ddrbacion/extraccion en solo 5 minutos o
menos parece abrir nuevas expectativas a la gibzale cromatografia gaseosa capilar (CGC)-

AAS en andlisis de especiacion [310].

La incorporacién de la cromatografia liquida (HPldBno componente separativo de los
sistemas “hifenados” tuvo una rapida y exitosa &@oéfn para una amplia variedad de matrices.
Comparada con las técnicas de GC ofrece claragjasriales como la posibilidad de separar
especies no volatiles y prescindir de reaccionesdervatizacion previas. Los diversos
mecanismos que actlan en la separacion, tales pamidnico, intercambio iGnico, exclusion
iGnica y exclusion por tamafio (permeacién por geh elucion isocratica o por gradiente,

permiten detectar una multiplicidad de especies.

Las cromatografias de par anidnico y cationicoaunonas de fase reversa ofrecen buenos
resultados en el analisis de especies arsenicadgmioas e inorganicas tanto neutras como
i6nicas [109]. Entre los agentes de apareamients emapleados se pueden mencionar el
tetrabutilamonio (TBA) en sus formas de hidroxidofosfato para especies anidnicas y
compuestos del tipo sulfonato para las especi@@azds. La resolucion obtenida depende de la
concentracién del agente de apareamiento, la delddie flujo, la fuerza idnica y el pH de la
fase movil [311]. La utilizaciébn de columnas deenmcmbio anidnico y catiénico en HPLC
constituye una modalidad muy utilizada en el arsli® especiacion de arsenicales. Mientras
que las columnas de intercambio aniénico se empglearinmente para la separacion de As(lll),

As(V), MMA(V) y DMA(V), las columnas de intercambigationico se prefieren para la
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separacion de especies tales como arsenobetairB), (Assenocolina (AsC), 6xido de
trimetilarsina (TMAO) y i6n tetrametilarsonio (\M&s’) [107,108]. Las soluciones diluidas de
carbonato de amonio [312] y fosfato de amonio [31#,3omo asi también las soluciones
reguladoras de NEHPQOJ/NaH,PQ, [315] aparecen como las fases mdviles mas comuuzes.
cromatografia de exclusién idnica que involucraugb de resinas de intercambio anidnico o
catidnico fuertes para la separacion de compuektoimente ionizados o neutros, muestra una
menor frecuencia de aplicacion que las dos técracdsriores. Sin embargo, ha mostrado
excelentes resultados para la separacion de AKB(V), MMA(V), DMA(V) y AsB utilizando
resinas de metacrilato carboxilado [316]. Por stepda cromatografia de permeacion por gel
acoplada a otras técnicas de separacion, se ergggmeralmente asociada a la identificacion

de especies de arsénico organicas [317,318].

La polaridad que poseen las especies inorganicasséaico como asi también la mayoria
de los organoarsenicales hace que las técnicasteleambio i6nico y fase reversa sean las
preferidas para su separacion. Gong. et al. pubhican interesante trabajo de recopilacién para
distintos tipos de columnas y fases moviles empkeadael andlisis de especiacion de arsénico

en matrices acuosas diversas [50].

En general, podriamos decir que la combinacion HPRBS no ha sido considerada
como una técnica demasiado exitosa. Como ejemplaptieacion podemos mencionar el
sistema en linea para la separacion y deteccidks@d), As(V), MMA y DMA reportado por
Hansen et al. [319] utilizando una columna de gamsbio anionico polimérica y llama de-H
Ar. La interfase utilizada entre la columna de HRLE nebulizador del espectrometro consistio
en un tubo capilar de PTFE. Sin embargo, ested@pestrategias se hallan sujetas a una serie de
inconvenientes dificiles de resolver [320]. En gahesl acoplamiento redunda en sefiales pobres
ya que el ingreso de especies del analito al atmnizes bajo como consecuencia de la baja
eficiencia de nebulizacién y desolvatacion de kefmovil. Tampoco es un problema menor la
diferencia entre las velocidad de flujo de la fas®il a la salida del cromatégrafo y la velocidad
de ingreso de solucion impuesta por la camara ddblani Lo mismo ocurre con la
incompatibilidad de solventes: los que son amigalgara la elucion no lo son para el

nebulizador/atomizador y viceversa.

El acoplamiento HPLC-GFAAS ofrece un aumento mavcat la sensibilidad, sin
embargo, la modalidad continua del cromatdgrafo scrdia del atomizador electrotérmico,
obligan a la recoleccién de alicuotas de eluid@a jgarposterior deteccion, lo que se vuelve una
tarea bastante laboriosa. Algunos autores han dograortear estos inconvenientes

automatizando el acoplamiento HPLC- GF AAS [321]3@&diante interfases adecuadas.
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La generacidon de hidruros con borohidruro ha sid® ferma de interfase muy utilizada
entre HPLC y AAS, tal como lo evidencian los nunseotrabajos informados en la literatura
[110,112,114,323-329]. Esta atractiva combinacifsece una mayor sensibilidad para aquellas
especies de As que producen arsinas volatiles. |Rateteccion de especies no formadoras de
hidruros, la termo-oxidacién [114], la oxidacionstisla por microondas [328,330] y la fotdlisis
por UV con persulfato de potasio [114,331-333] apan como las modalidades mas empleadas

para la destruccion de la materia organica prelaa@accion de HG.

Otra alternativa de separacion cromatografica papecies metalicas es la cromatografia
liguida de baja presion basada en el uso de mlatenauy similares a los descritos en el
apartado anterior para técnicas de SPE en sistBindsn este caso, se detecta mas de una
especie en funcion de su tiempo de retencion adaedue eluyen de la columna. Como
ejemplo, la especiacion de As(V), DMA y MMA mediamesinas de intercambio iénico seguida
por la deteccién discontinua en GFAAS fue reportpdaPacey y Ford [67] con limites de
deteccion en el orden de 1 ng TlEIl As(lll) fue calculado por diferencia entre #sal y las
demas especies. También Russeva et al. propusierorétodo para la determinacion de As(lII)
y As(V) utilizando una columna rellena con un so@anerte modificado con reactivo de estafo
organico [CgH17).SnCb]. ElI As(V) de la muestra ajustada a pH 2,5-3,5 fatenido en la
columna y luego eluido con HCI 2M mientras que s(Il) eluyd con la muestra. Ambos se
midieron por FAAS y GFAAS [334].

La incorporacion de HG en sistemas continuos corapaeintermedia entre la separacion
cromatografica de especies de inorganicas y orggauie As a baja presion y deteccion por AAS
[145,335,336] dio como resultado metodologias @oafi de buena performance. En estas
metodologias la elucidn selectiva de las espeoegesliza mediante la intervencion de
soluciones reguladoras especificas. Las solucideeslucion informadas mas frecuentemente
incluyen NaHPOJ/NaHPO,, N&B,O; y NaHCQ. Los mejores resultados para la elucion
isocratica de As(lll) y As(V) se obtuvieron utilizdo solucidén reguladora de fosfato. Para fase
reversa, el clorohidrato de tetrabutilamonio, él@denalénico y el metanol resultaron una buena

mezcla de trabajo [336].

Al observar ventajas y desventajas de las posdae®inaciones de las técnicas analiticas
descritas aqui, se desprende que las metodolagiasea constituyen la manera mas versatil de
llevar cabo el andlisis de especiacion a niveleligios. En el presente trabajo, el estudio de las
especies arsenicales inorganicas en aguas natuksesvaluado utilizando técnicas de
separacion no cromatograficas y cromatograficas dminccion espectrométrica en linea. En

primer lugar, la forma trivalente fue selectivangestiantificada a través de su producto de
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reaccion AsH mediante una metodologia combinada que incluyo ségaracion no
cromatografica de As(lll) por SPE seguida por gacién de hidruros y deteccién por AAS.
Como se detalla en el Capitulo 5, los resultadbsééodo SPE-FI-HGAAS desarrollado fueron
luego comparados con las respuestas obtenidasAgéiy y As(V) utilizando cromatografia

liquida acoplada a deteccion espectrométrica dasn@PLC-ICPMS).

4.3 Disefio y optimizacion de un sistema SPE-FI-HGAR

En repetidas oportunidades nos hemos referido difexentes velocidades de reaccién que
poseen las especies inorganicas de As(lll) y Ap@fa formar hidruros cuando reaccionan con
borohidruro de sodio en medio acido. Las cinétidasestas reacciones presentan una fuerte
dependencia con el pH del medio y la concentradénborohidruro de sodio, por lo que
ajustando dichos parametros es posible distingutireeambas especies por mecanismos de
discriminacion cinética. Sin embargo, lograr que it#erferencias de As(V) sobre la sefial de
As(Ill) sean verdaderamente insignificantes utiida menores concentraciones de HCI y/o
borohidruro de sodio, generalmente conduce a sistermn menor eficiencia en la reaccion de

generacion de hidruros a partir de As(lll) [337].

En un intento por mantener la sensibilidad en leerd@nacion especifica de As(lll)
empleando concentraciones de reactivos tipicas fmrgeneracion de hidruros es que
proponemos en este trabajo la eliminacion previdadaterferencia de As(V) mediante su
retencion sobre un soporte soélido. Esta forma aleajo posee la ventaja de llevar a cabo la
medicion de la especie mas toxica As(lll) sin ifgencias de la forma pentavalente de una
manera rapida y directa, confiriendo una mayormjéale integridad a la especie detectada. La
adopcion de esta estrategia de medicion trae aparég desventaja de no preconcentrar As(ll1)
ya que se encuentra en la forma neug&dd; que no es retenida por la columna. Sin embargo,
como veremos mas adelante, el limite de detecda@mzado para la metodologia desarrollada
cubre ampliamente las expectativas de las regulesiactuales.

4.3.1 SPE en la eliminacién de interferencias de A

Las interacciones que gobiernan el proceso decexbrade As(V) en el presente trabajo

son del tipo intercambio i6nico fuerte. En est® tge interaccion, la presencia o ausencia de
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carga en los grupos ionicos del analito y de lanaes intercambiador dependen del pH del
medio. El pKa de cada grupo de la resina es umpréd sumamente importante ya que por
ejemplo, trabajando a los valores de pH tipicotadeaguas naturales (6,5-8,5), la mitad de los
grupos sustituyentes tendra carga y la otra miad388]. Los grupos cationicos cargados
aumentan a valores de pH menores al pKa y dismmayealores de pH superiores a su pKa.
Con los grupos anidnicos ocurre exactamente la@aot Por lo tanto, la capacidad de retencion
sera funcion de la carga que posean el analitoigtelcambiador al pH que se encuentre la
muestra. Como podemos ver en la Figura 1.1, laetit@a entre las constantes de disociacion
del &cido arsenioso g =9,29) y el acido arsénicop; = 2,25; Ka2 = 6,76 y fKaz = 11,29)
permite separar a las especies de As(lll) de lasogss de As(V) sobre la base del intercambio
ionico. A pH = neutro, el acido arsenioso no se encuentra ddmcjaesta presente como
H3AsOs. Por lo tanto, no es retenido a su paso por lanwod de intercambio aniénico. Por el
contrario, el &cido arsénico, disociado en las &mibAsO, y HASO,> quedaré retenido en una
columna. La disposicion mas utilizada que consisteel solido empaquetado en la columna
maximiza la exposicion de la muestra para un pmdesextraccion eficiente ya que se optimiza

la relaciéon masa de analito/masa de resina.

Dado que el intercambio iGnico es un mecanismo ctitivoe una segunda condicion es
gue la muestra no contenga altas concentracionespizies idnicas fuertemente competitivas
con el analito (contraiones), de manera que elgamde retencién se ve favorecido si se trabaja
con muestras de baja salinidad o baja fuerza iORicaste sentido, las altas concentraciones de

aniones pueden ocasionar serias interferencias reteincion de las formas de As(V).

En cuanto a los solventes empleados para eluieefeamente el analito retenido en un
proceso de SPE por intercambio idnico deben p@deefuerza idnica, elevada concentracion de
contraiones altamente selectivos y un pH al cuadétio y/o el analito no posean carga. En
columnas de intercambio anionico, la elucion dddasas inorganicas de As(V), generalmente
se lleva a cabo empleando soluciones concentradadGlledonde todo el As(V) aparece

completamente protonado (ver pKa

Propiedades del intercambiador:las resinas de intercambio anionico fuerte SAXbdse
silica, tal como las utilizadas en las experienaan estables en una rango de pH aproximado de
2 a 7,5. A valores de pH menores, la union siér &e debilita y los grupos funcionales de la
superficie comienzan a degradarse. No obstantedouas solidos empaquetados se exponen a
distintos solventes por periodos de tiempo cort@slen usarse en un rango de pH de 1 a 14. A

diferencia de las resinas de base polimérica,dsinas de base silica son mas resistentes a pH
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extremos y no presentan contraccion ni expansignifgiativa debido a su rigidez. La
distribucion de tamafio de particula generalmentnsaentra en el rango de 15 a 100 micrones.
Para el aislamiento de compuestos con peso motdwagta 15000, tal como,MsO, y HASO>

los mas usados son intercambiadores con una padbgicbmedio de 60 Angstroms. Para
moléculas de mayor peso molecular se emplean sesioa porosidad cercana a los 4000
Angstroms.

La capacidad y la selectividad son dos caracteastsumamente importantes de las
resinas. La capacidad esta definida como la mash de analito que puede ser fuertemente
retenido por una determinada masa de resina bajdiaiones dptimas. Para intercambiadores
i6nicos, la capacidad generalmente se expresarmints de miliequivalentes por gramo de
resina basado en el nUmero de grupos iénicos didperen el intercambiador. Generalmente se
encuentran en el orden de 0,5 a 1,5 meq/g. Es arexesonsiderar aquellos componentes
indeseables de las muestra que van a ser retgoitoscon el analito de interés en el calculo de
la cantidad de resina requerida para el procesxiaccion. Esto es sumamente importante para
aquellos casos donde el analito se encuentre @nplpaporcion respecto de los componentes
interferentes, tal como sucede en el andlisisal@a$: En estos casos el aumento de la masa de
intercambiador o la diluciébn de la muestra podrimmducir a encontrar una solucion,
dependiendo del objetivo buscado. Consideracioeésridas a la saturacion de la resina
utilizada en este trabajo se encuentran en el @apB. El uso de cartuchos de resina
empaqguetada en lugar de microcolumnas permite yoriante aumento en la capacidad de

carga.

El volumen de lecho aparece como otro concepto eossiderado. Esta unidad de medida
usada para caracterizar la retenciébn y la elucidon ue proceso de extraccibn con
intercambiadores, se define como la cantidad deestd requerido para llenar todos los poros
internos y espacios intersticiales de un determiad@fio de lecho. En general, se considera
gue la retencion del analito es suficientementedumuando no existen evidencias de su elucion
con el pasaje de 20 volumenes de lecho de un deldEnlavado o de la propia muestra. En

general, un proceso de elucion no deberia regmésrde 5 volimenes de lecho.

El grado de retencion del analito y el tamafio dethd determinan el rango de velocidades
de flujo de muestra y solvente adecuados para ueaabeficiencia del proceso. En general las
velocidades de flujo empleadas para 100 mg de ldehintercambiador no deberian superar los
10 ml min', aunque para mecanismos de extraccién por intd@icaiinico son aconsejables
velocidades menores a 5 ml mirObviamente, este pardmetro se convierte en ebpuftico

para la interfase entre SPE y un sistema FI-HGAABnea.
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La eficiencia de la separacién entre As(lll) y As(én resinas de intercambio idnico SAX
se evalud en una primera instancia a partir deyessen “batch” mediante el uso de muestras
sintéticas. La pequefia granulometria y tamafio de gdel intercambiador determinaron la
necesidad de aplicar vacio para la elucion de masest eluyentes Los sitios activos de
intercambio se maximizaron mediante la solvataciérla resina con 1 ml de metanol luego
desplazado por un pequefio volumen de agua destidaizada. La recuperacion total de
As(Ill) en la solucidén eluida es claramente indigatque la forma quimica As(Oklpeutra al
pH de trabajo (pHneutro) no experimenta retencion ni tampoco aliénadurante el pasaje por
la columna. Por su parte, la ausencia de As(Vaeolucion eluida cuando se pasan soluciones
de este analito a través de la columna, demuestraxcelente eficiencia de retencion para las
especies anidnicas pentavalentes. El lavado coroiinenes de lecho (20 ml) de solucion de
muestra no afectd el proceso de retencion. El pgeguelumen de solucion de HCI 1M
empleada para la elucion (menor o igual a 1 ml)ladeespecies retenidas con valores de
recuperacion del 100% evidencia los altos valore€EBeque pueden ser alcanzados en la
preconcentracion de As(V). Los resultados de lapemancias pueden observarse en la

Tabla 4.1. Materiales, reactivos y procedimientodetallan en el Capitulo 6.

4.3.2 Acoplamiento en linea de SPE a FI-HGAAS

Como hemos mencionado, una de las ventajas deautlil en la automatizacién de los
procesos analiticos consiste en la posibilidadnderporar al sistema dispositivos apropiados
para objetivos especificos de manera relativamsimgple. Dos disefios diferentes para la
separacion de interferentes usando columnas a@spatEcnicas Fl han sido presentados hasta
el momento. Las dos estrategias se diferenciatapabicacion de la columna, la que puede ser
colocada antes (Figura 4.2.a.) o después (Figurd. ¥} @ la valvula de muestreo. Se podria
pensar que el segundo disefio (4.2.b) presentdganas ventajas respecto del primero [295]
como, por ejemplo: una mayor precision debido a gueel primer sistema es posible la
formacion de burbujas de aire durante la succitla seuestra, una menor demanda de muestra
ya que en el primer disefio hay un volumen muertiee éa salida de la columna y la entrada a la
valvula de muestreo y, por ultimo, una frecuenaarelgeneracion mas baja de la columna
debido al menor volumen de muestra procesado. r8iago, la ubicacion de la columna en la
linea de la solucion de transporte (solucién de)HCasionaria que el proceso de separacion
entre As(lll) y As(V) se lleve a cabo bajo condies de pH muy diferentes a la de la muestra

original. Este aparente inconveniente también serghsn el disefio propuesto por Yalcin y Le
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[336] en su trabajo de separacion cromatograficaja presion de especies arsenicales. Por otro
lado, si bien el trabajo con columna posicionadasade la valvula de muestreo puede presentar
las desventajas mencionadas arriba, también de giee el disefio mostrado en 4.2.a. simplifica

considerablemente la manipulacion de muestrascyives.

En el presente trabajo la forma de introducciétad®uestra que se presenta en la Figura
4.2.a. resulté la mas adecuada para el objetivaupsip, es decir, lograr la medicién de As(lIl)
diferenciado de la especie pentavalente de maneetaliy confiable. Una ventaja sumamente
importante es que la insercion de la columna aikiemas en linea, tales como FI-HGAAS, no
requiere de interfases especificas. La conexiore éatsalida de la columna y la entrada de la
valvula de muestreo se realiz6 mediante un acoplamisimple utilizando un tubo conector de
10 cm de largo y 0,2 cm de diametro interno. Eemexio de la columna se cargé con un
volumen de 10 ml de muestra aproximadamente. Etmseés de propulsion empleado para
conducir los fluidos a través del sistema FI-HGAS utilizado para lograr el movimiento de
muestras y solventes atravesando las columnas. Ae¢rge en funcionamiento la bomba
peristaltica, el eluido de la columna que conti@s@ll) ingresa al sistema FI-HGAAS en la
forma de trabajo convencional. La Figura 4.3 maesir esquema del sistema disefiado para la

separacion y determinacion de As(lll).

Los diferentes parametros quimicos y operaciondids sistema SPE-FI-HGAAS se
sometieron a un disefio de experimentos pereeening de variables. La concentracion de HCI,
concentracion de borohidruro de sodio y el flujacdadales de soluciones y muestra a través de
la velocidad de la bomba peristaltica resultaronlae mas significativas. Estas variables se
optimizaron mediante la aplicacion de un diseficexigerimentos del tipo central compuesto
[339]. Las Tablas 4.2 y 4.3 muestran los resultgdma ambos disefios. La variable de respuesta

medida en todos los casos fue el maximo de abscieban

4.3.3 Figuras de mérito

Los parametros del sistema SPE-FI-HGAAS desarroliadas figuras de mérito mas
relevantes se muestran en las Tablas 4.4 y 4.®a@spmente. Los niveles de deteccion de
0,5 pg L As(lll) y cuantificacion de 1,7 pg LAs(lll), alcanzados para la metodologia y
aplicables para ensayos de rutina resultaron amehge satisfactorios, especialmente si se tiene
en cuenta el nivel de cuantificacién practico (4L informado para la determinacién rutinaria

de arsénico total por técnicas espectrométricasiead con generacion de hidruros [340].
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Los reactivos utilizados para la reaccion de gem@nade arsina son la Unica contribucién
a la sefal del blanco, ya que la forma directa ddida del As(lll) a partir de la solucion de

muestra eluida de la columna determina que noverigan reactivos adicionales.

4.3.4 Analisis de especiacion en muestras sintésca

La metodologia se aplicé al analisis de muestnatgtgias preparadas en agua destilada-
deionizada con una concentracion de As(lll) cowedente al 10% del arsénico inorganico
total, tratando asi de simular el contenido promeie presenta el As(V) en muestras reales. La
incorporacion del intercambiador anionico a ladidel sistema FI-HGAAS permitio eliminar la
interferencia de As(V) y, de esta manera, detemmiv@cta y selectivamente el contenido del
arsenical inorganico mas toxico, el As(lll). Comantus visto en el apartado 4.3.1., la retencion
que experimenta el As(V) en la resina deja abikxtposibilidad de preconcentracién para la
especie pentavalente; sin embargo dicha precomaec#nirno fue considerada de interés para el
desarrollo del método propuesto. La calibracion sanciones acuosas de As(lll) puede llevarse
a cabo removiendo la columna ya que no hay retend® As(lll), tal como se explicara
precedentemente. En la Tabla 4.6 se presentami@gmraciones de las muestras preparadas y
los resultados de los ensayos. El error relativacggdual obtenido indica la ausencia de
interferencias de As(V) en la respuesta de As(lUd).eficiencia en la retencion del interferente
sumada a la elevada recuperacion del As(lll) adadlo a las muestras satisface con éxito los

objetivos inicialmente propuestos.
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Concentracion Concentracibn Recuperacion

Soluciones de trabajo nominal hallada porcentual
(g L) (Mg L) (%)
Columna A
M3: 15 ml solucion As(lIl) 30 31,2+0,5 104
M,: 1 ml de HCI 1M (contraion) - <LD (0,8) -
Columna B
M3: 15 ml solucién As(V) 30 < LD (0,8) -
Mg 20 ml de DDW - < LD (0,6} -
Ms: 1 ml de HCI 1M (contraidn) - 30,6 £0,1 102
Ms: 1 ml de HCI 1M (contraion) - < LD (0,67 -
Columna C
15 ml solucion mezcla: As(ll1) 12
As(V) 18

M-: As(lIl) 12,0+0,5 100

n = 2; intervalo de confianza del 95%.

& limite de deteccidn calculado como 3 desviaci@stgndar correspondientes a la medida de 10 idateco
reactivos utilizando los parametros de la Tabla 6.1

® agua destilada-deionizada

Tabla 4.1. Resultados obtenidos en los ensayosegaracion de As(lll) y As(V) en sistemas

discontinuos.
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Factor Nivel Alto (+) Nivel Bajo (-)
Concentracién de HCI (moll) 3 1
Concentracion de NaBH% m/v) 0,3 0,1
Flujo de gas de transporteJNml min) 100 50
Velocidad de bomba peristaltica (V) (rpm) 100 70
- Velocidad de flujo de HCI (ml mif) 10,0 6,9
- Velocidad de flujo de NaBHmI min™) 50 3,4
- Velocidad de flujo de muestra (ml rifin 4,7 3,1
Relacion aire/acetileno de llama (R) 2,5 2
Factor Efecto
[HCI] 0,037 Error critico E = 0,014
[NaBH,] 0,118 (t=2,566)

N> -0,011

Vv 0,034

R 0,005

Fi -0,009

F, -0,002

Fs 0,003

F4 -0,002

Fs -0,007

Fs -0,003

Tabla 4.2. Disefio factorial Placket-Burman (5 fee$p 6 fantasmas, 2 niveles) para “screening” de
variables del sistema SPE-FI-HGAAS.
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Factor 0 +1 -1 +a -o
Concentracién de HCI (moll) 3 4 2 4,7 1,3
Concentracion de NaBH% m/v) 0,3 0,4 0,2 0,47 0,13
Velocidad de bomba peristéltica (rpm) 100 110 90 117 83
- Velocidad de flujo de HCI (ml mih 10,0 10,9 8,9 11,6 8,2
- Velocidad de flujo de NaBHmI min®) 50 5,6 4,5 5,9 4,1
- Velocidad de flujo de muestra (ml rifin 4,7 51 4,2 53 3,8

Valoro =1,68

Ecuacion para el modelo de regresion:
Respuesta = -0,0081 + 0,0110 [HCI] + 0,206 [NaBH0,00116 V

Tabla 4.3. Disefio factorial Central Compuesto Qismnito (CCC) para la optimizacion de variables
significativas del sistema SPE-FI-HGAAS.
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Parametro
Concentracién de HCI (moll) 3,5
Concentracion de NaBH% m/v) 0,35
Velocidad de bomba peristaltica (V) (rpm) 110
- Caudal de solucién de HCI (ml rifin 10,9
- Caudal de solucién de NaB¥ml min®) 5,6
- Caudal de muestra (ml mip 5,1

Tabla 4.4. Parametros del sistema SPE-FI-HGAASwptido para la determinacion selectiva de As(lll).

Performance
Limite de deteccidh(ug LY 0,5
Limite de cuantificaciéh(ug LY 1,7
Blanco de reactivos (ng) <0,5
Presicion (RSD, n = 3) (%) 5

ab calculado sobre la base de 3 y 10 veces la désniaestandar de 10 medidas de blancos de reactivo
independientes, respectivamente.

Tabla 4.5. Figuras de mérito para la determinas@activa de As(lll).

Concentracién de Concentracién de Concentraciéon de Error relativo
As(Il) nominal As total nominal As(lll) hallada para As(lIl)
(Mg L™ (Mg L™ (ug L™ (%)

10 <17 -
5 50 50+04
10 100 10,0+ 0,7
20 200 195+1,6

n = 3; intervalo de confianza del 95%.
& limite de cuantificacion.

Tabla 4.6. Andlisis de especiacion de As inorgasatre muestras sintéticas.
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TECNICAS DE SEPARACION TECNICAS DE DETECCION

Cromatografia Gaseosa Espectrometria de Mas
Cromatografia Gaseosa Capilg

Espectrometria de Absorcion
Atémica de Llama

Cromatografia Liquida de Alta
Presién

Espectrometria de Absorcion
Atomica con Tubo de Cuarzo

Generacion de Hidruros
Trampa Criogénica
Cromatografia Gaseosa

Espectrometria de Absorcion
Atémica con Horno de Grafito

Inyeccién en Fluj

Espectrometria de Emision
Atomica con Plasma
Inductivamente
Acoplado/Microondas

Espectrometria de Masas con
Plasma Inductivamente
Acoplado

Figura 4.1. Principales técnicas de separaciéngcdén descritas en la literatura para la deteanidm

espectrométrica de especies elementales [206].
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S
C
- D
S
|
1 = D

Figura 4.2. Diagramas esquematicos de manifold ¢l columnas en linea para separacion de
interferencias. a: separacion pre-inyeccion. b:asepon post-inyeccion. S, muestra; C, columna

empacada; D, detector; W, drenaje.
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—

S
[b .
c CR
iy vl SGL
A {)—»

=
' Y
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Figura 4.3. Sistema SPE-FI-HGAAS empleado paraetierchinacion selectiva de As(lll).

A, solucién acida de transporte; B, solucién redetW, drenaje de reaccion; SW, drenaje de myestra
P, bomba peristaltica; S, muestra; C, columnatigdambio ionico; VI, valvula de inyeccion; G, ghes
transporte; CR, conductos de reaccion; SGL, sepagas-liquido; AAS, espectrémetro de absorcion

atémica con atomizador de celda de cuarzo.
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CONCENTRACION DE HCI vs CONCENTRACION DE NaBH4

I 0,149
I 0,159
[ 0,168
[ 0,178
[ 0,187
[J 0,197
[ 0,206
Il 0,216
I 0,225
Il 0,235
Bl above

VELOCIDAD DE BOMBA PERISTALTICA vs CONCENTRACION DE NaBH4

T Ranead

Bl 0,151
I 0,161
B 0,172
3 0,182
[ 0,193
[ 0,203
[ 0,214
I 0,224
I 0,235
B 0,245
Il above

VELOCIDAD DE BOMBA PERISTALTICA vs CONCENTRACION DE HCI

T BADERA

I 0,156
I 0.165
[ 0,173
3 0,181
[ 0,189
[ 0,198
= 0,206
B 0.214
B 0.223
Il 0,231
Bl above

Figura 4.4. Superficies de respuestas obtenidasamtedla aplicacion de disefio de experimentos
Central Compuesto Circunscrito (CCC) para la otamion de variables.
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Capitulo 5

Resultados del analisis de especiacion de arsémomanico en
muestras de aguas subterraneas. Comparacion dd#adesu por
HPLC-ICPMS.

En el Capitulo 1 nos hemos referido a las prinepahzones que llevan a la necesidad de
investigar acerca de la distribucion de arsenicalesyanicos en aguas destinadas al consumo
humano: evaluacién del riesgo para la salud hurgafaiencia en las técnicas de remocion de
este contaminante [52,125]. Con la finalidad defymdizar en el conocimiento de la
composicion arsenical de los recursos hidricogzatibs para bebida humana en nuestro pais, las
metodologias desarrolladas en los Capitulos 3 ¢ 4pdicaron al analisis de especiacion de
As(lll) y As(V) en muestras de agua subterraneasespondientes a la regién centro de la

llanura chaco-pampeana (Localidad de Sunchalesvireia de Santa Fe).

5.1. Andlisis de especiacion de arsenicales inorgéms por FI-HGAAS mediante
discriminacion cinética en condiciones de baja ac&x para la determinacion selectiva de
As(ll).

El método propuesto en 3.5.3. se aplicé a la détexidn selectiva de As(lll) inorganico
en las muestras de agua subterranea. Las muesteasdifccadas fueron analizadas utilizando
una solucion de transporte de HCI 0,1 M, a lossfide obtener respuestas selectivamente
atribuibles a la presencia de la especie trivaJemenimizando las posibilidades de
interconversion rédox. La forma de preservaciorecegbnada para las muestras de campo
basada solamente en refrigeracion requiere quierapt transcurrido entre el muestreo y el
analisis de especiacion en el laboratorio sea einmi posible. El andlisis realizado a las
24 horas del muestreo mostrd niveles de As(lligniofes al limite de deteccion del método
(1,0 pg LY. Los resultados obtenidos se presentan en laaTahl Los métodos y reactivos
utilizados se detallan en el Capitulo 6.
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5.2. Andlisis de especiacion de arsenicales inorgéms por SPE-FI-HGAAS “off-line” y

“on-line”. Interferencias de aniones competidores.

La determinacion selectiva de As(lll) por SPE-FIAKS en linea como también la
determinacion de las especies separadas en camgalzaron a las 24 horas del muestreo.
Como ya hemos mencionado, la rapida saturaciéa dagacidad de intercambio es una de las
limitaciones mas importantes que presenta el usesedmas no selectivas. Esta desventaja
adquiere mayor significacion cuando se lleva a adlanalisis de muestras reales. La elevada
capacidad de intercambio que presenta la resitiaad& para la retencion de As(V) (para la
forma predominante HAs®: 500 mg de resina/14,6 mg de As(V)) se ve seriéenafectada
por la presencia de aniones competidores, espeamitédmcloruros y sulfatos, comunmente
encontrados en aguas naturales. La dilucion denlssstras aparece en estos casos como una
modalidad adecuada para eliminar el efecto denamas concomitantes [135], al tiempo que
obliga a mejorar la performance de la determina@nnérminos de cifras de mérito. Como
podemos apreciar en la Tabla 5.1, la adopcion tdeestrategia resultd satisfactoria en el analisis
de especiacion por SPE-FI-HGAAS en linea. La diincde las muestras que presentaron
mayores contenidos de cloruros y sulfatos en ula@iém 3:5 fue suficiente para resolver las
interferencias sobre la sefal de As(lll) (Tabla 53in embargo, como era previsible, la
especiacién con separacion en campo presento iesmmies para las muestras con mayor

contenido de interferentes (Tabla 5.3).

Las concentraciones de As total para las muestnatizadas variaron entre 58,5 y
216 ug L. La trazabilidad de la metodologia FI-HGAAS utlifa para la determinacién de As
total fue verificada mediante el andlisis de unemat de referencia, NIST 1643d (Tabla 5.4). El
valor global del contaminante para las muestrasstndio corresponde a la suma de especies
inorganicas de As(lll) y As(V) en solucion y arsgmparticulado. Las concentraciones obtenidas
para As(lll) inferiores a los limites de detecciémariables entre 0,7 y 3,7 pg-lpara arsénico
particulado indicaron el gran predominio de la farpentavalente. En el Capitulo 6 se describen
los métodos, reactivos, materiales y equipamientdizados para cada una de las
determinaciones analiticas. Tanto para los bladeasampo como de equipamiento, la ausencia

de contaminacion se verific6 mediante la deternmdmade arsénico total.

Las caracteristicas fisicoquimicas de las muesvatenciaron la presencia de ambientes
predominantemente oxidantes a juzgar por la présetecoxigeno disuelto (2,8 a 5,6 mg)L
altos valores de pH (7,8 a 8,5), concentracionéstivamente elevadas de nitratos (3,7 a

11,3 mg ) y sulfatos (92 a 974 mg™) a la vez de bajas proporciones de pardmetrosgsrop
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de ambientes reductores tales como amonio (< 05 hierro (< 0,1 mg L) y manganeso
(< 0,01 mg Y. La Tabla 5.5 muestra los valores hallados parasdrie de pardmetros

fisicoquimicos evaluados.

5.3. Andlisis de especiacion de arsenicales por HEHCPMS. Interferencia del ion
poliatémico “°Ar *CI*.

El acoplamiento HPLC-ICPMS aparece en la actualmado la herramienta analitica mas
moderna y poderosa para la determinacion de nivedea de especies metalicas elementales.
Una interesante recopilacion de trabajos publicadpartir de la década del "80 que muestra su
aplicacion en el analisis de especiacion de mueatriientales, ha sido informada por Guerin et
al. [109]. La alta eficiencia de separaciéon de HRUthada a la sensibilidad extremadamente
alta, capacidad multielemental y multiisotépicanypéio rango dinamico de deteccion de ICPMS
son las principales ventajas de esta exitosa cowmibmala desventaja mas importante que
presenta al momento es sin dudas su elevado eostgue se suma también el requerimiento de

extensos tiempos de analisis cromatografico.

Con el propésito de comparar los resultados ddisismée especiacion llevado a cabo por
SPE-FI-HGAAS con una metodologia capaz de monitodeamanera sensible y robusta las
especies de arsénico presentes en muestras Haaleglementacién de una combinacion de
cromatografia anionica e ICPMS proporciono inforidaale gran utilidad. La sensibilidad y los
bajos limites de deteccion a los que se accedeslporétodo HPLC-ICPMS, han permitido
cuantificar los valores de As(lll) no detectablestiante la aplicacion de SPE-FI-HGAAS.

En capitulos anteriores nos hemos referido a ka dajula presencia de especies organicas
de arsénico en aguas subterraneas libres de cowizEiom. No obstante, la ausencia de
organoarsenicales fue verificada para las muestrasstudio por HPLC-ICPMS. Se utilizaron
como fases moviles soluciones de carbonato de amnehiyente de uso muy frecuente en
cromatografia de intercambio i6énico debido a suaceEjad para separar los compuestos de
arsénico y a su escasa tendencia a formar depdsiteal en la interfase del ICPMS [80,107]. El
pH de la fase movil juega un rol fundamental emelsolucion cromatografica. Asi podemos
vemos ver que a valores de pH cercanos a 7, ellAs¢l encuentra como una molécula neutra
(acido arsenioso) [341], la arsenocolina (AsC) yatio trimetilarsinico (TMA) como especies
cationicas mientras que la arsenobetaina (AsB) po@u@ortarse como una especie cationica o
un Zwitterion [342] capaz de co-eluir con el AsyII\ valores de pH superiores al p#el acido

arsenioso (> 9,3), el As(lll) pierde su primer prgtinteracciona con la fase estacionaria
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anionica y podria co-eluir junto al acido dimesiaico (DMA), el cual tampoco se encuentra
completamente protonado. Por lo tanto, generalmentiebe seleccionar un pH de compromiso.

La separacion cromatografica de seis especies eagEsmbrganicas e inorganicas se llevo a
cabo sobre 200 pl de muestra filtrada (tamafio de P2 um) utilizando soluciones de
carbonato de amonio 1,5mM, 12mM y 20mM como faswilhra pH 8,7 con un tiempo de
separacion cromatografica de 30 minutos. Las espeauyeron en el siguiente orden: AsB,
As(lll), DMA, MMA, p-ASA y As(V) (Figura 5.1) [79]. Cuando las muestrde agua
subterranea fueron analizadas, solamente se obmery@cos con tiempos de retencion
coincidentes con As(lll), As(V) e interferenciasaleruros (como veremos mas adelante en este
mismo capitulo), evidencidndose asi la sola présemie arsenicales inorganicos. El
equipamiento, los materiales y reactivos y las coades operativas utilizadas para el HPLC-

ICPMS se describen en el Capitulo 6.

La separaciéon cromatografica de As(lll) y As(V) rigénicos pudo completarse en el
término de 8 minutos utilizando una fase estaciarde carbonato de amonio 20 mM a pH 8,7
en modo de elucion isocractica, simplificandose iclenablemente la operacion de la corrida
(Figura 5.2). Las condiciones operativas como tamlas curvas de calibrado para cada especie
en un rango de concentraciones entre 0,1-1,0fugaka As(lll) y 10-100 ug t para As(V) se
presentan en el Capitulo 6.

La presencia de un alto contenido de cloruros puw=desar interferencias espectrales
isobaricas poliatémicas en la determinacién’Wes ((nico is6topo natural del arsénico) por
ICPMS debido a la formacion 48r>*CI* en el plasma, el cual posee la misma relacién maimi
m/z que el arsénico. Si bien se han informado eliiess estrategias matematicas [343] y
operativas [344,345] para la eliminacion de lasrfierencias ocasionadas por los cloruros, un
efecto minimizador puede lograrse mediante la diluade la muestra con agua pura. Es
pertinente aclarar en este punto que los limitesdeteccion extremadamente bajos de la
metodologia HPLC-ICPMS utilizada en el presentebaja (As(lll) 0,02 upg
As(V) 0,10 ug [Y) hacen posible este tipo de practica simple, méemneo ain niveles de

deteccion ampliamente aceptables.

Las experiencias llevadas a cabo sobre muestrdesrean adicion de cloruro en
concentraciones variables entre 100 a 1000 rifgmostraron una cierta ineficiencia de
resolucién entre el pico de As(lll) y la interfecea de*Ar®*CI* bajo las condiciones de trabajo.
Como puede apreciarse en la Figura 5.3, la diluciénla muestra en una proporcion 1:5
(LD para As(lll) 0,10 ug L; LD para As(V) 0,50 pg t) permitié reducir el efecto de la

interferencia a niveles insignificantes.
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Los resultados de las medidas realizadas sobrailutdn 1:5 de la muestra original se
muestran en la Tabla 5.6.

5.4. Comparacion de resultados. Costo-sensibilidad.

La aplicacién de metodologias que conduzcan a $ibitidad de evaluar con eficacia la
presencia de trazas de contaminantes en difersragges es indudablemente mandatoria para
los laboratorios analiticos interesados en estattean En este sentido, HPLC-ICPMS constituye
actualmente la combinacién estratégica mas coriyaetiConcretamente en nuestro trabajo, su
implementacion fue sumamente Util para poder canlacaistribucion y cuantificar las especies
de arsénico inorganicas en las muestras de aguarsutea sometidas a evaluacion. Por su
parte, la utilizacion de la metodologia SPE-FI-HGRAN el analisis de especiacion, demostro
poseer una adecuada performance para la deterdnnacitinaria de As(lll) a juzgar
principalmente por la excelente recuperacion, leereia de interferencias de As(V) y la
obtencion de limites de deteccion compatibles @m dstandares de arsénico nacionales e
internacionales establecidos para agua de bebidalntente podriamos decir que la relacion
costo/performance de ambas técnicas constituirdspacto importante a evaluar en funcion de

las necesidades y posibilidades de cada laboratorio
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Identificacibn ~ Unidades As total As(lll) As(l1l)
de muestra
FI-HGAAS -FI-HGAAS® SPE-FI-HGAAS

Pozo 3 pg L* 177,8+0,1 <LD (1,0) < LD (0,57
Pozo 4 ng 216,0£4,2 < LD (1,0) < LD (0,8f
Pozo 7 ng 119,9+5,0 <LD (1,0) < LD (0,8)
Pozo 8 ng 86,1+1,9 < LD (1,0) < LD (0,8)
Pozo 9 ng 58,5+ 1,0 < LD (1,0) < LD (0,8)

n = 3; intervalo de confianza del 95%.
ab| imite de deteccion para As(lll) por SPE-FI-HGAAB muestra original y muestra diluida 3:5, respaatiente.

Tabla 5.1. Resultados del andlisis de especiacerardenicales inorganicos en muestras de aguas
subterraneas mediante la determinacion selectivAs@iél) por FI-HGAAS® (mediante discriminacion

cinética en condiciones de baja acidez) y SPE-FAAS con determinacion de As total por FI-HGAAS.

Identificaciéon Dilucion Cloruros Sulfatos As(lll @
de muestra (mg L™ (mg L™ (ug L™
4 original 4007 700 £ 14 1294+ 1,7
4 35 <LD (0,8)
4 25 <LD (1,2)
4 15 <LD (2,5)
7 original 610 £ 10 974 £ 14 78,4%+25
7 3:5 <LD (0,8)
7 2:5 <LD (1,2
7 1:5 <LD (2,5)

% Sefial correspondiente a As(V) no retenido en lianeoa de intercambio iénico.
® Limites de deteccién correspondientes a cadaidiiut.D en muestra original 0,5 pg'L

Tabla 5.2. Evaluacion de interferencias de cloryraslfatos sobre la sefial de As(lll) en muestmas d
agua subterranea utilizando SPE-FI-HGAAS.
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As(llN) As(V) As
Identificacion  Unidades particulado
de muestra

SPE/ SPE/ Filtracion/

FI-HGAAS [FI-HGAAS [FI-HGAAS

Pozo 3 pg L* < LD (0,6) 1779+ 4,4 2,6+0,3
Pozo 4 ng 129,4+1,7 90,7+ 1,0 3,7+0,5
Pozo 7 ng 78,4+25 344+34 15+0,1
Pozo 8 ng <LD (0,6) 82,3+4,2 0,7+0,1
Pozo 9 ng <LD (0,6) 55,2+20 09+0,1

n = 3; intervalo de confianza del 95%.
LD: limite de deteccion de As(lll) por FI-HGAAS palas condiciones descriptas en Tabla 6.1.

Tabla 5.3. Resultados del analisis de especia@@rsknicales inorganicos en muestras de aguas

subterraneas por SPE-FI-HGAAS con separacion deslascies en campo.

Material de referencia  Valor de As total hallado Valor de As total certificado
(ug L™ (ug L™

NIST 1643d 55,615 56,02 £ 0,73

(Trace elements in water)

n = 3; intervalo de confianza del 95%.

Tabla 5.4. Resultados obtenidos en la determinad@rarsénico total en material de referencia por
FI-HGAAS.
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Parametro Unidades Min. Max. Media
pH 7,80 8,53 8,00
O, disuelto mg [* 2,8 5,6 4,16
Conductividad uS cth 980 3600 1472
Cloruro mg L 75 610 271
Alcalinidad mg L* 193 320 264
Bicarbonato mg Lt 61 183 124
Dureza mg [* 23 416 245
Sulfato mg [* 92 974 440
Nitrato mg L 3,7 11,3 6,5
Amonio mg L* < 0,05 <0,05 <0,05
Sodio mg L* 124 787 380
Potasio mg ! 10 46 31
Calcio mg L* 6,1 50 32
Magnesio mg ! 2,6 56 27
zZinc mg L* <0,01 <0,01 <0,01
Manganeso mgL <1 <1 <1
Hierro mg L* <0,1 <0,1 <0,1

Tabla 5.5. Caracterizacion fisicoquimica de las stras de aguas subterraneas estudiadas en elsanalis

de especiacion de arsénico inorganico.
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Identificacion  Unidades As(l1) As(lI As(V) As(V)
de muestra

SPE- HPLC- SPE- HPLC-

-FI-HGAAS -ICPMS -FI-HGAAS -ICPMS

Pozo 3 ug L* <LD?%(0,5) 0,38 177,8 175,1
Pozo 4 ug <LD"(0,8) 0,44 216,0 207,1
Pozo 7 ug < LD"(0,8) 0,39 119,9 123,2
Pozo 8 ug <LD?%(0,5) 0,40 86,1 82,1
Pozo 9 ug <LD?%(0,5) 0,44 58,5 62,0

AP | imite de deteccion para muestra original y muetditiada 3:5, respectivamente.

Tabla 5.6. Comparacion de resultados del analesisspieciacion de arsenicales inorganicos en maestra
de aguas subterraneas por SPE FI HGAAS y HPLC-ICPMS
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20000
-1
AsB —2-25 L;%l 20 mmol I-!
:S g n (NH4}2C03
15000 - e
- —10 pgl
B
= MMA 12 mmol I'!
:E 10000 - p-ASA As(Y) (NH4)»2CO54
-
= Asam PMA |
5000 f\ 1\ |
| 1
A \\ -.! \ 1.5 mmol I'!
o AN — , : (NHy),CO,

15 20 25 30

Time, min

Fig. 5.1. Separacién cromatografica de especiaganicas y organicas de arsénico por HPLC-ICPMS

[79].
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Fig. 5.2. Cromatograma de una solucidon estandatecimmdo As(lll) y As(V) inorganicos por
HPLC-ICPMS.
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Figura 5.3. Interferencias d%r**Cl* en la determinacion déAs por HPLC-ICPMS.
a: muestra N° 3 adicionada con 0,5 fgde As(lll); b: solucion de cloruros 100 mg j.c: solucién de
cloruros 1000 mg t: d: muestra N° 3 diluida 1:5.
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Capitulo 6

Materiales y Métodos

6.1. Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron de la maxpueeza disponible y como minimo de
calidad analitica. Las soluciones utilizadas fueppeparadas con agua destilada-deionizada
(DDW).

Las soluciones de &cido clorhidrico usadas comaickwies de transporte fueron
preparadas por dilucion de acido clorhidrico coneglot para analisis de trazas metélicas
(J. T. Baker, Phillipsburg, USA) en DDW.

Las soluciones de borohidruro de sodio (Ng@BHsadas como agente reductor fueron
preparadas por disolucién de cantidades aprop@del&daBH, (Merck, Darmstadt, Alemania) en
una solucién de DDW conteniendo 0,25 ¢ He hidréxido de sodio (Merck, Darmstadt,

Alemania).

6.1.1. Reactivos usados para la determinacion desg&nico total por FI-HGAAS

Las soluciones patron utilizadas para las deterionas de As total se obtuvieron por
dilucién apropiada de una solucién stock de 1000Lihgle As(V) (&cido arsénico en solucién
de &cido nitrico 0,5M) (Merck, Darmstadt, Alemanjaprerreduccion a As(lll) mediante la
adicion de acido clorhidrico concentrado para aisatie trazas metalicas (J. T. Baker, USA) y
solucion prerreductora de ioduro de potasio 5% (mAgido ascorbico 5% (m/v) preparada por
disolucidon de 5 g de Kl (Merck, Darmstadt, Alemanya5 g de GHsOs (Merck, Darmstadt,
Alemania) en 100 mL de DDW. El &cido clorhidrico centrado y la solucion prerreductora
fueron adicionados al 10% (v/v) segun el siguigmtecedimiento: a un volumen de 10 mL de
agua que contiene al analito se le adicionaron L@enHCI concentrado y 10 mL de solucién
prerreductora. La mezcla se dejo en reposo a tetyparambiente durante 45 minutos y luego
se llevo a 100 mL con DDW.

Como solucion de de transporte fue utilizado acdittrhidrico 1,2 M y solucion de

NaBH, 0,2% (m/v) como agente reductor.

-112 -



Capitulo 6: Materiales y Métodos

Para la validacion del método se empled el matat@lreferencia NIST Standard
Reference Materi&l1643d “Trace Elements in Water”.

6.1.2. Reactivos usados para los estudios de espeidn de arsénico inorganico por

FI-HGAAS mediante discriminacion cinética en condimnes de baja acidez.

Las soluciones patron de As(lll) se obtuvieron giducion apropiada de una solucion
stock de 1000 mg 1, preparada a partir de 1,3204 g de trioxido acseniAsO;
(Riedel-de Haén, Alemania).

Las soluciones de acido clorhidrico en concentreesiovariables de 0,01 a 1,2 M fueron
utilizadas como soluciones de transporte y las smles de NaBklen concentraciones variables

de 0,05 a 0,2% (m/v) como agente reductor.

Para los estudios de atomizacién de la arsinailsggas hidrégeno con pureza 99,998%
(Linde, Argentina).

6.1.3. Reactivos y materiales usados para los esinglde especiacion de arsénico inorganico
por SPE-FI-HGAAS “off-line” y “on-line”.

Las soluciones patron de As(lll) se obtuvieron diducion apropiada de una solucion

stock de 1000 mgt, preparada a partir de triéxido arsenioso (RiedeHaén, Alemania).

Las soluciones patron de As(V) se obtuvieron plucdin apropiada de una solucién stock
de 1000 mg L* de As(V) (acido arsénico en solucién de aciddauitd,5 M) (Merck, Darmstadt,
Alemania) en DDW.

Las soluciones de acido clorhidrico en concentresovariables de 1,0 a 4,7 M fueron
utilizadas como soluciones de transporte. Pardutddm de As(V) se utilizd solucion de acido
clorhidrico 1 M. Las soluciones de NaBEn concentraciones variables de 0,10 a 0,47% (m/v)

fueron utilizadas como agente reductor.

Se utilizd la resina de intercambio anionico SAXtdrcambio anidnico fuerte)
empaqguetada en columnas Bond Elut de 10 mL de icighavarian, Harbor City, USAgon
grupo funcional trimetilaminopropil (forma clorurojiametro de particula 40m; tamafio de
poro 60 A; cantidad de sorbente 500 mg; capacidadtedeeambio 0,78 meg/gramo. Las resinas
se acondicionaron previamente con 1 mL de metansé yavaron con DDW previo a las

experiencias de separacion.
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Se utilizaron jeringas plasticas de 20 mL con upmotplastico de 10 cm de longitud
insertado en la punta para la extraccion de aguaata del orificio de salida del muestreador. La
jeringa (sin el tubo) fue luego acoplada al trersejgaracion de especies en campo. La filtracion
de las muestras en campo se realiz6 mediantetum géra jeringa (Microclar, Argentina) con
membrana de nylon (tamafio de poro 0,45 um). Sizanth adaptadores plasticos (Variant,
Harbor City, USA) para ajustar el acoplamiento @etrfiltro y la columna.

6.1.4. Reactivos y materiales usados para los esinglde especiacion de arsénico inorganico
por HPLC-ICPMS

Las soluciones fueron preparadas en DDW obtenigaucosistema Milli-Q (Millipore
Corp., Bedford, USA).

La soluciones patron de As(lll) y As(V) utilizadse obtuvieron por diluciones apropiadas
de soluciones stock de 1000 mg, lpreparadas a partir de arsenito de sodio (NaAst@rck,
Darmstad, Germany) y arsenato de sodioMas0, 7H,O, Riedel-deHaén, Seelze, Alemania),

respectivamente.

Se emplearon como fases moviles soluciones demaiidade amonio (Merck) 1,5 mM, 12
mM y 20 mM preparadas en DDW vy filtradas con utrdilde membrana (tamafio de poro
0,45 um). El pH del eluyente fue ajustado a unrvdé 8,7 mediante el agregado de hidroxido

de amonio (Merck) o acido nitrico (Merck) segunrespondiere.

Para el estudio de interferencias Por*°Cl se utilizaron soluciones stock de cloruro
1000 mg L[}, (Merck, Darmstadt, Alemania) diluidas a 100 my L

Se utiliz6 una columna de intercambio aniénico DiodenPaf AS14 (250 mm x
4 mm i.d.; tamafio de particula 9 um). El materiaipaquetado es un polimero de
divinilbencenol/etilvinilbenceno con enlaces de dlgoionio cuaternario como grupo funcional.
Una columna de las mismas caracteristicas DioneRa6énAG14 con una longitud de 50 mm

fue utilizada como columna de guarda.

6.2. Aparatos
Los estudios de optimizacion y aplicacion de la adelogia para la determinacion

selectiva de As(lll) y las determinaciones de dcxétotal se realizaron acoplando un sistema de

analisis por inyeccion en flujo Perkin ElImer FIASOIRIHS (Sistema de hidruros y mercurio)
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(Connecticut, USA) a un espectrometro de absoraitinmica Perkin Elmer modelo 3110
(Connecticut, USA) equipado con celda de cuarza psomizacion (16 cm x 1 cm i.d.) con un
tubo de salida lateral en forma de “T” (8,5 cm »% @m i.d.), la que fuera calentada
exteriormente con una llama de aire-acetileno. $zdituna lampara de catodo hueco de
arsénico (Photron, Victoria, Australia) como fuerEesistema de hidruros y mercurio FIAS 100
cuenta con una bomba peristéltica de 7 canales,valvala inyectora de cuatro vias y un
separador gas liquido con membrana de separacidnpltdd®NA Polymerase con
GeneAm{5, Perkin Elmer, Connecticut, USA). El sistema cceehpffue administrado a través de
una PC provista de un software de operacién e rirdoidon AA Winlab Perkin Elmer. La
especiacion de arsénico inorganico por SPE-FI-HGAASealiz6 mediante el uso de columnas
empaquetadas con resina de intercambio anioniampladas al sistema de flujo anterior (ver
Figura 4.3).

Las experiencias llevadas a cabo para el anaksesgeciacion de arsénico en muestras de
agua subterranea por HPLC-ICPMS se realizaron coaspectrometro de masas con plasma
inductivamente acoplado Perkin Elmer SCIEX ModeARI® DRC Il (Thornhill, Canad4) con
nebulizador concéntrico (Meinhard Associates, QulddSA), camara de aerosol ciclénica
(Glass Expansion, Inc., West Melbourne, Australjabomba desgasificadora Perkin Elmer
Serie 200, acoplado a un sistema de cromatogigtia& provisto de bomba cuaternaria de alta
presion Perkin Elmer Serie 200, una valvula inyectde seis vias Rheodyne, un “loop” de
muestra de 200 pL, una columna de separaci6n (RjdoaPa€ AS14) y una columna de
guarda (Dionex, lonP&cAG14). La conexidn entre la columna de separagiéh nebulizador

del espectrometro de masas se realizé mediantéborde PEEK.

El muestreador utilizado para la extraccion de rimagsle agua subterranea fue totalmente
construido de Delrify y polipropileno. El disefio provisto de una véalvde cierre en la parte
superior y un orificio de extraccion y/o expulsién la parte inferior permitié disponer de un

volumen de 500 mL de muestra sin que se estabbentacto alguno con el medio circundante.

Las experiencias de separacion de As(lll) y As(V)eatch” necesitaron de un sistema de
alto vacio provisto de una bomba (Pascal, Argenyinan contenedor hermético apropiado para

la operacion a baja presion, de disefio y constinctiome made”.
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6.3. Procedimientos
6.3.1. Determinacion de As total en agua subterraagor FI-HGAAS

El sistema FI utilizado consiste de tuberias pararculacién de los fluidos ensambladas
mediante acoples de volumen muerto, una bombatgl&éoa de 7 canales para propulsion y una
valvula inyectora de cuatro vias. La circulaciorfldelos se realizé a traves de tuberias de PTFE
y de Tygoff para los tramos afectados a la bomba peristafficsistema generador de hidruros
consistié de un dispositivo de union entre la emteé de HCI transportadora de la muestra y la
solucién reductora de NaBHuna zona de reaccion formada por dos conduct®S &B& (primer
conducto: longitud 115 mm; i.d. 0,89 mm; segundodemto: longitud 310 mm; i.d. 0,89 mm),
una valvula de entrada de gas nitrogeno ubicadee esthbos conductos de reaccion, un
separador gas liquido de membrana y un conductoadsporte del hidruro hasta la celda de
atomizacion ubicada en el seno de la llama airélage (ver Figura 6.1 y 6.2). Todos los pasos
involucrados en el funcionamiento del sistema FIAAS se realizan automaticamente con

control operativo desde la PC.

Durante la etapa de prellenado (PL) la muestrasiasa el “loop” de muestreo (volumen
500 pL) durante 15 segundos y se dirige al drerizgée paso de lavado previo se realizé
solamente para la primera medida de cada grupoéplicas con la finalidad de eliminar
remanentes de la muestra anterior. La segunda @tpa primera etapa para todas las demas
réplicas excepto la primera) consiste en el llerdalovolumen del “loop” de muestreo durante
10 segundos. PL y L se realizan estando la valdelanyeccién en la posicion de llenado.
Mientras la muestra en PL y L circula hacia el dfenla solucion de trasporte de HCI 1,2 M
(flujo volumétrico 11 mL mift) y la solucién reductora de NaBHD,2% (flujo volumétrico
5,6 mL min') circulan desde sus respectivos reservorios héziacelda de reaccion.
Inmediatamente finalizado el tiempo de llenadoydbvula gira a la posicion de inyeccion (1) y
permanece alli durante 15 segundos. Durante gste te tiempo el “loop” de muestreo se ubica
en el paso de la corriente transportadora y la traiess arrastrada hasta el punto de
convergencia con la solucion reductora, a particdal comienza la reaccion de generacion del
hidruro. Finalmente, la valvula de inyeccién girxcia la posicién de llenado donde, luego de
2 segundos, la bomba peristaltica se detiene cpropbsito de evitar el consumo innecesario de

muestra y reactivos entre medidas.

El hidruro formado en el conducto de reaccion selaoe al separador gas-liquido donde

la fase gaseosa es arrastrada a la celda de qoarama corriente de nitrégeno que fluye a
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75 mL miri*. La absorcién de la arsina atomizada permite tragisna sefial (altura de pico) de
la que se obtiene la concentracion de As total. Tladbla 6.1 muestra los parametros

instrumentales y operacionales del método descrito.

El tratamiento de la muestra consiste en la preo@dn de una alicuota de 10 mL
mediante el agregado de 2,5 mL de HCI concentradomL de solucién de Kl 5% (m/v) -
CsHsOs 5% (m/v). Las muestras se dejan reposar durantaidbtos a temperatura ambiente y
se completa el volumen a 25 mL con DDW. Las sefddesbsorbancia se interpolan en la curva
de calibrado para As total en concentraciones basaentre 12,5 y 50 pg'L(ver Figura 6.3).
Las muestras cuyas concentraciones exceden elcadebitabajo se diluyen con una solucion de
HCI de modo tal que tales diluciones contengan itama proporcién de acido que la soluciéon

original lo que permite su interpolacion directdaiurva de trabajo.

6.3.2. Determinacion selectiva de As(lll) inorganic en muestras de agua no acidificadas
por FI-HGAAS mediante discriminacion en condicionegle baja acidez.

La aplicacion de la metodologia a muestras de aguacidificadas involucré el mismo
sistema FI-HGAAS y manejo operativo descriptos lespartado anterior para la determinacién
de arsénico total sin mas modificaciones que:d)des una solucion de trasporte de HCI 0,1 M;
ii) reemplazo del primer tramo del conducto de c&at por un conducto de mayor longitud
(480 mm; volumen 500 uL). La curva de calibraciga €onstruida con soluciones estandar de

As(lll) para concentraciones comprendidas entrg 30 pg L.

6.3.3. Ensayos en “batch” para la evaluaciéon de l@sina de intercambio aniénico SAX en
la separacion de As(lll) y As(V).

Las columnas empaquetadas con la resina anionicaleearon en el sistema de vacio.
Los sitios de intercambio se activaron a un maxpuo el pasaje de 1 mL de metanol lavado
luego con 2 mL de DDW. El reservorio de una colurgiase llené con un volumen de 15 mL
de solucién patron de As(lll) 3@y L. La velocidad de flujo ajustada mediante el digpasde
vacio fue 5 mL mitl. La solucién eluida se recogié en un matraz de%M,) al igual que en
las restantes experiencias realizadas en el enkayeerificacion del proceso de elucion de la
especie trivalente se realizé pasando por la meohanna 1 mL de solucion de HCI 1M ¢M
Por una segunda columna (B) se pasaron 15 mL deadlmeion patron de As(V) 30y L™ (My).

Luego, la columna se lavdé con 20 mL de agua ddati{d0 volumenes de lecho; volumen de
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lecho: 0,5 mL) para evaluar la eficiencia de retamdel As(V) ante el lavado que ocasionaria el
pasaje de mayores volimenes de muestr (Mnalmente, se realizaron 2 pasajes de soluciéon
de HCI 1 M consecutivos (§1(Mg) de 1 mL cada uno. En una tercera columna (Cjeeedié a

la separacion de las especies a partir de 15 mundesolucion patron mezcla de As(lll)
12 ug L™ y As(V) 18 g L™ Se puede observar que la recuperacion de Asfillla solucién
eluida (My) fue completa. Las determinaciones analiticas parg M; se realizaron sobre una
curva de calibrado para As(lll), mientras que staale las soluciones fueron medidas como se
describe en 6.3.1, agregando en cada caso el voldenacido adecuado para obtener soluciones

de HCI 1,2 M. Los resultados de las experienciassestran en la Tabla 4.1.

6.3.4. Andlisis de especiacion de As(lll) y As(Vnemuestras sintéticas por SPE-FI-HGAAS

Se prepararon muestras sintéticas en DDW con unaentracion de As(lll)
correspondiente al 10% del arsénico inorganicol tael rango de concentraciones de 1 a
20 pg L* para As(Ill) y 10 a 200 pgtpara As total (el 90% restante corresponde a As(\4)
calibracion para la cuantificacion de As(lll) sevib a cabo con soluciones patron en la forma de
trabajo convencional, es decir, sin utilizacion a@dumna. Luego se removid el capilar de
muestreo y se insertd la columna SAX al inicio a@dihea de analisis del sistema FI-HGAAS
mediante un tubo de Tyg®1§10 cm de longitud; 0,3 cm i.d.) como se detatidaeFigura 4.3. El
reservorio de la columna se cargd con un volumeibOdelL de muestra aproximadamente y se
dio comienzo a la medicion. La Tabla 6.2 muestsaparametros optimizados que se utilizaron
para la determinacion selectiva de As(lll) por SREHGAAS. La determinacion de As total se
realiz6 como se describe en 6.3.1 y el valor d&/A&fe calculado como la diferencia entre el

contenido de arsénico total y As(lll).

6.3.5. Analisis de especiacion de As(lll), As(V) s particulado en muestras de agua
subterranea por SPE FI-HGAAS “off-line”.

Un volumen de 20 mL de muestra fue extraido con jenaga plastica a través del
muestreador. Luego de remover la punta plasticgriaga fue insertada en un dispositivo de
filtracion-separacion tal como se muestra en laf@@.4. El acondicionamiento de la resina con
metanol y DDW se realiz6 previo al montaje del tdentrabajo. Luego, el émbolo de la jeringa
fue presionado cuidadosamente a manera de logrujoncontinuo aproximado de 1-2 gotas
por minuto. Inmediatamente finalizado el procesosdparacion, las botellas con la solucién

eluida, las columnas y los filtros fueron refrigéwa en conservadoras de Telg&bor
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La determinacion de As(lll) se realizé por FI-HGAASr interpolacion de la sefal en una
curva de calibrado construida con soluciones patl®nAs(lll) en concentraciones de 10 a
50 pg L. El As(V) retenido en las columnas fue eluido domL de HCI 1M y el arsénico
particulado colectado en el filtro de membrana, 6aml de HCI 1 M. Para la determinacion

espectrométrica de As(V) y arsénico particulada@ieo el procedimiento descrito en 6.3.1.

6.3.6. Analisis de especiacion de As(lll) y As(Vhemuestras de agua subterranea por SPE-
FI-HGAAS.

La determinacion selectiva de As(lll) por SPE-FIAKS en las muestras de agua
subterraneas se realiz6 utilizando el sistema dplamiento descrito en 6.3.4. y los parametros
operacionales detallados en la Tabla 6.2. Una cwumiiferente fue utilizada para cada
determinacion. Las sefiales de absorbancia (alturpicd® se interpolaron en una curva de
calibrado construida con soluciones patrén de As¢f el rango de 10 a 50 pg LLas muestras
mas salinas se diluyeron 3:5 con agua destiladaa@ida y se midieron nuevamente. El As(V)

fue calculado como la diferencia entre As total medi As(lll).

6.3.7. Analisis de especiacion de arsenicales en astias de agua subterrdnea por
HPLC-ICPMS.

Las condiciones operacionales para las experiertgasspeciacion de arsenicales por
HPLC-ICPMS se muestran en la Tabla 6.3. La moumiémibn de las especies organicas e
inorganicas se llevo a cabo sobre un volumen deu208e muestra diluida en una relacion 1:5
con DDW mediante un programa de elucion en trgsastale 10 minutos cada una. Las fases
moviles utilizadas fueron soluciones de (NEO; 1,5mM, 12mM y 20mM a pH 8,7. El modo
de coleccion de datos fue un monitoreo de ion EnfSIM) para una relacion m/z 75. Los
tiempos de retencién de cada pico fueron compareao$os correspondientes a cada analito.

La separacion cromatogréfica de As(lll) y As(V)rig@nicos se realizo utilizando una fase
movil de carbonato de amonio 20 mM a pH 8,7. Laglmones operacionales se muestran en la
Tabla 6.4. Las curvas de calibrado fueron constgigh un rango de concentraciones entre 0,1-
1,0 pg L* para As(Ill) y 10-100 pg L para As(V). Para el anélisis de especiacién, uanven
de 200 pL de muestra diluida 1:5 fue inyectadolaesr@natografo. La identificacion de ambas

especies se realizé comparando los tiempos deci@becon las soluciones patron.
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AAS

Longitud de onda (nm) 193,7
Ancho de banda espectral (nm) 0,7
Tiempo de lectura (s) 20,0
Flujo de aire (mL mif)

Flujo de acetileno (mL mih

FI-HG

Flujo de solucién de transporte HCI 1,2 M (mL /in 11,0
Flujo de solucion reductora NaBE,2% (m/v) (mL miff) 5,6
Flujo de gas de transporte N (mL mir?) 75
Velocidad de bomba peristaltica (rpm) 100
Longitud de conducto de reaccién tramo | (mm) 115
Longitud de conducto de reaccion tramo |l mjm 310
Volumen de muestra V18] 500
Tiempo de prellenado (s) 15
Tiempo de llenado (s) 10
Tiempo de inyeccién (s) 15

Tabla 6.1. Parametros instrumentales y operacisnadados para la determinacion de As total por
FI-HGAAS.
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AAS

Longitud de onda (nm) 193,7
Ancho de banda espectral (nm) 0,7
Tiempo de lectura (s) 20,0
Flujo de aire (mL mif)

Flujo de acetileno (mL mih

SPE-FI-HG

Flujo de solucién de transporte HCI 3,5 M (mL /in 11,5
Flujo de solucién reductora NaB#,35% (m/v)  (mL mif) 59
Flujo de gas de transporte N (mL mir?) 75
Velocidad de bomba peristaltica (rpm) 110
Longitud de conducto de reaccién tramo | mjm 115
Longitud de conducto de reaccion tramo |l dmm 310
Volumen de muestra V18] 500
Tiempo de prellenado (s) 35
Tiempo de llenado (s) 10
Tiempo de inyeccién (s) 15

Tabla 6.2. Pardmetros instrumentales y operacisnagados para la determinacion de As(lll) por
SPE-FI-HGAAS
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HPLC
Separacion cromatografica de AsB, As(lll), DMA, MVAASA y As(V)
Flujo de fase movil (NHLCO; (mL min™)
1° etapa (NHCO; 1,5 mM (min)
2° etapa (NHCO; 12 mM (min)
3° etapa (NHCO; 20 mM (min)
Modo de elucién Isocratica
Tiempo de acondicionamiento (min)
Tiempo de lectura (min)
Volumen de muestra pe)
HPLC
Separacion cromatografica de As(lll) y As(V)
Flujo de fase movil (Ng,CO; 20 mM (mL mirt)
Modo de elucién Isocratica
Tiempo de acondicionamiento (min)
Tiempo de lectura (min)
Volumen de muestra V18]
ICPMS
Potencia RF (W)
Flujo de gas de plasma (L rifin
Flujo de gas auxiliar (L mih
Flujo de gas de nebulizador (L i)n
Conos muestreadorskimmer Pt
Lente de iones V)
Modo de coleccion de datos Monitoreo simplé’ées
Dwell time (ms)

15
10
10

10

10

30
200

15

10

200

1400

15

1,08

1,15

7,2

250

Tabla 6.3. Parametros operacionales usados pdeddaninacion de especies arsenicales HPLC-ICPMS.
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HPLC

Flujo de fase movil (Ng,CO; 20 mM (mL mir) 1,5
Modo de elucion Isocratica

Tiempo de acondicionamiento (min) 10
Tiempo de lectura (min) 8
Volumen de muestra V18] 200
ICPMS

Potencia RF (W) 1400
Flujo de gas de plasma (L rifn 15
Flujo de gas auxiliar (L mih 1,08
Flujo de gas de nebulizador (L rid)n 1,15
Conos muestreadorskimmer Pt

Lente de iones V) 7,2
Modo de coleccion de datos Monitoreo simpléées

Dwell time (ms) 250

Tabla 6.4. Parametros operacionales usados patetéaminacion de As(lll) y As(V) inorganicos por
HPLC-ICPMS.
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Performance
As(lIl)
Curva de calibrado
Ambito de trabajo (ugt) 0,07 - 1,00
Coeficiente de correlacion 0,9986
Limite de deteccidh(ug LY 0,02
Limite de cuantificacidh(ug LY 0,07
Precision (RSD, n = 3) (%) <5
As(V)
Curva de calibrado
Ambito de trabajo (ug L) 0,33 -100
Coeficiente de correlacion 0,9959
Limite de deteccidh(ug LY 0,10
Limite de cuantificacidh(ug L% 0,33
Precision (RSD, n = 3) (%) <4

ab calculado sobre la base de 3 y 10 veces la désniaestandar de 10 medidas de blancos de reactivo
independientes, respectivamente.

Tabla 6.5. Figuras de mérito para la determinad@&As(lIl) y As(V) inorganicos por HPLC-ICPMS.
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Entrada

/ de muestra
7 ,’

A la celda
de cuarzo

Separador
gas-liquido

Gas de
transporte

Solucion

de HC1

de mezcla
Drenaje

Solucion
de NaBH,

Figura 6.1. Esquema del sistema de inyeccion gmdln generacion de hidruros utilizado.

Posicion de myeceion

Posicion de llenado ?’W,@

Solucion Solucion
de HC1 de HC1 Muestra transportada
- ~a -

Drenaje

Figura 6.2. Operaciones del sistema de inyeccidtugn
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Figura 6.3. Curva de calibrado para la determimasglectiva de As(lll) por FI-HGAAS en condiciones

de baja acidez.
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Figura 6.4. Curva de calibrado para la determimas@ectiva de As(lll) por SPE-FI-HGAAS.
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Figura 6.5. Curva de calibrado para la determimad&®As total por FI-HGAAS.
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Capitulo 7

Conclusiones

El analisis de las diferentes estrategias paradaepvacion de las especies de arsénico
inorganicas a nivel de vestigios en muestras asuaisardadas en la literatura y discutidas en el
Capitulo 2, permiti6 evidenciar la carencia de m@&sodstandarizados como asi también las
multiples controversias generadas en torno a krdahversion de las especies rédox ante la
adicion de conservantes. La modalidad de presénvaioptada en este trabajo, consistente en
la sola refrigeracion a temperatura de 4-5 °C pasamuestras destinadas al andlisis de
especiacion a corto plazo (menor a 72 horas) yorgelamiento a -18 °C para las muestras
destinadas a experiencias de especiacion a megiano (menor a 2 meses), permitié detener
los procesos de oxidacion manteniendo inalteradbstabucion original de las especies. Cabe
mencionar que el uso del muestreador especialnmmistruido para la extraccion de agua
subterranea con propdsitos de especiacion metddosaribuyd a disminuir la posibilidad de
oxigenacion de las muestras. Los resultados obtemiduartir de las experiencias de separacion
inmediata de As(lll) y As(V) inorganicos en campme(liante el empleo de resinas de
intercambio anidnico fuerte SAX) permitieron conclgue dicha practica implica tareas de
muestreo significativamente mas laboriosas comparadn la coleccién de muestras destinadas
a separacion/deteccion en laboratorio. Ademas,pioaaion no mostro resultados aceptables

para muestras con elevado contenido de competidarésicos interferentes.

Los estudios detallados en el Capitulo 3 desaorila necesidad de una cuidadosa
optimizacion de los parametros operacionales dernsés FI-HGAAS para la determinacion de
As(lll) inorganico en muestras de agua no acidifisa mediante discriminacion por pH
selectivo, usando soluciones de transporte de &tlidido. EI uso de condiciones de baja acidez
fue evaluado a los fines de minimizar la intercosvm rédox de los arsenicalés formacion
de picos dobles observada bajo condiciones no atitas se atribuyd a la disminucién en la
eficiencia de generacion de arsina causada pametato de pH en la zona central del badéo
muestra, a la vez que la posibilidad de un prodesatomizacion ineficiente por defecto de gas
hidrégeno en el atomizador, planteada como una sgegatiernativa, fue experimentalmente
descartada. El uso de un conducto de reaccion angs tesulté ser la mejor estrategia para

optimizar las sefales. Las experiencias fuerorudeasutilidad para explicar el comportamiento
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de sistemas FI-HGAAS bajo condiciones de baja aciemétodo optimizado fue aplicado al

analisis de especiacion de arsénico inorganicgeasanaturales.

La incorporacion de SPE por intercambio anidnicta dinea del sistema FI-HGAAS
presentada en el Capitulo 4, permitié desarrolfed metodologia confiable, sensible, rapida,
simple y de bajo costo para la determinacion dirgciselectiva de la especie arsenical méas
toxica, el As(lll), en muestras de aguas naturdésnétodo optimizado, aplicable al analisis de
especiacion a nivel de vestigios en laboratoriosrudma, mostré una alta eficiencia en la
retencion de las interferencias de As(V) y valatesrecuperacion para As(lll) del 100% para
muestras sin pretratamiento. El nivel de deteceaiéanzado, menor al pg*L posiciona a la
metodologia SPE-FI-HGAAS desarrollada en una ertelsituacion de competencia ante las

exigencias actuales de la normativa nacional enatgonal.

Los resultados del analisis de especiacion de IA(IAs(V) inorganicos en muestras de
agua subterranea utilizando las metodologias ddsalas en el trabajo fueron detallados en el
Capitulo 5. La presencia de competidores anionitesferentes en el proceso de SPE, derivo en
la adopcion de la dilucion de las muestras con megntenido de concomitantes. No obstante,
la estrategia adoptada permiti6 mantener bajodesvee deteccidn. Las muestras analizadas
presentaron concentraciones de As(lll) inferioréssdimite de deteccion alcanzados en ambos
métodos, por lo que el arsénico inorganico pentaneal mostré ser la especie ampliamente
predominante. Los valores de As(lll) no detectalbiesliante la aplicacion de FI-HGAAS en
condiciones de baja acidez y SPE-FI-HGAAS fueroantificados mediante una combinacion
de cromatografia anionica e ICPMS. Ademas de laomagnsibilidad y los bajos limites de
deteccion aportados por HPLC-ICPMS, su aplicaci@mitio verificar la ausencia de

arsenicales organicos en las muestras de estudio.

Finalmente, los estudios desarrollados en el preséatbajo permitieron establecer
metodologias analiticas basadas en sistemas FI-HBGZo atomizador de tubo de cuarzo con
una adecuada performance en términos de exacpadjsion, recuperacion y limites de
deteccién para la determinacion rutinaria de acgétotal y sus especies inorganicas en aguas
naturales. La relacién costo/performance entredissntas técnicas constituye, sin dudas, un
aspecto importante a evaluar en funcion de lassidaes y posibilidades de cada laboratorio.
La implementacion de estrategias de muestreo y duletgias analiticas desarrolladas en el
presente trabajo contribuiran a ampliar la inforid@cexistente sobre la distribucién de las
especies de arsénico en la regiones del mundceadéecpor esta problematica, para lo cual la
elaboracion de materiales de referencia certificgdwa especies metalicas en matrices acuosas

constituye un topico de suma importancia.
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