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Contribuciones y Conclusiones: Las modificaciones al método oficial consisten en utilizar borohidruro
de sodio en la etapa de generacion de arsina (mejor cinética de reaccién), en incluir una etapa de
preconcentracion y en emplear el método da estandar intermo. Se ha propuesto un esquema de
preconcentracién basado en induccién de separacion de fases por adicion de agua. Se modifico la
composicién de [a solucidn absorbedora para que, después de adicién de agua, se obtenga un micro
volumen de fase organica apolar donde se preconcentre el complejo del analito y el estandar interno. La
oomposlcaén final de fa disolucién absorbedora { 1 mbL) resultd ser: dietil ditiocarbamato de plata (0.03
mg.mL" ) en la mezcla de dimetilformamida : cloroformo : dietanolaming 18:16:1 con bromuro de
hexadeciltrimetil amonio al 0.02 % y con adicidn de 30 uL de estAndar interno al 0.1%. El estdndar
intemo mas adecuado resultd ser la Erioglaucina A, se establecio su concentracidn para que su
absorbancia en A = 623 nm sea 2.5 veces més alta que la absorbancia del complejo de arsénico en A =
525 nm (el mas alto estandar de calibracion). Se evaluaron las caracteristicas analiticas del
prooedum:ento propuesto obteniendose mejores parametros analiticos respecto al método oficial (LD 0.3
ug L' y 50 pgL" respectivamente). Se lievd a cabo la validecion del procednmnento utilizando el
material de referencia (SRM 1643d, NIST). EI resultado obtenido 54.7 + 2.3 pg.L”! concuerda con el
valor certificado por NIST 56.02 + 0.73 ugl” , lo que demuestra la validez del procedimiento

desarroltado.
Ase 1m Asesores Externos:
SOr : ‘res em’w
K irer

Dr. Armando a Lu Dr. Kazimierz Wrdbal Zasada

Dra. Katarzyna %ébel M

Vi



TABLA DE CONTENIDO
Capitulo Pagina
Introduccién 1

1.1 Distribucién y principales fuentes de
arsénico en el medio ambiente 2

1.2 Retencién de arsénico en el organismo
del hombre, su metabolismo y toxicidad 4

1.3 Resumen de las Nomas oficiales,
que establecen los niveles maximos
permisibles de arsénico en el medio
ambiente 6

1.4 Métodos analiticos de determinacion
de arsénico de interés medio ambiental 7

1.4.1 Determinacion de arsénico por
métodos electroanaliticos 8

1.4.2 Determinacion de arsénico por
métodos espectrales 11

1.5 Método espectrofotométrico de deter-
minacion de arsénico con dietil ditio-
carbamato 18

1.6 Empleo del método de estandar
interno en espectrofotometria 20

1.7 Fiabilidad de los resultados analiticos
y validacién de un método 23

1.7.1 Caracteristicas analiticas 24

v



1.7.2 Validacion del método: exactitud
de los resultados analiticos
2. Objetivo
2.1 Objetivo General

2.2 Objetivos especificos

3. Parte experimental
3.1 Aparatos y equipo
3.2 Reactivos y disoluciones
3.3 Metodologia y Resultados
3.3.1 Generacién de arsina

3.3.2 Transporte de arsina hasta
la solucion absorbedora

3.3.3 Composicion de la solucién
Absorbedora

3.3.4 Seleccion del estandar interno
3.3.5 Etapa de preconcentracién
3.3.5.1 Evaporacion del disoivente
3.3.5.2 Separacién de las fases
inducida por adicién de

agua

3.3.6 Especiacion de As (V)/ As (Ill)

1B ¢

26

28
28

28

30
30
31
32

35

38
38
43

43

45

49



3.3.7 Parametros analiticos y validacion
del procedimiento propuesto

4, Conclusiones

Referencias bibliograficas

58
61



LISTA DE FIGURAS

Figura
1. Esquema del método oficial NOM-AA-46-1981
2. Ruta critica del procedimiento a desarrollar

3. Efecto del pH (tampén de citratos) en la
generacion de arsina en las soluciones de
As(lll) y As (V)

4, Efecto del volumen de borohidruro de sodio
al 2% en la seftal analitica

5. Efecto de la concentracion y el caudal de la
solucion de borohidrure de sodio

©. Estructuras moleculares de dos compuestos
considerados como posibles estandares
internos

7. Efecto de concentracion de CTAB en la
extraccion de erioglaucina A

8. Espectros de absorcion de Erioglaucina Ay
el complejo (DEDTC); As en CHCl,

9. Espectros de absorcion de (DEDTC); As ¥
de 2,3 naftalocianina en CHCl;

10. Esquema de preconcentracion basado en

induccién de separacion de fases por adicion
de agua

Y1

Pagina

32

33

35

36

37

40

41

42

43

45



11. Efecto de volumen de agua en el rendimiento
de extraccion de (DEDTC); As yde El.

12. Efecto de la concentracién del acido tioglico-
lico en la sefial analitica

13. Espectros de absorcién de(DEDTC), As y de
El obtenidos en las soluciones estandar
de As,0; y DMAs

14. Espectros de absorcion registrados en las
solucicnes de calibracion para As {otal

n

48

50

52

55



LISTA DE TABLAS

Tabla Pagina

1. Resumen de los métodos electroanaliticos
mas sensibles para la determinacién de
arsénico total 10

2. Determinacién de Arsénico por espectro
fotometria UV/Vis en disolucion 16

3. Resumen de procedimientos de separacion/
preconcentracion de especies de arsénico
para su posterior determinaciéon utilizando
generacion de hidruros 17

4. Constantes dieléctricas de disolventes utiliza-
dos en la etapa de preconcentracion 46

5. La composicién de las disoluciones y los
resultados de recuperacién de Arsénico
inargénico total 54

6. Caracteristicas analiticas del procedimiento
propuesto sin y con empleo de El 56

Y



CG
CLAR

DDTC-Ag

DEA

(DEDTC); As

DER
DMAs
DMF
DPASV
DPCSV
DPP
DS

El

GH

LC

LD
MMAs
NOM
SAM
SWCSsV
UVNis

NOMENCLATURA

Cromatografia de gases

Cromatografia liquida de alta resolucion

Dietil ditiocarbamato de plata

Dietanolamina

Dietilditiocarbamato de Arsénico

Desviacion estandar relativa

Acido dimetilarsinico

Dimetilformamida

Voltametria diferencial de pulsas con redisolucion anddica
Voltametria diferencial de pulsos con redisolucion catodica
Polarografia diferencial de pulsos
Desviacion estandar

Estandar interno

Generador de hidruros

Limite de cuantificacién

Limite de deteccion

Acido monometilarsénico

Norma Oficial mexicana

S-adenosil-metionina

Voltametria de onda cuadrada con redisolucion catodica
Ultra violeta/ Visible

¥iv



CAPITULO 1
INTRODUCCION

Un elemento conocido desde la antigiiedad como veneno es el
arsénico. En cuanto a su distribucién en la naturaleza, esta presente
en la atmésfera, ambiente acuatico, en suelos y en organismos vivos.
La presencia de arsénico en el medio ambiente esta relacionada con
su contenido naturai en la corteza terrestre (entre los elementos, el As
ocupa el vigésimo lugar (1)) y con las actividades antropogénicas. Asi
que el nivel de este elemento en diferentes materiales medio
ambientales va a depender de la regidn geografica y dei factor
antropogénico en dicha region.

Recientemente se ha detectado el problema de contaminaciéon
del medio ambiente con arsénico en el norte de México. En ia region
Lagunera (Coahuila - Durango) existen pequeias poblaciones donde
el agua estad contaminada por arsénico, solamente mencionaremos
algunas de ellas: Santa Ana, Cuauhtémoc y Lagos del municipio de
San Pedro, Coah.; Finisterre y el Cantabro de Francisco |. Madero;
Horizonte y San Julio de Tlahualilo, Durango (2). El verdadero origen
de la fuente de contaminacidn no se ha determinado pero existen
diversos factores que se han considerado como participantes en la
contaminacion:

o Hasta la década de los 40 se utilizaron en forma intensa plaguicidas
a base en arsénico.

e Una planta metalirgica que desde hace aproximadamente 50 afios
se encuentra laborando despide polvos y humos que contienen
arsénico.



o La presencia natural de minerales que contienen arsénico.

e La presencia de pozos profundos de donde se extrae el agua y en
los cuales se ha detectado el elemento a diferentes niveles.

En las poblaciones de los municipios antes mencionados se
han presentado problemas de salud tales como pigmentacién en la
dentadura (pardo obscura), enfermedad de Wo Chao Ping o del pie
negro, maculas, papulas, placas, ulceras, melanoma y carcinoma.

Por lo anterior es evidente controlar los niveles del arsénico en
el medio ambiente con el fin de prevenir las posibles intoxicaciones de
los seres vivos. Este tipo de control es el punto clave en toda una
gama de acciones enfocadas hacia la proteccion del medio ambiente.
Es decir, en primer lugar es necesario determinar el nivel del
contaminante en diferentes muestras/regiones para poder dictaminar
cuales de estas muestras cumplen y cuales no con las normas
respectivas. De esta etapa dependen todas las decisiones sobre
posibles procedimientos de tratamiento de aguas, suelos y plantas
para su remediacion.

1.1. Distribucion y principales fuentes de arsénico en el medio
ambiente.

En cuanto a la distribucién del arsénico en la corteza terrestre,
sus compuestos nativos mas importantes son los sulfuros, arsenopirita
(FeAsS), rejalgar (As;Ss) y oropimente (As,S.). El arsénico esta
presente junto con los minerales de cobre, plata, zinc, oro, efc. (3)



Ademas de los compuestos inorganicos de arsénico, en el
medio ambiente se encuentran algunos compuestos organicos, cOmo
productos de metilacién que se llevan a cabo en los organismos vivos
(hongos, bacterias, plantas) (4). Entre las especies organicas hay que
mencionar las siguientes:

- acido monometilarsénico (MMAS) CH;3AsO(0H)

- acido dimetilarsinico (DMAs) (CH3)2AsO(OH)
- arsenobetaina (CH3)3:As"CH,COOH
= arsenocolina (CHa)3As™*(CH,),OH

Es de destacar la presencia del arsénico en organismos
acuaticos (algas, moluscos y peces) donde los niveles de arsénico son
significativamente mas altos que en el agua. Como ejemplo, la
concentracion tipica de este elemento en agua del mar es
aproximadamente 2 ug-L"' (en aguas dulces 0.4 - 80 ug'L") (5),
mientras que los niveles encontrados en diferentes pescados varian
entre 0.31 hasta 340 mg-kg™ (6). La especie mas abundante en los
organismos acuaticos es arsenobetaina, aunque en algas se ha
demostrado la presencia de arsénico en compuestos derivados de
azucares (7). La presencia de las especies del arsénico en los
organismos acudticos se debe principalmente a acumulacion de
dichos compuestos, que fueron sintetizados de arsénico inorganico en
bajos niveles de la cadena trofica. Esta afirmacion se basa en el
hecho de que los organismos en los mas altos niveles de la cadena
tréfica (peces, moluscos) no disponen de rutas de sintesis de
arsenobetaina y de compuestos de arsénico con lipidos.

Una fuente importante de arsénico en el medio ambiente son
las actividades antropogénicas, como es el caso de la industria del
vidrio, fabricacion de pinturas, de anilinas, de ciertos productos
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farmacéuticos, de papel, textiles, imprenta, etc. Ademas, el arsénico
es componente de algunos insecticidas y herbicidas. Recientemente
se ha estimado que, en la emisidn de compuestos de arsénico a la
atmésfera, la relacion de arsénico de origen natural y antropogénico es
de 60:40 (8)

1.2. Retencién de arsénico en el organismo del hombre, su
metabolismo y toxicidad.

Las vias de entrada del arsénico al organismo humano pueden
ser: oral, respiratoria y cutanea. La mayor fuente de arsénico para el
hombre la constituyen: el agua contaminada, los vegetales y mariscos.
Independientemente de la cantidad ingerida, la retencion del arsénico
en el cuerpo depende de su biodisponibilidad, es decir de las formas
fisicoquimicas en las cuales esta presente en alimentos, agua y aire.
En general puede resumirse, que los compuestos de As(llil) son
aproximadamente 60 veces mas toxicos que los de As(V) y que los
compuestos inorganicos son cerca de 100 veces mas téxicos que los
organicos (9). Pentrose establece el siguiente orden creciente de la
toxicidad de diferentes especies de arsénico: As(0) < RAs" <
R,ASO(OH)3, (n=1,2) < As;05 (As(V)) < (RAsO), < As,03 (As(lll) <
R3As (R = H, Me, Cl) (5)

Una vez adsorbidos en el organismo, las especies arsenicales
son transportadas en la sangre y se distribuyen en todo el organismo
habiendo una concentracién inicial mayor en pulmones y rifiones,
para posteriormente concentrarse en higado.

El metabolismo del arsénico inorganico consiste en procesos de
metilacién. Esta metilacién se lleva a cabo por via enzimatica con
participacion de metilotransferasas. El donador del grupo metilico para
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estas reacciones es S-adenosil-metionina (SAM). Los productos de
metilacién del arsénico son agentes mutagénicos menos potentes que
el arsénico inorganico. Se ha estudiado el efecto genotoxico de
diferentes especies de As en células L5178Y y se observé que el
mismo efecto puede ser provocado por:

1-2 ng/mL arsenito de sodio
10-14 pg/mL arsenato de sodio
2500-5000 ug/mL MMAs

10000 pg/mL DMAs

Estos resultados demuestran claramente, que la metilacion de
los compuestos inorganicos del arsénico es un proceso natural de
destoxificacion (10).

La principal ruta de eliminacion del arsénico del cuerpo es por la
orina, donde [a mayor parte de elemento esta en forma de compuestos
metilados (MMAs y DMAs) y solo aproximadamente 20% del arsénico
total esta en forma inorganica (11).

Hay que destacar, que durante los procesos de destoxificacion
del arsénico en el organismo, disminuye el nivel de S-adenosil-
metionina, que es también cofactor para ADN-metiltransferasas
responsables por la metilacion de ADN (12). Asi que el arsénico,
compitiendo con el ADN por la donacién del grupo metilico, provoca
hipometilacion de ADN. Por otro lado la hipometilacién de ADN fue
observada en células después de la transformaciéon maligna. La
anormal metilacion de ADN facilita la expresion de los genes
conduciendo a la transformaciéon de la célula, lo que sugiere un
posible mecanismo de carcinogénesis provocado por el arsénico.



Ofros posibles mecanismos de toxicidad del arsénico estan
relacionados con una significante afinidad de As(lll) (tanto organico
como inorganico) con los grupos sulfhidrilo de las proteinas
interfiriendo en su actividad e inhibiendo las enzimas esenciales para
el metabolismo celular. Entre las enzimas posiblemente afectadas en
la presencia del arsénico se pueden mencionar diferentes tipos de
oxidasas, transferasas y ureasas (9).

La exposicion a largo plazo a los compuestos del arsénico
puede causar una toxicidad cronica, que se manifiesta en el sindrome
de pie negro, que puede conducir a cancer de piel, enfermedades
cardiovasculares, enfermedades del sistema nervioso y vascular
periférico, etc. Los mayores incidentes que han ocurrido en las
regiones donde el agua potable fue contaminada con arsénico fueron
en Taiwan (13), Chile (14), Argentina (15).

1.3. Resumen de las Normas Oficiales, que establecen los
niveles maximos permisibles de arsénico en el medio
ambiente.

Hoy en dia existe una serie de normatividades, tanto a nivel
regional, como nacional e internacional, que establecen niveles
maximos permisibles del arsénico en diferentes muestras ambientales
como son: agua potable, aguas residuales, agua de rio, agua de
embalses, agua de mar, aire, suelos, plantas, etc. Es importante
mencionar que todas estas normas consideran el arsénico total.
Aungue no hay duda, que la biodisponibilidad y toxicidad del elemento
dependen de su especiacion, en la actualidad no existen herramientas
analiticas adecuadas para poder llevar a cabo un rutinario control de
contaminacién del medio ambiente con las especies del arsénico.
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En cuanto a agua potable, el servicio de Salud Publica de
Estados Unidos de América (16) recomendé como aceptable una
concentracion de arsénico de 10 ug/l. y un nivel maximo pemisible de
50 ug/L. La Comision de la Comunidad Europea (17) establece la
norma de 10 pg/L, el Comité de Estdndares de Agua potable de
Canadéd (18) acepta los mismos niveles que Estados Unidos, en
México el limite maximo pemisible segun la normatividad vigente es
de 50 ug/L (19). La Noma Mexicana establece también los niveles
maximos permisibles de arsénico en agua dependiendo de su uso:
100 ug/L para riego agricola; 200 pug/L para proteccion de la vida
acuatica en agua dulce y 40 ug/l. para la vida acuatica en agua
salada. En agua para suelos destinados a la agricultura el limite
maximo permisible es de 200 pg/L y en humedales naturales de 100
pg/L (20).

1.4. Métodos analiticos de determinacion de arsénico en
materiales de interés medio ambiental.

Como se puede observar en los datos presentados en el punto
anterior, el nivel maximo pemisible de As en diferentes tipos de
muestras medio ambientales es del orden de partes por billon. Asi
que, para tener un control fiable del medio ambiente se requieren
herramientas analiticas sensibles y fiables, que permitan determinar
arsénico a estos bajos niveles.

Se realizé la basqueda bibliografica de los métodos analiticos
utilizados actualmente para el analisis de arsénico clasificandolos en
dos grupos: (1) métodos electroanaliticos y (2) meétodos espectrales.



A continuacién se resumen los resultados de la bulsqueda
bibliogréafica en los dos grupos de métodos mencionados.

1.4.1. Determinacién de arsénico por métodos electroanaliticos.

Entre las dificultades que presenta este tipo de andlisis las mas
importantes son las siguientes:

1. Solamente el As(lll) es electroactivo.

2. Los métodos directos (sin procedimientos de preconcentracion)
presentan poca sensibilidad respecto a los niveles nomales del
elemento en muestras ambientales.

3. Dependiendo del tipo de muestra existen varios problemas de
interferencias (otros iones metalicos, como Cu, Cd, Zn; generacion
de Cl;, H; en la superficie del electrodo, etc.).

Los problemas antes mencionados fueron estudiados por varios
autores y se han propuesto diferentes procedimientos analiticos que
permiten una determinacion fiable del elemento en muestras reales.

En primer lugar, para poder determinar el arsénico total se llevo
a cabo una etapa de reduccidon As(V) — As(lll) utilizando como
posibles agentes reductores cCisteina o sulfito de sodio entre otros.
Después de la etapa de reduccion, el As(lll) fue determinado por
voltametria de redisolucién catédica utilizando electrodo de gota de
mercurio colgante (21). Por otro lado, el As(V) puede convertirse en
forma electroactiva via su complejacién con pirogalol o catecol (22).
Como técnica analitica se utilizd voltametria anddica o de adsorcién
con etapa de depositacién del analito en el electrodo seguido por la
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etapa de redisolucion (stripping). Una desventaja de este
procedimiento son los efectos de memoria observados en electrodos
de platino o de plata.

Una mejor sensibilidad en la determinacion de arsénico puede
lograrse utilizando técnicas de tipo stripping, en las cuales el analito
estd depositado sobre la superficie del electrodo en un tiempo
controlado y posteriormente, para obtener la sefial analitica, redisuelto
electroquimicamente (23).

Para eliminar interferencias de matriz se han propuesto
diferentes procedimientos de mineralizacién, principalmente por via
himeda, en sistemas cerrados y con ayuda de la radiacion en la
region de microondas (24). Varios autores utilizaron un procedimiento
de reduccidn y destilacion en linea: en primer lugar se llevé a cabo la
reduccion de As(V) — As(lil) y luego, en presencia del acido
clorhidrico, se forma AsCl; volatil, el cual puede ser destilado y
posteriormente cuantificado por voltametria de redisolucidén catédica.
Otra alternativa es la formacion de compuestos intermetalicos en la
superficie del electrodo de gota de mercurio colgante (CusAs, As;Se;,
atc.) (25).

En la Tabla 1 se presentan algunos ejernplos de los métodos
electroanaliticos mas sensibles para la determinacién del arsénico.

En resumen podemos decir, que las técnicas electroanaliticas
no son apiopiadas para controlar el nivel del As en muesfras
ambientales, debido a laboriosos procedimientos y limitada
sensibilidad (sin emplear las técnicas de stripping). Estas técnicas
electroanaliticas tienen sin embargo muchas aplicaciones en el
analisis de efluentes industriales, donde hay concentraciones mas
altas del arsénico.



Tabla 1
Resumen de los métodos electroanaliticos més sensibles para
determinacion de Arsénico total.

Técnica | Medio Mecanismo de reacci6n LD, pg-t” | DER, % | Ref.
DPP HCI As™ + 3e - As® 0.3 6.4 26
DPASV |HCI Depositacién 0.02 100 | 27
(Au) HCIO, As* + 3e 5 As® (20 min.)
Stripping
As?— As* + 3e
DPCSV |Cu*™ Stripping 0.2 2.9 28
HCl | CusAs+3H"+3e+3Hg—AsH, +3Cu(Hg) (1 min.)
DPCSV |Cu*® Depositacion 1 6.4 29
HCl | 2As*+3Cu(Hg)+8e—>CusAs,+3Hg (2 min.)
Stripping
CuAs,+12H"+12e+ 3Hg— 2AsH, + 3Cu(Hg) + 3H,
DPCSV [Se* Depositacién 2 8.3 30
H:SO, | 2As* + 3Se(Hg) + 6e —» SezAs, + 3Hg (1.5min.)
Stripping
SesAs, + 12H + 12e - 2AsH; + 3H,Se
SWCSV (Cu® Depositacion 0.2 8.0 31
HCl  |[As®+ 3CuCl?* +3e - CusAs + 9Cr {1 min)
Stripping 0.005
CusAs + 3H* + 3@ +Hg — AsH; + Cu(Hg) {10 min.)
DPP — polarografia diferencial de pulsos

DPASY - voltametria diferencial de pulsos con redisolucién anédica
DPCSV - voltametria diferencial de pulsos con redisoluciéon

catddica
SWCSV - voltametria de onda cuadrada con redisolucién catodica
LD - Limite de Deteccién
DER - Desviacién Estandar Relativa
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Por otro lado, debido a las diferencias en electroactividad de especies
de arsénico, las técnicas electroanaliticas son muy apropiadas para
los estudios de especiacion del As(V)Y/As(Ill).

1.4.2. Determinacion de arsénico por métodos espectrales.

Las técnicas de espectrometria atémica son una excelente
herramienta analitica para la determinacion de los elementos traza en
muestras medio ambientales. Sin embargo, debido a la alta volatilidad
del arsénico y a que su mas sensible linea espectral esta en {a regién
de UV (193.7 nm), existe una serie de problemas tanto instrumentales
como experimentales que limitan {a sensibilidad de la determinacion
en el procedimiento convencional de introduccién de la muestra (en
forma de una solucion) {32). En cuanto a técnicas de espectrometria
de absorcién atdmica, se requiere el uso de lamparas de descarga sin
electrodos como fuente de energia. Ademas, para eliminar posibles
interferencias de matriz, es necesario contar con el sistema Zeeman,
ya que la correcciéon del fondo con lampara de deuterio no funciona
eficazmente en la regiéon por debajo de 200 nm (33, 34). En la
atomizacion en horno de grafito se estudié el efecto de diferentes
superficies de atomizacion (35) y diferentes modificadores de matriz
como sales de paladio, lantano, magnesio, plata o Circonio, pero no se
logré el limite de deteccién mejor que 1 pg-L™ (35, 36).

La gran mayoria de Ilos métodos especirales para
determinacion de arsénico se basa en la formacion de arsina AsH;
(AHZ = 15.9 kcal/mol, Ty =-116.9°C, T, = -62.5°C). La generacién de
arsina de una disolucién de arsénico puede llevarse a cabo utilizando
diferentes agentes reductores (37). En los primeros trabajos, la
generacién se llevd a cabo utilizando zinc y acido clorhidrico,
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adicionando estos en una solucion de arsénico tal como se muestra en
las reacciones siguientes:

Zn+ 2H' > Zn®** + 2H*
3H* + As(lll) > AsH;

Actualmente el reactivo mas utilizado para generar los hidruros
es el borohidruro de sodio (NaBH,) en presencia de acido clorhidrico,
donde la reduccidn se efectiia de acuerdo a la reaccion:

NaBH, + 3H,0 + HCl —» H;BO; + NaCl +8H*
8H* + As* > AsH, + exceso de H,

Entre las ventajas que presenta NaBH4 con respecto a zinc hay
que mencionar: un buen rendimiento de formacién de hidruro y una
buena cinética de reaccion. Por otro lado existen algunas desventajas
de este sistema: el borohidruro de sodio es una fuente potencial de
contaminacion, el reactivo es caro, de forma inestable en solucion (es
necesario usar soluciones recién preparadas) y un producto lateral de
la reaccion es el exceso de hidrégeno. Para asegurar el pH acido en la
reaccion, mas frecuentemente se utiliza el acido clorhidrico, pero
dependiendo de la matriz quimica y del disefio de sistema de
generacion de hidruros, se pueden empiear otros 4cidos inorganicos
(H.SO,s y HNO3) y organicos (acético, citrico, etc.) (38). La reaccion de
generacion de arsina con diferentes agentes reductores es selectiva
para un estado de oxidacion de arsénico (As(ll1)), ya que la cinética de
generacién desde la solucion de As(V) es mucho mas lenta. Esto
proporciona una ventaja, cuando se pretenden realizar los estudios de
especiacién. Sin embargo, para el analisis total, es necesario llevar a
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cabo una etapa de pre-reduccidn del analito para obtener una forma
de oxidacién, propia para la reaccién de generacién. Para elio, en
trabajos mas recientes se emplean como agentes reductores ya sea
yoduro de potasio sin 0 en presencia de acido ascérbico (38), yoduro
de potasio con adicién de zinc y cloruro de estafo (ll) (39) o L-cisteina
(40,41,42). La generacién de arsina con el borchidruro de sodio
depende fuertemente del pH y, en condiciones dadas, la selectividad
de la reaccién estad relacionada con los valores de constantes de
disociacion de acidos de As(lil) y As(V). Asi que, se pueden
seleccionar las condiciones adecuadas para generar arsina
selectivamente de As(lll) o no-selectivamente, es decir de arsénico
presente en dos estados de oxidacion (43).

Recientemente se han publicado varios trabajos, donde el
hidruro volatii se genera por via electroquimica (44,4546). La
reaccion electroquimica producida en el anodo, es |la oxidacion del
oxigeno del agua y formacién de iones hidrégeno como se muestra a
continuacién:

H,0-2e — 2H"+ % O,T

En el catodo se produce la reduccién de H* formandose el
hidrégeno in statu nascendi, asi mismo se reduce el As(V) a As(lll) y
se forma arsina segun las siguientes ecuaciones:

H"+ 1e - H*
As™ + 2¢ —» As™
As® + 6H* - AsH; T + 3H*
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Este procedimiento tiene importantes ventajas comparando la
generacion via reduccién con borohidruro: la cantidad de arsina
generada corresponde al contenido total de arsénico en la muestra (no
hay necesidad de pre-reducir el As(V)), la reaccidn no es turbulenta,
se evita la contaminacidn introducida por el borohidruro, no se forma el
exceso de H, y el procedimiento es facil de realizar en un sistema de
flujo.

La generacion de arsina ha sido utilizada con el fin de separar,
preconcentrar y cuantificar el arsénico en varios tipos de muestras,
utiizando  diferentes sistemas de deteccibn como son:
espectrofotometria UV/Vis en disolucibn y en fase gaseosa,
espectrometria de absorcion y emision atdmica y espectrometria de
masas. Cabe mencionar que la generacién de hidruros volatiles ha
sido utilizada tanto para analisis de arsénico total como para estudios
de su especiacion.

En cuanto a espectrofotometria UVANis en disolucién, el
esquema general del procedimiento analitico empleado por diferentes
autores se presenta a continuacion:

1. Tratamiento de muestra: mineralizacién, lixiviacién, digestién
enzimatica, etc.

Generacién de hidruro (principalmente por reduccién con NaBH,).
Absorcion de arsina en una solucion que contiene sales de plata.
Formacién dei complejo de arsina con un agente cromogénico.
Determinacion espectrofotométrica.

o hsLN

En la Tabla 2 se resumen las condiciones experimentales
utilizadas por diferentes autores.
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Tabla 2

Determinacion del arsénico por espectrofotometria
UVWNis en disolucién después de generacion de hidruros.

Muestra Especie Agente cromogénico LD Ref.
Suelo As(lli) DDTC-Ag (520nm) 47
Agua As(lll) DDTC-Ag (520nm) 0.2ug 48
Agua, As(lll), DDTC-Ag (410, 520nm)
Suelo As(V), 110/ 49
MMAs,
DMAs
Agua, As(Ill) AgNO3y/HNO+/alcahol Aguas: 50, 61, 52
suelo, polivinilico/ etanol (400nm) | 1pgA,
sedimento Suelos:
50ng/g
Suelo, As(hl) Azul de 53
material heteropolimolibdeno. (720,
bioldégico 840nm)
Sedimento As(l11) Dibromoclorofenilazo deriv. | 0.04ug/l 54
de clorofosfonazo |
(400nm)

En una serie de trabajos,

del

calientamiento  (80-85°C),
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la arsina fue preconcentrada por
atrapamiento en un tubo U sumergido en nitrégeno liquido y, después
introducida a una celda del
espectrofotémetro para registrar los espectros de absorcién en fase
gaseosa (53, 55, 56). Realizando lentamente el calentamiento de la
trampa criogénica se ha logrado obtener la separacion de hidruros de
MMAs y DMAs, los cuales fueron determinados de manera sequencial
a una longitud de onda de 194 nm con los limites de deteccién
respectivamente 2.8 pg'L™" y 1.1pgL™? (55). Utilizando los espectros




obtenidos en fase gaseosa (190-250 nm) y los métodos de calibracién
multivariante fue posibie determinar simultaneamente As, Sb y Se en
mezclas, obteniéndose el limite de deteccién para el arsénico de 22
gL (53).

En cuanto a la espectrometria de absorcion atdbmica, después
de la generacidon de arsina, el arsénico fue determinado utilizando
diferentes atomizadores: llama (57), tubo de cuarzo (44, 57) o tubo de
grafito (58). La arsina fue también introducida a plasma ICP (59) o MIP
(60) con deteccién por emisién atémica o por espectrometria de
masas. La etapa de deteccién fue acoplada a generacion de hidruros
en sistema tipo batch y varios sistemas de flujo (61). En muchos
trabajos se realizd también una etapa de preconcentracién/separacién
de especies utilizando cartuchos, columnas cromatograficas, trampa
criogénica 0 extraccion liquido-liquido. En la Tabla 3 se recogen
procedimientos de separacion/preconcentracién  utilizados por
diferentes autores.

La revisién bibliografica realizada muestra sin lugar a duda, que
los procedimientos analiticos basados en generacién de hidruros y
diferentes técnicas espectrométricas son mas adecuados para el
andlisis de diferentes formas del arsénico en materiales ambientales.
La técnica de generacién de arsina sin embargo presenta una serie de
ventajas. En primer lugar, se obtiene la separacién del analito de la
matriz y se pueden utilizar grandes volimenes de la muestra
llegandose a altos factores de preconcentracion. En consecuencia los
limites de deteccién son generalmente muy bajos. Cabe mencionar
que la generacion de arsina permite distinguir entre los diferentes
estados de oxidacion del arsénico.
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Tabla 3

Resumen de procedimientos de separacion/preconcentracion
de especies del arsénico para su posterior determinacién

espectrometria atdmica.

utilizando generacion de hidruros (GH) y técnicas de

Muestra Procedimiento Especie |LD, ug-"| Ref.
Agua Preconcentracion en cartucho| As(V) 0.6 62
(QMA) - separacién por CLAR (col.] MMAs 0.3
anionica PRP-X100) — GH - AAS DMAs 0.2
Material Digestion enzimatica. — CLAR (col.| As (total) 63
Biolégico {Anidnica BAX-10) — mineralizacion.| MMAs 0.5-5.9
MW ~ GH - AAS DMAs
Arsenobet.
Agua de CLAR (Dowex 1-X8), As(lll) 0.17 64
Grifo CLAR (Dowex 50-X8)-GH-AAS | As(V) 0.31
MMAs 0.15
Agua CLAR (col. quelante BioBeads SM-| As(lil) 0.02 65
7)-GH - AAS As(\V) 0.30
Agua CLAR (C18, pares idnicos| As(lil) 66
DMDOAB) = GH — AFS MMAs
DMAs
As{V)
Orina CLAR (C18, ODS(3), T = 70°C) — 1 67
GH - AFS especies
Agua GH (cisteina)- trampa criogénica —| As(lIl) 0.050 68
separacion por calentamiento -| As(V) (1mL)
AAS MMAs
DMAs
Suelo Lixiviacion (HCI) — Exirac. a CHCls, |  As(ill) 69
Lixiviacion — reduc. (Kl) — Extrac. —=| As total
GH - AAS
Agua Extrac. DDTC-Na CCly — re-extr.| As(lil) 0.015 70
NaOH - GH - trampa criogénica - MMAs 0.017
CG-AAS DMASs 0.013
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Todavia mas ventajas se observan cuando el procedimiento
analitico consiste en acoplar la etapa de generacién de arsina con
diferentes técnicas de espectrometria atomica:

1. Buena sensibilidad (tanto para el arsénico total como para sus
especies, limites de deteccién més bajos que 1pg-L™).

2. Mineralizacion de la muestra no necesaria.

3. Eliminacién de la mayoria de interferencias de matriz
(separacién del analito de la matriz via formacién de hidruro).

4. Poder de determinar diferentes especies del arsénico en una
corrida,

5. Posibilidades de trabajar en un sistema de flujo.

6. Facil automatizacién.

Sin embargo, la necesidad de disponer de un equipo sofisticado,
alto costo, y la falta de la normatividad en cuanto a diferentes especies
del arsénico en medio ambiente limitan todavia el uso de estos
procedimientos en los laboratorios de rutina.

1.5. Metodo espectrofotométrico oficial de determinaciéon de
arsénico con dietil ditiocarbamato.

Para la determinacién de arsénico en aguas naturales,
residuales, estuarinas y costeras, la Norma Oficial Mexicana (NOM-
AA-46-1981) establece el método espectrofotométrico con dietil
ditiocarbamato de plata. Este método se basa en la formacién de
arsina y su posterior absorcion en una disolucion de dietil
ditiocarbamato de plata, formandose el compiejo de color rojo, soluble
en agua. El valor de absorbancia obtenido en esta solucién (A = 523
nm) es proporcional al contenido de arsénico en la muestra. Con el fin
de convertir todo el arsénico presente en la muestra a arsénico

18



trivalente, se adiciona a la muestra yoduro de potasio junto con cloruro
de estafio (ll). La generacién de arsina se lleva a cabo utilizando el
zinc metalico en presencia de &acido clorhidrico. La solucién
absorbedora contiene dietil ditiocarbamato de plata en piridina (4 mL).
El volumen de muestra recomendado es de 35 mL, la solucién de
complejo de arsénico con dietil ditiocarbamato de plata cumple la ley
de Beer hasta 300 pg-L™" de arsénico y el limite de deteccién es de 50
pg-L™". En cuanto a posibles interferencias, se mencionan muy pocas,
generalmente provocadas por trazas de antimonio. En las condiciones
utiizadas para generar AsH; se forma también estibina, que
acompafia a la arsina hasta la solucién absorbedora y forma el
complejo rojo con dietil ditiocarbamato de plata. El cromo, cobalto,
cobre, mercurio, molibdeno, niquel, platino y plata pueden interferir en
la generacion de arsina cuando la concentracion de alguno de ellos en
la muestra sea mayor que 10 mg-L™".

Desde el punto de vista analitico, el método oficial presenta
una serie de ventajas como son la alta selectividad y simplicidad del
procedimiento. Sin embargo existen también los siguientes problemas:

- El poder de deteccién no es suficientemente bueno para poder
cuantificar el arsénico en agua potable (LD 50 pg-L”, el nivel

méximo permisible segtin la Norma Oficial Mexicana 50 pg-L™).

- La generacion de arsina presenta una cinética lenta (tiempo de
reaccion aproximadamente 30 min.).

- Se utilizan cantidades bastante grandes de reactivos (6 mL del
acido clorhidrico concentrado, 3g de zinc, 4 mL de piridina).
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1.6. Empleo del método de estandar interno (El) en
espectrofotometria.

En las técnicas analiticas que tienen caracter multicomponente
(cromatografia, espectromefrias de emisién y espectrometria de
masas) comunmente se utiliza el método de estandar interno. En este
método, antes de llevar a cabo el procedimiento analitico, se adiciona
a la muestra un compuesto de propiedades fisicoquimicas semejantes
a las del analito (estandar interno El). Durante el procedimiento
analitico, el analito y el El se comportan de manera semejante
(rendimiento de extraccion, formacion de pares idnicos, etc.), entonces
cualquier error analitico va a afectar igualmente el contenido de analito
y de El en la muestra. Si la sefal analitica se define como relacion
entre las sefales del analito y de estandar interno, esta sefal va a ser
independiente de los errores analiticos cometidos y va a ser
proporcional al contenide de! analito en la muestra.

Debido a la forma de bandas de absorcién molecular en la
regién espectral UV/Vis (bandas anchas con alta probabilidad de
solapamiento entre las sefiales de diferentes componentes),
generaimente la  espectrofotometria UV/Vis  tiene caracter
unicomponente. Sin embargo, el procedimiento de derivacion de los
espectros permite obtener mejor resolucién de las sefiales especificas
para cada uno de los compuestos que presentan bandas solapadas de
absorcién, lo que hace posible el analisis de dos o mas componentes
en una corfrida de muestra, o bien permite utilizar el método de El.
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Una importante limitacibn de los procedimientos
espectrofotométricos es la relativa baja sensibilidad, lo que obliga
que se lleve a cabo la etapa de preconcentracion/separacion del
analito en caso de su determinacion a nivel de trazas. Por otra parte, si
las concentraciones del analito en la muestra son elevadas, es
necesaria la dilucién, En ambos casos, los procedimientos empleados
forman importantes fuentes de posibles errores analiticos.

En base a estos dos hechos que se acaban de mencionar, se
ha propuesto el empleo del método de estédndar interno en
espectrofotometria UV/Vis. (71, 72). Considerando los requisitos que
tiene que cumplir un estandar interno (El) en varias técnicas analiticas
(73), se han definido los siguientes parametros para el estandar
interno en espectrofotometria UV/Vis:

- Propiedades fisicoquimicas de analito y de El semejantes
(polaridad, formacion de complejos, etc.).

- No hay interacciones entre el analito y El.
- Baja absortividad del analito en la region de alta absortividad de EI.
- Alta absortividad de analito en la region de baja absortividad de El.
- El no es el componente natural de la muestra.

Siguiendo estos criterios se ha demostrado que, utilizando el
método de estandar interno y espectros derivados, los errores debido
a dilucién de la muestra (71) y errores cometidos en la etapa de

preconcentracion (72) pueden ser reducidos o eliminados. En caso de
determinar el Cr(Vl) en aguas naturales, la preconcentracién del
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analito se llevd a cabo via extraccibn seguida por evaporacién del
disolvente (72) (factor de preconcentracibn aproximadamente 400),
mientras que el analisis de farmacos (azinfos) en formulaciones
requiere una dilucién de aproximadamente 10° veces. En ambos casos
se obtuvieron mejores parametros analiticos (limite de deteccion,
coeficiente de correlacidn lineal y precision) con respecto a los mismos
procedimientos pero sin utilizar el método de El. En los trabajos méas
recientes se aplicé el método de El en la determinacién de miconazol
en cremas farmacéuticas (74) y en la determinacion de cobre con
batocuproina sulfonada en suero y en aguas naturales (75). Se
demostrd, que en presencia de una matriz quimica bastante compleja
como es el suero humano o la crema farmacéutica, el método de El
también permite mejorar las caracteristicas analiticas obtenidas en los
procedimientos espectrofotomeétricos.

La mas importante ventaja del método de El es que, el uso de
procedimientos analiticos menos rigurosos pemmite obtener excelentes
parametros analiticos (reduccién de errores cometidos en cada una de
las etapas definiendo la sefal analitica S = Sanaio / Sg). Esto a su vez
permite simplificar los procedimientos y trabajar con microvolumenes
(en la determinacién de cobre en suero se requiere solo 300 pL de
muestra, en el anadlisis de azinfos el factor de dilucién de
aproximadamente 10° se obtuvo utilizando solo 10 mL de metanol).

Resumiendo, el método de El permite llevar los procedimientos
espectrofotométricos a micro escala, obtener muy buenas
caracterfsticas analiticas, ahorrar reactivos y acortar el tiempo de
analisis.

Por (ltimo, cabe comentar que los compuestos seleccionados
como El en los trabajos mencionados anteriormente fueron diferentes
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colorantes azules. En el caso de la determinacién de cobre, la
resolucién espectral de bandas de absorcién del complejo del analito y
del El (azul de bromofenol) fue suficientemente buena para leer las
senales del analito y del El directamente de los espectros de orden
cero sin necesidad de derivar dichos espectros, lo que forma una
ventaja adicional del procedimiento desarrollado y permite utilizar este
procedimiento en los laboratorios de rutina.

1.7. Fiabilidad de los resultados analiticos: caracteristicas
analiticas y validacion de un método.

Uno de los temas mas importantes en quimica analitica actual
es lograr fiabilidad de los resultados, es decir, asegurar buena calidad
de los resultados. El reto es obtener resultados exactos
(correspondientes a los valores reales del analito en la muestra) y
precisos (mas baja desviacion estandar de los resultados sobre el
valor medio). Asi que, una importante etapa en el desarrollo de un
nuevo método analitico es su validacion, refiriéndose a una serie de
procedimientos para asegurar que las caracteristicas de
funcionamiento del método comprendan y demuestren que el método
es cientificamente completo bajo condiciones en las cuales ha sido
aplicado. Para ello, se evalian una serie de parametros analiticos que
permiten conocer €| alcance del procedimiento desarrollado en cuanto
a su poder de deteccion, intervalo util de trabajo, precisién,
selectividad, etc. Asimismo es necesario llevar a cabo los
experimentos para evaluar la exactitud de los resultados analiticos.
Los parametros que se acaban de mencionar son necesarios en el
control de calidad de los resultados analiticos. Cabe mencionar que
este control puede llevarse a cabo en el mismo laboratorio (control
intemo) o mediante participacion del laboratorio en diferentes
esquemas de control externo.
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1.7.1. Caracteristicas analiticas.

Las caracteristicas analiticas de un método vienen definidas en
las recomendaciones de la IUPAC (Union Intemacional de Quimica
Pura y Aplicada) en una serie de parametros. En espectrofotometria
UVNVis, como en la mayoria de las técnicag analiticas, la
cuantificaciéon del analito requiere de un proceso de calibracion. Para
ello, se preparan una serie de disoluciones, que contienen crecientes
concentraciones conocidas del analito (cuando menos 5 disoluciones a
partir de una misma solucién madre) y se realizan lecturas cuando
menos por duplicado para cada una de las disoluciones. De los
resultados obtenidos se construye una funcion de calibracién
(absorbancia vs concentracion), cuya pendiente caracteriza la
sensibilidad del método. La sensibilidad se define también como la
mas pequena diferencia en concentracién del analito que puede ser
distinguida estadisticamente por la respuesta del instrumento.

La funcién de calibracién cubre un intervalo de concentraciones
del analito, el cual tradicionalmente es llamado intervaio de linealidad
del método analitico. En otras palabras, la linealidad de un sistema o
método analitico es su capacidad para asegurar los resultados
analiticos, los cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio
de una transformaciéon matematica bien definida (funcién de
calibracion), son proporcionales a la concentracidén de la sustancia
analizada dentro de un intervalo determinado.

Un parametro importante es el Limite de Deteccién (LD),
definido como la mas baja concentracién del analito cuya serial
analitica puede ser distinguida de la seiial del blanco de manera
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estadisticamente significativa. Segin las recomendaciones de la
IUPAC el LD se calcula como:

LD = 3ofs

en donde o es la desviacion estandar obtenida en 10 lecturas del
blanco y s es la sensibilidad del método (dada por la pendiente de
funcién de calibracién). Aunque la concentracién correspondiente al
LD no puede ser determinada por el método, es un parametro util para
caracterizar y/o comparar el poder de deteccion de diferentes
meétodos.

El Limite de Cuantificacion (LC) se define como la minima
concentracion del analito en la muestra que puede ser determinada
con precision y exactitud aceptables bajo condiciones experimentales
establecidas y se puede evaluar como:

LC =100/s

Oftro de los parametros dentro de las caracteristicas analiticas
de un método es la precisidn. Por lo general, en quimica analitica la
precision (o mejor dicho imprecision) es una medida del grado de
discrepancia entre los resultados de analisis multiples de una muestra
dada. La imprecision se expresa como desviacion estandar relativa de
los resultados individuales alrededor del valor promedio para 5-7
lecturas del analito en una solucién. La precisién debe ser evaluada en
los dos niveles de concentracion del analito: uno, bajo,
correspondiente aproximadamente al limite de cuantificacién y otro,
alto, correspondiente a la regidn media del intervalo de linealidad. Es
importante evaluar la precisién a corto plazo (tomando las lecturas
consecutivas), o a largo plazo realizando las lecturas por ejemplo en
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diferentes dias. Asi que, la repetibilidad es la precisién de un método
analitico expresada como desviacion estandar relativa para los valores
individuales airededor del valor promedio, cuando las lecturas
individuales se realizan bajo las mismas condiciones que afectan al
equipo, laboratorio y analista. Por otra parte, la reproducibilidad es la
precisién de un método analitico cuando las lecturas individuales se
obtienen en diferentes condiciones que afectan el equipo, laboratorio o
analista.

Selectividad de un método se refiere a la extension a la cual
éste puede determinar un analito(s) particular en una matriz quimica
sin interferencias por los otros componentes de la matriz. Un método
el cual es perfectamente selectivo por un analito o0 grupo de analitos se
dice que es especifico.

Dentro de las caracteristicas analiticas, es importante evaluar la
exactitud del método para asegurar si el resultado analitico
corresponde al valor verdadero del analito en la muestra.

1.7.2. Validacién del método: exactitud de los resultados
analiticos

En el caso ideal, para evaluar la exactitud de los resultados, hay
que analizar una muestra real que contenga una cantidad conocida del
analito. Este tipo de muestras, que tienen la composicion quimica
semejante a la composicion de muestras reales a analizar son
llamados Materiales de Referencia y Materiales de Referencia
Certificados (estos tienen certificado el valor del contenido del analito).
La diferencia entre los valores certificados y los valores determinados
por el laboratorio indica un error o errores en el procedimiento aplicado
(bias de laboratorio).
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En caso de no disponer de un material de referencia adecuado,
la exactitud de los resultados puede ser controlada utilizando uno o
mas que uno de los siguientes procedimientos:

1)Experimentos de recuperacion (concordancia entre la
cantidad del analito adicionada a la muestra y la cantidad
determinada por el método propuesto £10%).

2)Concordancia entre los resultados obtenidos utilizando
diferentes procedimientos analiticos (+10%).

3)Concordancia entre los resultados obtenidos por calibracion
externa y el método de adicién de estandar (£10%).
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CAPITULO 2

OBJETIVO
21  Objetivo General

El objetivo principal de este trabajo es desamollar un
procedimiento espectrofotométrico para la determinacioén de arsénico a
nivel de trazas, basandose en el fundamento del método oficial NOM--
AA-46-1981. Las modificaciones al método oficial tienen como fin
mejorar la cinética de generacibn de arsina y los parametros
analiticos. De esta manera se espera superar algunas limitaciones del
método oficial en su aplicacién al anélisis de aguas naturales.

2.2 Objetivos Especificos

Los objetivos especificos a lograr durante el desarrollo de este
trabajo se definen a continuacian:

2.2.1 Propuesta del esquema general del procedimiento a desarrollar
basandose en la NOM-AA-46-1981.

¢ Moadificacion del sistema de generacion de arsina.
o Disefio de etapa de preconcentracion.
e Empleo de un estandar interno.

2.2.2 Implementar un nuevo procedimiento segin el esquema
propuesto.

o Estudios en la etapa de generacion de hidruro.

e Seleccién de un estandar interno adecuado
e Implementar las condiciones en la etapa de preconcentracion.
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2.2.3 Validacion del procedimiento propuesto.

Evaluacion de los parametros analiticos.

Estudios de posibles interferencias.

Andlisis de arsénico en un Material de Referencia Certificado.
Comparacidn de los resultados obtenidos en muestras reales
utilizando el procedimiento propuesto y espectrometria de
absorcién atomica con horno de grafito.

® ¢ & O

2.2 4 Aplicacion del procedimiento desarrollado en la determinacion de
arsénico en aguas naturales.
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CAPITULO 3
PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Aparatos y equipo.

Espectrofotometro con arreglo de diodos Milton Roy 3000 con
un paquete de software versién 2.01.

Espectrémetro de absorcidn atdmica modelo Perkin-Eimer 3110
con horno de grafito HGA-600 y automuesireador AS-60,
controlado por el paquete de software WinLab de Perkin-Elmer.
Purificador de agua, Labconco Water ProPS (calidad de agua
MilliQ).

Microcelda de cuarzo Sigma de 50 pL.

Vortex Genie 2.

Microcentrifuga, Denver Instrument.

Bomba peristaltica de ocho canales, Cole-Palmer Instrument Co
Material de vidrio: tubos de ensayo, matraces de Erlenmayer &
125 mL, matraces volumétricos de 100, 50, 25 y 10 mL.
Material de plastico: copas para automuestreador, tubos Falcon
de 50 mL, tubos Eppendorff de 1.5mL, puntas para
micropipetas, tubos de Nafion, jeringas de 5mL, etc.

Sistema de flujo de aire frio.

Micropipetas Eppendorff de 0.5-10 pL, 20-200 uL y 200-1000

pl.
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3.2. Reactivos y disoluciones.

Dimetilformamida, (J.T. Baker)

Dietanolamina, (SIGMA)

Cloruro de metileno grado HPLC, (Fisher Scientific).
Cloroformo, ( Baker Analyzed)

Tetracloruro de carbono, (Baker Analyzed)

Zinc, 20 mallas, libre de arsénico, (SIGMA)

Borohidruro de sodio al 2%, en NaOH al 0.1%, (SIGMA)
Dietilditiocarbamato de plata 30 mg-L™, (SIGMA), en cloroformo
Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), al 0.02% (SIGMA)
en cloroformo.

Para la preparacion de las siguientes soluciones se utilizé agua
Milli Q.

Erioglaucina A al 0.1% (Baker)

Yoduro de Potasio al 15 % (SIGMA)

Cloruro de estaiio (SnCl; H;0, libre de As), al 40% (SIGMA)
Acido Clorhidrico 9M ( J.T. Baker)

Solucién estandar de arsénico (lll) de 1000 mg-L™' { SIGMA).

La solucién de trabajo (2.0 mg-L™") se preparé diariamente a
partir de la solucién anterior.

Acetato de plomo al 10% (J.T. Baker)

Acido citrico 2 mol-L™ (SIGMA)

Citrato de sodio sal trisédica, 2 mol-L™ (SIGMA)

Acido tioglicélico (Sigma) 0.067 mol-L™ ,(SIGMA)

Solucién estandar de As (V) de 1000 mg-L™ (SIGMA)

L- Cisteina al 6%, (SIGMA)

Material de referencia (SRM 1643d - elementos traza en aguas
naturales) del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia,
E.U.de A.
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3.3 METODOLOGIA Y RESULTADOS

La idea original del presente trabajo es modificar el método
oficial NOM-AA-46-1981 (esquema presentado en la Fig. 1) con el fin
de mejorar sus caracteristicas analiticas. Para ello se propone incluir
en el procedimiento analitico una etapa de preconcentracidn via
evaporacion del disolvente de la solucién absorbedora hasta sequedad
y redisolucién del complejo de arsénico con dietil ditiocarbamato en un
micro volumen. Para eliminar los errores analiticos cometidos en esta
etapa se propone utilizar el método de estandar interno. Se modifica
también el sistema de generacién de arsina con el fin de mejorar la
cinética de la reaccién. La ruta critica del procedimiento a desarrollar
se presenta en la Figura 2.

L [
(CH;COO0),Pb
— o b2 /
—_—

r?l ASH; ASHJ"'H: o8

Muestra

o0,

Fig. 1. Esquema del método oficial NOM-AA-46-1981.
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Generacion de arsina

\

Transporte hasta la
Solucién absorbedora

\

Formacion del complejo de As(lil)
con
d

Preconcentracién
\:
Registro de los espectros
\
Sefial analitica S = Sanaite/Se

Fig. 2. Ruta Critica del procedimiento a desarrolfar.

En los siguientes capitulos se presentan resuitados de los
estudios sistematicos para la seleccion de las condiciones
experimentales en cada una de las etapas.
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3.3.1. Generacion de arsina

En el método oficial la arsina se genera utilizando el zinc en un
medio de acido clorhidrico (con adicién de SnCl; y Kl para reducir el
As(V) a As(lll)). Como ya se ha mencionado, la desventaja de este
sistema es que la cinética es muy lenta (30 minutos para generacién
cuantitativa) y grandes cantidades de zinc.

En los ensayos preliminares, se utilizé el sistema de generacion
de arsina recomendado por la NOM-AA-46-1981. Ademas de las
limitaciones antes mencionadas, se tuvieron problemas en la etapa de
preconcentracion (ver la Figura 2). Después de llevar a cabo la
evaporacidn del disolvente de la solucién absorbedora y después de la
redisolucion del residuo en cloruro de metileno, se observd una
descomposicién de dietil ditiocarbamato de plata (el exceso que se
queda después de la reaccién con arsénico). Parece probable, que
esta descomposiciéon fue causada por trazas de acido clorhidrico
transportadas en fase gaseosa junto con arsina.

Para eliminar estos problemas que se acaban de mencionar, en
los estudios posteriores, para la generacién de arsina, se utilizé el
borohidruro de sodio en medio de tampén de citratos (43) ya que esta
reaccion presenta buena cinética y asegura alto rendimiento de
formacién de arsina. El acido citrico no es volatil, entonces no se
transporta hacia la solucién absorbedora, permitiendo evitar el efecto
del acido en la descomposicion del exceso de dietil ditiocarbamato de
plata en la solucién final.

Se estudié el efecto de pH del tampdon de citratos en la
generacion de arsina desde las soluciones de As(V) y de As(lll). Como
se puede observar en la Figura 3, la generacion selectiva para As(lll)
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se obtiene en el intervalo de pH entre 4 y 6. Para los fines analiticos se
seleccion6 el pH de tampén 4.5, ya que en estas condiciones después
de la adicién de borohidruro de sodio ( en una solucién de hidréxido de
sodio al 0.1 % ) se obtuvo un pH final por debajo de 6.

060 -
= As(lll)
0.50 - | S
E i o — s g g n
c
o 040
m —
@
© 030 S
c
E >
o 020 -
2 il
< L 3
0.10 1Tl As(v)
0.00 I T T T T | T 4
1.00 2.00 300 4.00 5.00 8.00

pH

Fig. 3. Efecto del pH (tamp6n de citratos) en la generacion de arsina
en soluciones de As(lll) y As(V) (4 ug de As).

3.3.2 Transporte de arsina hasta la solucién absorbedora

En los primeros experimentos, no se utilizé el flujo adicional de
gas de arrastre, es decir el transporte se llevé a cabo con el exceso de
hidrégeno formado en la reaccién con borohidruro. Se estudié el efecto
de volumen de borohidruro de sodio al 2% (en hidréxido de sodio al
0.1%) adicionado a la muestra en la sefial analitica de arsénico. De los
resultados obtenidos (Figura 4) se seleccioné el volumen de 8 mL. Se
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calculé que en estas condiciones el volumen de hidrégeno formado es
aproximadamente 2.5 veces mas grande que el volumen muerto del
sistema utilizado (matraces Kitasato de 125 mL, volumen de muestra
40 mL) lo que asegura el transporte cuantitativo de arsina sin
necesidad de utilizar el flujo adicional de gas de arrastre. Sin embargo,
en estas condiciones se gastan grandes cantidades del borohidruro,
que es un reactivo caro. Por otro lado se observé que, el exceso de
hidrégeno provoca reduccién de plata formandose plata coloidal en la
solucién final (turbidez).

0-6 T
E >—o—&
9 04
i
L]
o -
=
1]
2
o 0.2 -
2
< —

¢
0.0 T T T T T ]
0.0 4.0 8.0 12.0
VYolumen, mil

Fig. 4. Efecto de volumen de borohidruro de sodio al 2% (en 0.1%
hidréxido de sodio) en la sefial analitica de 4 pg de arsénico.

Con el fin de minimizar la cantidad del borohidruro adicionado, a
continuacién se llevaron a cabo los experimentos en donde la arsina
fue transportada en flujo de nitrégeno. Utilizando el flujo de gas de
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arrastre de 50 mL-min” se estudié el efecto de la cantidad de
borohidruro adicionado en la sefal de 6 ug de arsénico. La cantidad
del reactivo fue controlada por tiempo de adicién de borohidruro al 2.0
y al 1.0% a dos diferentes caudales (0.5 y 1.0 mL-min™"). De los
resultados obtenidos (Fig. 5) se seleccioné la concentracién al 1% vy
caudal de 0.5 mL-min™ con el tiempo de 12 minutos, que corresponde

a 0.06g de borohidruro, mucho menos que en los experimentos sin
flujo de nitrégeno (0.16g).

=== s

Absorbancia, 525nm

I I ]

0.0 4.0 8.0 12.0
Tiempo, min.

Fig.5. Efecto de la concentracién y el caudal de la solucién de
borohidruro de sodio en la sefal analitica de 6 ug de arsénico
(flujo de N,: 50ml-min’™):

a - NaBH;1 %, 0.5 mL-min™
e - NaBH;1 %, 1.0 mL-min”
B - NaBH;2 %, 0.5 mL-min”
¢ - NaBH;2 %, 1.0 mL-min™
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3.3.3 Composicién de la solucién absorbedora.

En el método oficial, la solucién absorbedora es una disoluciéon
de dietil ditiocarbamato de plata en piridina 0 en cloroformo con
adicion de efedrina al 0.2%. Es necesario mencionar que, en
presencia de arsina ocurre la descomposicion del dietil ditiocarbamato
de plata formandose un compuesto amarillo segun la reaccion (76);

AsH; + 6 (DEDTC)Ag —» AsAgs- 3(DEDTC)Ag + 3 HDEDTC

Debido a su color amarillo, el compuesto formado interfiere en la etapa
de deteccion (el complejo de As tiene color rojo). La efedrina reacciona
con el compuesto formado eliminando el color amarillo de la solucién:

AsAg;-3(DEDTC)Ag + 3NR; + 3SHDEDTC — 6Ag + (DEDTC)sAs + [NRyH](DEDTC)

En el esquema de preconcentracion propuesto (evaporacion del
disolvente), la piridina no es un disolvente adecuado ya que es un
agente téxico y poco volatil (Te,=115.3°C). La efedrina es un agente
alucinégeno, por lo que tampoco se pudo utilizar, Por estas razones,
en el presente trabajo se selecciond el cloroformo (Te= 61.2°C) y en
lugar de efedrina se utilizé dietanolamina (77).

3.3.4 Seleccion del estandar interno.

De acuerdo con el esquema general del procedimiento
propuesto, el El se adiciona a la solucién absorbedora. Tomando en
cuenta los requisitos para El en espectrofotometria, el compuesto
seleccionado tiene que ser soluble en esta disolucion y no puede
afectar la estabilidad del complejo de analito. Ademas su espectro de
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absorcidn en la region UVNis deberia ser lo menos posible solapado
con la banda de absorcion del analito. Es necesario mencionar que, el
arsénico (llf) forma complejos polinucleares con dietil ditiocarbamato
(43) por lo que su banda de absorcion es muy ancha y en estas
condiciones se observa una importante disminucion de la precisién
utilizando espectros derivados. Asi que, se buscé un El, cuyo espectro
de absorcion presente una banda de absorcién bien resuelta con la
banda del complejo de analito y de esta manera las sefiales del analito
y de El pudiesen obtenerse de los espectros de cero orden.

En la basqueda de un apropiado El se tomé en cuenta una
serie de colorantes. El complejo de As(lll) con dietil ditiocarbamato de
plata tiene color rojo (Amax = 525 nm), asi que el El podria ser un
colorante amarillo 0 un colorante azul. Sin embargo, el ¢olor amarillo
queda excluido debido a la presencia del exceso de dietil
ditiocarbamato de plata. Entre los colorantes azules se han probado
los siguientes: azul de toluidina, azul de metileno, azul de metileno B,
azul de bromotimol, indigoazul, azul de anilina, azul de timol,
erioglaucina A y 2,3-naftalocianina.

Se obtuvieron los espectros de absorcion del analito
((DEDTC)3As) y de los colorantes antes mencionados en el
cloroformo. En el caso de colorantes del grupo de los sulfonados
(compuestos cargados negativamente), se adicionaba el surfactante
catiénico (bromuro de hexadeciltrimetilamonio CTAB o bromuro de
benciltributilamonio BTAB) para formar pares idénicos con el colorante y
de esta manera solubilizarlo en cloroformo. Obteniéndose mejor
resolucién de las sefiales del analito y de colorante para erioglaucina A
y para 2,3-naftalocianina (Fig. 6), los que fueron seleccionados para
los estudios posteriores.
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Fig. 6. Estructuras moleculares de dos compuestos considerados
como posibles estandares internos: A — erioglaucina Ay B -
2,3-naftalocianina.

En cuanto a la erioglaucina A, es un compuesto que contiene
grupos sulfonados en su estructura, entonces esta cargado
negativamente en la solucion acuosa. Para su extraccion a fase apolar
(cloroformo) se utilizé un surfactante caténico (formacién de pares
ibnicos). Se estudid el efecto de la concentracién de CTAB en la
extraccion del colorante. De [os resultados obtenidos (Fig. 7) se
selecciond la concentracion de CTAB al 0.02% ya gue en estas
condiciones se obtuvo un alto rendimiento de extraccién.
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Fig.7. Efecto de concentracion de CTAB en la extracciéon de
erioglaucina A (2.5-10°%) a cloroformo.

La erioglaucina A presenta una banda de absorcién con el
maximo en 623 nm, donde existe una pequefia contribucién espectral
del complejo de analito (Fig. 8.). Asi mismo, a la longitud de onda
correspondiente al maximo de absorcién del analito (525 nm), existe
una pequena contribucién espectral del colorante. En estas
condiciones, las sefales de absorbancia en 525 nm y en 623 nm no
son las sefales netas del analito y de El formando una fuente de error
analitico. Sin embargo se calculé que, controlando la relacién entre las
alturas de las senales del analito (Aszsnm) ¥ de El (As2znm) S€ puede
obtener una buena linealidad de la curva de calibrado. Se realizaron
calculos de coeficiente de correlacion de la funcién de calibracién
suponiendo diferentes alturas de la sefial del El (As23nm) ¥ del analito
(As2snm) llegéndose a la conclusién que la altura de la sefial del El
tiene que ser 2.5 veces mas alta que la sefal del analito en el mas alto
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estandar utilizado en calibracién (A= 525 nmi para que el coeficiente
de correlacién de una recta de calibracion hipotética sea 0.9997.

Absorbancia

0.60 -

0340 -

0.20

0.00

Erioglaucina A

'\

DPDTC-As(I1I) ‘

500 550 600 650 700
longitud de onda, nm

Fig. 8. Espectros de absorcion de: (- - -) erioglaucina A

y (—) complejo (DEDTC)zAs en cloroformo.

Otro colorante tomado en cuenta como posible El fue 2,3-
naftalocianina. La ventaja en este caso es que este compuesto no
tiene carga eléctrica y facilmente se extrae a la fase organica apolar
sin necesidad de adicionar el surfactante. Ademas, no existe ninguna
contribucion espectral del analito a longitud de onda correspondiente
al maximo del El (780 nm) (Fig. 9.). En este caso se pueden obtener
las seftales netas de los dos compuestos de los espectros de cero
orden (analito 525 nm, El 780 nm). Sin embargo, para la concentracién
de arsénico cero, el valor de la seial analitica va a ser igual a la
relacion de las absorbancias del El obtenidas en 525 nm y 780 nm

(Shs, ougn = Agl, s25nm/Ag1, 780nm)-
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Fig. 9. Espectros de absorcién de ( ) (DEDTC)zAs, (0.8 ug As) y

de (- - - -) 2,3 —naftalocianina al 4:10*% en cloroformo.

3.3.5. Etapa de preconcentracion
3.3.5.1. Evaporacion del disolvente

De acuerdo con la ruta critica presentada en la figura 2,
después de la generacién de arsina y su absorcién en la solucién de
dietil ditiocarbamato de plata, la preconcentracion del analito se lleva
via evaporacién de la solucién absorbedora seguida por redisolucién
del residuo en un micro volumen. Para controlar los errores analiticos
cometidos en esta etapa (baja precision en medir pequefios
volimenes, cambios de volumen debido a alta volatilidad del
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disolvente, etc.) se adiciond el estandar interno a la solucion
absorbedora. Los experimentos se realizaron utilizando |a siguiente
composicion de dicha disolucién: cloroformo + dietanolamina (20%) +
dietil ditiocarbamato de plata (2.5mg-mL™") + EI (erioglaucina A (2-10°
‘%) + CTAB (0.02%), o 2,3-naftalocianina (4-10™ %). Después de la
absorcion de arsina, la disolucién (volumen de 3 mL) se evaporé hasta
sequedad en flujo de nitrégeno a temperatura ambiente. El residuo
seco contenia el complejo (DEDTC)sAs, El y el exceso de DEDTCAg.
En la etapa de redisolucion se probaron los siguientes solventes:
cloruro de metileno, tetracloruro de carbono, cloroformo, dioxano y
tolueno (volumen 200 uL). En todos los casos la redisoluciéon no fue
completa quedandose un precipitado. Parece probable, que durante la
evaporacion cambia la estructura del complejo polinuclear de dietil
ditiocarbamato con As(lll), la cual no se restablece disolviendo el
residuo seco. Por otro lado, el precipitado puede ser formado por
productos de descomposicion de dietil ditiocarbamato de plata (76).
Con el fin de eliminar el precipitado, se disminuyé la concentracién de
dietil ditiocarbamato de plata en la solucién absorbedora. Se
seleccioné la concentracién de 0.1mg-mL* (la recomendada en el
método oficial es de 2.5 mg-mL™") calculando que esta concentracién
asegura el exceso de reactivo del orden de 10° veces respecto a la
concentracion del analito. Sin embargo el precipitado no desaparecio.

Resumiendo, no se ha logrado encontrar las condiciones
adecuadas para llevar a cabo la preconcentraciéon segin el esquema
propuesto.



3.3.5.2. Separacion de las fases inducida por adicion de
agua.

A continuacion, se ha propuesto otro esquema de
preconcentracién basado en induccion de separacion de las fases por
adiciéon de agua (78). Se modificd la composicion de la solucién
absorbedora para que, después de la adicion de agua, se obtenga un
micro volumen de fase organica apolar donde se preconcentre el
complejo del analito y el El (el esquema presentado en Ja Figura 10).

— — agitacion, FD
centrifugacion
2 min. 3000xg
2 ml H,O >
H20+DMF___]
HO — | +DEA
DEA + DMF + CHCl; CHCL+ EI +
+ EI + (DEDTC);As (DEDTC);As

Fig. 10.  El esquema de preconcentracién basado en induccién de
separacion de las fases por adicién de agua.

Como disolvente apolar se seleccioné el cloroformo y, como
modificadores, se probaron dimetilformamida y dimetilsulféxido, que
forman disolucién con cloroformo y dietanolamina, pero son solubles
en agua (Tabla 4).
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Tabla 4

Constantes dieléctricas de disolventes
utilizados en la etapa de preconcentracion.

Disolvente Constante dieléctrica
Agua 78.4
Dimetilsulféxido 46.7
Dimetilformamida 36.7
Cloroformo 4.1

En primer lugar se estudié la disolucibn absorbedora con
dimetilsulféxido, probando diferentes relaciones de dimetilsulféxido :
cloroformo : dietanolamina. Sin embargo, los espectros de dietil
ditiocarbamato de arsénico (lll) fueron muy irreproducibles (el color
cambiaba de rojo hasta verde). Cabe mencionar que, la estructura
polinuclear de este complejo es muy sensible a los cambios de
polaridad y probablemente |a polaridad del dimetilsulféxido fue
demasiado alta.

Utilizando el disolvente menos polar, la dimetilformamida, los
espectros del complejo de As(ll) fueron reproducibles. La
dimetilformamida, como solvente basico, asegura estabilidad del
complejo de arsénico en la solucibn absorbedora. Se probaron
diferentes relaciones de disolventes en la disolucién absorbedora
(volumen total de 1mL) con el fin de establecer la composicién que
asegure el volumen final de la fase apolar de aproximadamente 150 pL
(después de adicion de 2 mL de agua). El volumen final de 150 pL
((DEDTC);As, El, cloroformo y trazas de los disolventes polares)
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permite registrar el espectro utilizando una micro celda de 50 0 100 uL.
Cabe mencionar, que se evalud el nivel de ruido en la lectura (AL = 523
nm) para dos celdas de 50 pL y de 1.5 mL obteniéndose un aumento
de la sefial de ruido de aproximadamente 20% con la micro celda, lo
que no afecta de manera significante la precisién de la determinacion.

Con este esquema se llevaron a cabo los experimentos con los
dos posibles estandares internos, seleccionados previamente. Como
ya se menciond antes, en el caso de erioglaucina A, su extraccioén a
fase apolar se llevé a cabo en presencia de CTAB al 0.02% (Fig. 7)
obteniéndose muy buenos resultados: buenos rendimientos de
extraccion y sefales reproducibles del analito y de ElL. En el caso de
2,3-naftalocianina se observé que, después de adicién de agua y de la
centrifugacion para separacion de las fases, el colorante se
preconcentré en la capa entre las fases acuosa y apolar. Se sabe que,
el complejo de As(lll} y 2,3-naftalocianina forman coloides en la fase
organica, pero probablemente el tamaio de agregatos formados por el
colorante es mucho mas grande que el tamano de agregatos del
complejo de analito. En consecuencia, al aplicar 1000 RPM/g durante
la centrifugacion, en la etapa de separacion de fases se observé que
la distribucién del color en el cloroformo no fue uniforme. Este efecto
causa problemas a la hora de separacién de las fases y se obtuvieron
sefales irreproducibles de El. En base a estos resultados, en el
procedimiento propuesto, se selecciond la erioglaucina A como el
estandar interno.

Se estudié el efecto de volumen de agua en el rendimiento de
extraccion de (DEDTC);As y del El obteniéndose el rendimiento de
extraccion cercano al 100% a pattir del volumen de 1.5 mL (Fig. 11).
Para fines analiticos se utilizaron 2 mL de agua.

47



La composicién final de la disolucién absorbedora (1mL) resulté
ser: dietil ditiocarbamato de plata (0.03mg-mL") en la mezcla de
dimetilformamida : cloroformo : dietanolamina 18:6:1 de bromuro de
hexadeciltrimetilamonio al 0.02% y con adicién de 20 puL de El al
0.01%. Como se discutié en el capitulo sobre la seleccién del El, se
establecid la concentracién de erioglaucina para que su absorbancia
en A= 623 nm sea 2.5 veces mas alta que la absorbancia del complejo
de arsénico en A= 525 nm (el més alto estandar de calibracién).
Utilizando estas condiciones, se obtuvo la preconcentracién del analito
y de El de aproximadamente 6 veces. Tomando en cuenta todo el
procedimiento (volumen de muestra 40 mL, absorcién de arsina en
1ml de solucién absorbedora y preconcentracién en aproximadamente
150 puL de fase apolar) el factor de preconcentracion es
aproximadamente 250.

100.0 - /._,__’—,.——’——.

75.0 - ]

& Erioglaucina

% de extraccion
L4,
o
o

@ Dietilditiocarbamato de As (lll)

+

0.0

000 050 100 150 200 250
Volumen de agua, mi

Fig. 11.  Efecto de volumen de agua en el rendimiento de extraccion
de (DEDTC):As (40 ug:l" As) y de El (2:10%%).
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3.3.6.Especiacion de As(V)/As(lll)

El procedimiento desarmrollado pemmite determinar
selectivamente el As(lll). En aguas naturales pueden encontrarse
diferentes especies organicas e inorganicas de As(lll) y As(V) (ver
Introduccién). En cuanto a las formas inorganicas de los dos estados
de oxidacién, para su cuantificacion en la muestra, es necesario llevar
a cabo previa reduccién del As(V) hasta As(ill). De acuerdo con los
datos bibliograficos, esta pre-reduccién puede llevarse a cabo en dos
tipos de sistemas:

1. Utilizando como reductor el mismo borohidruro de sodio, yoduro de
potasio o cloruro de estaino(ll) siempre en presencia de altas
concentraciones del 4cido clorhidrico (2-6 mol-L™") (38).

2. Utilizando los compuestos con azufre (cisteina o acido tioglicolico),
donde la reaccion se lleva a cabo en ambiente menos acido (43).

Utilizando el procedimiento propuesto en el presente
trabajo, se compararon los dos sistemas de reduccién. En el primer
caso se observd que, con altas concentraciones del acido clorhidrico
(2 molL™) la sefial analitica de arsénico disminuye. El exceso del
acido, que no se absorbe en el filtro con acetato de plomo llega a la
solucién absorbedora provocando la descomposicion del complejo
(DEDTC):As. En el segundo caso se estudiaron los siguientes agentes
reductores: cisteina, B-mercaptoetanol, y acido tioglicélico. En estos
experimentos el pH de la solucién fue 4.5 (tampén de citratos). La
desventaja importante de los reductores con el atomo de azufre es la
formacién del acido sulfhidrico el cual llegando a la solucion
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procedimiento propuesto, se obtuvieron las seifiales analiticas de
arsénico en las cuatro soluciones. Tomando como 100% la sedal
obtenida en las soluciones de As(lll), las sefiales de As(V) fueron 96.5
+1.0 % y 98.1 + 0.8 % respectivamente (n = 3), demostrando muy
buen rendimiento de la reaccion de pre-reduccion.

En cuanto a las formas organicas de arsénico, estas son menos
téxicas que el arsénico inorganico. Si se pretende evaluar el nivel de
las formas de arsénico que pueden tener efectos nocivos en la salud,
es imprescindible cuantificar las especies inorganicas, mientras que la
cuantificacién de las especies organicas no es tan importante. En el
presente trabajo, se estudiaron posibles interferencias de DMAs (acido
dimetilarsinico) en especiacién de As(lll)/As(V) inorganicos. Este
compuesto se tomé como ejemplo de especies organicas en aguas
naturales, ya que ha sido reportado como la especie organica mas
comun en este tipo de muestras (43). El DMAs reacciona con
borohidruro de sodio formando dimetil hidruro de arsénico
(As(CHa),H); esta especie volatil pasa a la solucion absorbedora y
forma el complejo rojo con DEDTCAg. Sin embargo, debido a la
presencia de dos grupos metilicos, el espectro de este complejo tiene
otra forma diferente a los espectros del complejo formado con el As(lll)
inorganico. Utilizando los estandares de As(lll) inorganico y de DMAs
se llevd a cabo el procedimiento propuesto y se registraron los
espectros del complejo del analito y de El en la solucién final
(cloroformo). En la Figura 13, se ve claramente la diferente forma de
las bandas de absorcién de los complejos formados con dos diferentes
especies de As(lll). Debido a una pequefia contribucién espectral del
complejo con dos grupos metilicos en 525 nm, la presencia de DMAs
en la muestra puede provocar interferencias en la cuantificacién de
arsenico inorganico.
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Fig. 13. Espectros de absorcién de complejo de dietil ditiocarbamato
con arsénico y de El obtenidos de las soluciones estandar
de: (—) As;0; (1.6ug As) y (- - -) DMAs (2ug As) .

En base a los resultados presentados hasta ahora, se diseiio el
siguiente esquema de especiacion de arsénico en aguas naturales:

1)  Determinacion de As(Ill) inorganico:

+ Adicién de tampoén de citratos (pH 4.5, concentracién final 0.1
molL"), ya que en estas condiciones el procedimiento
propuesto es selective para cuantificacion de As(Ill) (Fig.3).

¢ Generacién de arsina.

¢ En presencia de DMAs en la muestra, se comete el error
positivo debido a la contribucién espectral del complejo con
dos grupos metilicos en 525 nm (Fig.13).

2) Deteminacién de As(lll) y As(V) inorganicos:

¢ Ajuste a pH 4.5 con tampdn de citratos (concentracion final
1.2 mol-L™).
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3)

¢ Reduccion de As(V) a As(lll) con acido tioglicélico

(concentracién final 0.1mmol-L™").

¢ Generacion de arsina.
¢ En presencia de DMAs en la muestra, se comete el mismo

error positivo debido a una pequefa contribucion espectral del
complejo con dos grupos metilicos en 5§25 nm (Fig.13).

Evaluacién del error cometido en los puntos 1 y 2 debido a
presencia de DMAs:

¢

Oxidacion de As(lll) inorganico hasta As(V) utilizando
permanganato de potasio (concentracién final 0.1 mg-mL™) en
medio del acido clorhidrico (concentracién final (1.2 mol-L™)
(43).

Ajuste a pH 4.5 con citrato de sodio (concentracién final 0.1
mol-L").

Generacién de arsina.

¢ La senal obtenida va a corresponder a la contribucidn

espectral dei complejo con dos grupos metilicos en 525 nm, lo
que permite estimar la interferencia en la determinacién de
As(lll) y As inorganico total llevada a cabo en los puntos 1y 2.

Para verificar si el esquema propuesto permite reducir
interferencias de DMAs en la determinacién de arsénico total

inorganico, se llevaron a cabo los experimentos de recuperacidn
utiizando las soluciones de tres especies de arsénico a

concentraciones conocidas. En cada una de las soluciones se

determiné el arsénico total inorganico (3 replicas). En la Tabla 5 se
muestran la composicion de las soluciones y los resultados de
recuperacion obtenidos sin corregir las interferencias y utilizando
correccion de acuerdo con el punto 3 del esquema propuesto. En esta
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tabla se puede ver, que el esquema propuesto para estimar
interferencias permite obtener los valores de recuperacién
satisfactorios.

Tabla 5

Composicion de las disoluciones y los resultados de recuperacion
de As inorganico total (cada valor presentado es el valor promedio
+ DE obtenido para tres réplicas).

Composicién de la solucién: Cas, )
P Recuperacién + DE, %
pg-L
NaH:As03 | KH,AsO, DMAs Sin correccién | Con correccion
20 20 20 1155 102+9
40 0 20 110+ 3 104+ 6
0 40 20 112+ 6 98 + 12

3.3.7. Parametros analiticos y validacion del procedimiento
propuesto (analisis de arsénico inorganico total).

Para el proceso de calibracion externa se prepararon seis
disoluciones de 40 mL que contenian: 0; 3.75; 7.50; 15.0; 25.0 y ; 40.0
ng-L™" de As(lll), se adicioné tampén de citratos (0.1mol-L™, pH 4.5),
acido tioglicdlico (concentracién final 0.1molL™") y se introdujeron
0.06g de borohidruro de sodio (NaBH4 al 1% en sosa al 0.1%, caudal
0.5 mL-min"!, tiempo 12 min.). La arsina formada fue absorbida en 1mL
de la solucién absorbedora (con El) y se agregaron 2 mL de agua.
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evaluaron tomando absorbancia del complejo (DEDTC)sAs (A= 525
nm) como la sefial analitica (sin E!). Los resultados obtenidos se
presentan en la Tabla 6.

Tabla 6

Caracteristicas analiticas del procedimiento propuesto sin y con
emplec de El.

Parametro Sin El Con El
Coeficiente de correlacién (R?) 0.9993 0.9994
Limite de deteccién (LD), pg-L™ 0.3 0.3
Limite de cuantificacién (LQ), pg-L™ 0.8 1.0
Rango dinamico, pg-L™ 0.8-40 1.040
Precisién a nivel de 2.5 ug-L! As (CV, %) 54 4.2
Precisién a nivel de 40.0 ugL™ As (CV, %) 1.7 0.4

En esta tabla se puede observar, que el empleo del método de
esténdar interno permite mejorar significativamente la precision de los
resultados. El poder de deteccién no se ve mejorado debido a una
incompleta resolucién de las bandas de absorcion del complejo de
analito y de El (Fig. 4). Sin embargo, el limite de cuantificaciéon del
procedimiente propuesto (sin o con empleo de El) es mucho mejor que
para el método oficial (25 pg-L™")(80).

A continuacion se llevd a cabo la validacién del procedimiento
utilizando el Material de Referencia (SRM 1643d: elementos traza en
aguas naturales, NIST). En primer lugar se verificd experimentalmente
que este material no contiene DMAs. Posteriormente, el arsénico fue
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determinado en muestra SRM 10 veces diluida (4 ml de la solucién de
referencia se diluyd hasta 40mi, 3 réplicas). El resultado obtenido
54.7+2 3 pg-L™"' concuerda con el valor certificado por NIST 56.02 +

0.73 pg-L™", lo que demuestra validez del procedimiento desarrollado
para determinacion de arsénico inorganico total.
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CAPITULO 4
CONCLUSIONES

En este trabajo se desarroll0 un procedimiento extracto-
espectrofotométrico para la determinacién de arsénico en aguas
naturales a nivel de trazas. Este procedimiento es una modificacién al
método oficial NOM-AA-46-1981, propuesto con el fin de mejorar sus
parametros analiticos (el limite de deteccion del método oficial 25
pg-L™"). Las modificaciones realizadas son las siguientes:

a) Utilizar borohidruro de sodio en la etapa de generacién de
arsina,

b) Incluir en el procedimiento analitico una etapa de
preconcentracion,

¢) Emplear el método de estandar intemo.

Se utilizé el borohidruro de sodio, ya que este reactivo asegura
una mejor cinética y mejor rendimiento de formacion de arsina
respecto al sistema donde la reduccion se lleva a cabo utilizando el
zinc en presencia de! acido clorhidrico.

En la etapa de preconcentracion se aproveché el efecto de
induccién de separaciéon de las fases (polar y apolar) por adicioén del

agua.

El método de estandar interno se utilizé con el fin de eliminar
los errores analiticos cometidos en el procedimiento.
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Los estudios sistematicos realizados en este trabajo nos
permitieron llegar a las siguientes conclusiones:

1. El esquema de preconcentracién del analito propuesto, que
incluye la etapa de adicion de agua para induccién de
separacion de fase polar y fase apolar, ha permitido lograr el
factor de preconcentracién total de aproximadamente 250
veces.

2. Con las modificaciones propuestas al método oficial se logré
mejorar el poder de deteccién del procedimiento: LD obtenido
es de 0.3 pg-I", mientras que en el método oficial se reporta
25 ug .

3. El estandar interno mas adecuado resulté ser erioglaucina A
cumpliendo con el requisito de semejante comportamiento de
El y de analito durante las etapas del procedimiento. Con el
uso de este estandar interno se obtuvo significativamente
mejor precision del procedimiento. Sin embargo, debido a
que los espectros del complejo de As{lll) con dietil
ditiocarbamato y de erioglaucina A son ligeramente solapados
en las regiones donde se obtiene la sefal del analito y de
estandar interno, no se observé mejoramiento en el limite de
deteccién del procedimiento con respecto a este mismo, pero
sin empleo de El (Tabla 6).

4. En el esquema propuesto para los estudios de especiacion de

las formas inorganicas As(lll)/As(V) se obtuvo muy buenos
valores de recuperacion. (Tabla 5).
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5. Se verificd experimentalmente que, la presencia de DMAs
causa los errores positivos en la determinacion de As(lll) y As
total inorganicos. Se propuso el procedimiento para estimar y,
en su caso, reducir las interferencias observadas.

6. La validez del procedimiento para la determinacion de
arsénico inorganico total en muestras de agua fue demostrada
utilizando el Material de Referencia Certificado (SRM1643d -
elementos traza en aguas naturales).

7. El procedimiento desarrollado puede ser recomendado para la
determinacion de arsénico en aguas naturales no
contaminadas (< 25 pg-L™), pero con bajos niveles del
arsénico organico.
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