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RESUMEN

RESUMEN

En el presente trabajo se desarrollé6 una metodologia para la determinacion de
As(V) y As(lll) empleando un sistema de analisis por inyeccion secuencial (SIA), la
determinacién se realizO mediante deteccién espectrofotométrica basada en la

formacion del complejo arsenomolibdato a 850 nm.

Se ha determinado que altas concentraciones de arsénico en agua potable
pueden provocar dafios a la salud; la Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-
1994 indica como limite permisible de arsénico total en agua potable de 0.33
umol/L (0.025 mg/L), por lo que se desarroll6 una metodologia para la
preconcentracion de arsénico utilizando una minicolumna empacada con una
resina de intercambio aniénico fuerte (QAE Sephadex A-25). Para la
preconcentracion de As(V) se obtuvieron factores de preconcentracion de 118
veces, con un intervalo lineal de 0.07 a 0.67 umol/L (0.005 a 0.05 mg/L) y un limite
de deteccién y cuantificacién de 0.05 pmol/L (3.9 pg/L) y 0.17 umol/L (12.9 ng/L)

respectivamente.

La preconcentracién de As(lll) se llevé a cabo empleando dos metodologias:
A) la primera requirid la oxidacion del As(lll) para posteriormente ser
preconcentrado como As(V) con la resina QAE Sephadex A-25 y B) la segunda
metodologia implicé la retencion de As(lll) en medio basico utilizando la misma
resina QAE Sephadex A-25; después de la elucién con KCI 0.5 mol/L se ajusté a
un valor de pH 1.5 y se llevd a cabo la oxidacién del As(lll) para su determinacién
como As(V) por SIA. En la primera metodologia empleada no se logré establecer
un intervalo lineal, debido a que no existia una relacidén entre la absorbancia y la
concentracion inicial de As(lll), mientras que para la segunda se obtuvo un

intervalo lineal de 0.05 a 0.27 umol/L (0.004 a 0.02 mg/L), un limite de deteccion
de 0.02 umol/L (1.7 pg/L) y un limite de cuantificacion de 0.08 umol/L (5.8 pg/L).



RESUMEN

La oxidacion de As(lll) se llevé a cabo previamente utilizando una minicolumna
empacada con 6xido de manganeso(lV). Los resultados mostraron que se logré

una oxidacion de As(lll) de forma rapida y eficiente (80 %).
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INTRODUCCION

El arsénico es un elemento natural en la corteza terrestre y es el vigésimo
elemento mas abundante. Generalmente se encuentra en pequefias cantidades en
rocas, suelo, agua y aire. En aguas naturales, el arsénico esta comunmente

presente como arsénico inorganico.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha establecido un valor guia
provisional de 0.13 umol/L (0.01 mg/L) para el arsénico en el agua potable como
limite practico de cuantificacién, es decir que se reconoce que aun este limite no

puede ser enteramente libre de riesgos.

Los compuestos de arsénico también han sido evaluados por la Agencia
Internacional de Investigacion sobre Cancer (IARC). La evaluacion general fue que
los compuestos de arsénico son cancerigenos para los humanos, esta evaluacion
se aplica al grupo de productos quimicos en su conjunto (compuestos organicos e
inorganicos de arsénico) y no necesariamente a todos los productos quimicos

individuales dentro del grupo.

La modificacién del 2000 a la Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994
indica que el limite permisible de arsénico en agua potable es de 0.33 umol/L, lo
cual corresponde a 0.025 mg/L, en la modificacion se sehald que este la
concentracion de arsénico total en agua se ajustaria anualmente pasando de 0.05
a 0.025 mg/L, el ajuste gradual fue debido a las posibles dificultades técnicas para

cuantificar dichas concentraciones.

El analisis de arsénico se realiza normalmente utilizando espectroscopias
atomicas tales como espectroscopia de absorcion atomica-Generador de hidruros
(HG-AAS), espectroscopia de absorcion atémica-horno de grafito (GF-AAS),
espectroscopia de emisién atdmica-Plasma de acoplamiento inductivo (ICP-AES)
y espectrometria de masas-Plasma de argon de acoplamiento inductivo (ICP-MS).
Otros métodos menos empleados son los métodos colorimétricos, basados en

luminiscencia, electroquimicos y biosensores.



INTRODUCCION

La Norma Mexicana NMX-AA-051-SCFI-2001 corresponde al método de
prueba para la determinacion de metales por absorcién atomica en aguas
naturales, potables, residuales y residuales tratadas, dicho método utiliza HG-AAS
y GF-AAS. Los métodos propuestos por la Norma Mexicana para la determinacion
de arsénico poseen alta sensibilidad, amplio intervalo lineal y buena selectividad
aunque requieren de equipos costosos, instalaciones especiales, gases costosos y

el gasto y desecho de reactivos suele ser mayor que el de los métodos en flujo.

La técnica de analisis por inyeccion secuencial, (SIA por sus siglas en inglés)
forma parte de las técnicas analiticas de flujo continuo, las cuales han logrado la
automatizacion de muchos procesos analiticos, miniaturizando las
determinaciones con la ventaja de disminuir el gasto y desechos de reactivos y
muestras. Se ha reportado el empleo de configuraciones SIA para la
determinacién de arsénico, Semenova y colaboradores (2000) desarrollaron una
configuracion SIA para la generador de hidruros y utilizaron como sistema de
deteccidén espectroscopia de fluorescencia atémica, Canizares y Ramirez (2009)
desarrollaron un método SIA emplearon la reaccion de azul de molibdeno y por su
parte Boonjob y colaboradores (2013) reportaron un trabajo donde se propuso un

método SIA utilizando la reaccion de decoloracion del permanganato de potasio.

En este proyecto se optimizé la preconcentracién de As(lll) y As(V) utilizando
una resina de intercambio anionico fuerte y la posterior determinacion utilizando un
sistema de analisis por inyeccidon secuencial y deteccion espectrofotométrica
basada en la formacién del complejo arsenomolibdato. Debido a que la formacion
del complejo sélo se lleva a cabo con As(V), dentro del sistema de flujo se incluyé

un paso de oxidacion.

El método desarrollado tiene como finalidad aplicarse en el analisis de
muestras de agua potable (agua embotellada, agua de la llave y agua de rio) asi

como su evaluacion en agua subterranea.



OBJETIVOS E HIPOTESIS

OBJETIVOS
Objetivo general.

Utilizando la técnica analitica de Analisis por Inyeccion Secuencial (SIA) proponer
diferentes metodologias para determinar As(lll) y As(V) a concentraciones
menores a 0.33 umol/L (0.025 mg/L), cuya concentracién corresponde al limite
permisible de arsénico total en agua potable segun establece la modificacion del
ano 2000 a la NOM-127-SSA-1994.

Objetivos particulares.

e Determinar las condiciones Optimas de los parametros quimicos e
hidrodinamicos de la reaccion de formacién del complejo arsenomolibdato con
As(V) por SIA.

e Evaluar los parametros hidrodinamicos para el proceso de oxidacion de As(lll)

en linea empleando una minicolumna empacada con 6xido de manganeso (1V).

e Determinar los parametros quimicos e hidrodinamicos 6ptimos para el proceso
de preconcentracion en linea de As(lll) y As(V) empleando una columna de

intercambio anionico fuerte (QAE Sephadex A-25).

e Elaborar las curvas de calibracion para la determinacion de As(V) y As(lll), y

las curvas de preconcentracion para ambos analitos.

e Determinar el limite de deteccidn, el limite de cuantificacién y la precision para

las metodologias desarrolladas.
HIPOTESIS

Al emplear una minicolumna empacada con 6xido de manganeso(lV) sera posible
llevar a cabo la oxidacion de As(lll) a As(V) para su posterior preconcentracion

utilizando una resina de intercambio aniénico fuerte a un pH neutro.
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CAPITULO I. FUNDAMENTO TEORICO
1.1 PROCEDENCIA DEL ARSENICO

El arsénico es el vigésimo elemento mas abundante en la corteza terrestre. El
arsenico ha llegado a ser cada vez mas importante por sus efectos en la salud
humana, sus efectos toxicoldgicos y ambientales, asi como en la geoquimica (Ma
et al., 2014).

El arsénico es un elemento encontrado en la atmdsfera, suelo, roca, aguas
naturales y organismos. Este puede ser movilizado a través de una combinacion
de procesos naturales como son efectos de la erosion, la actividad bioldgica y las
emisiones volcanicas asi como a través de diferentes actividades antropogénicas
como: la actividad minera, la combustion de combustibles fésiles, preservacion de
madera y antiguamente el uso de pesticidas compuestos por arsénico (Hung et al.,
2004).

Se ha reportado la aparicion natural de arsénico en aguas subterraneas en
muchos paises como son Bangladesh, India, Chile, Argentina, Hungria, Filipinas,
China, México, Polonia, Japén y Estados Unidos (Hao et al., 2015), los niveles de
arsenico son significativamente mas altos que los recomendados por la

Organizacion Mundial de la Salud (OMS) que corresponde a 0.13 uM (0.01 mg/L).

Se ha determinado que la disolucion de arsénico presente en sedimentos en
areas no mineras puede lograrse en ambientes reductores caracterizados por un
bajo potencial redox, baja disolucion de oxigeno, altas concentraciones de Fe, Mn
y NH;*, baja concentracion de sulfatos, alta alcalinidad y posiblemente alta

cantidad de materia organica disuelta (> 10 mg/L) (Smedley y Kinniburg, 2002).
1.1.1 NIVELES AMBIENTALES DE ARSENICO

El arsénico y sus compuestos han sido clasificados en el grupo | carcinbgenos

(IARC, 1987). La contaminacion con arsénico puede tener efectos no
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cancerigenos y cancerigenos. Los padecimientos no cancerigenos corresponden
a hipertensiéon, enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares, diabetes
mellitus, queratosis y neurotoxicidad, y los padecimientos cancerigenos como

cancer de piel, pulmén, vejiga e higado (Ng et al., 2003).

Los niveles de arsénico presentes en alimentos se encuentran normalmente
por debajo de 0.25 mg/kg (Jelinek y Corneliussen, 1977), mientras que las
concentraciones de arsénico en organismos marinos y algas marinas, son en
general considerablemente mas altas que en otros alimentos. Muchas especies de
pescado contienen entre 1 y 10 mg/kg, mientras que los crustaceos y algas

pueden contener mas de 100 mg/kg (Lunde, 1973).

El arsénico esta ampliamente distribuido en aguas superficiales, subterraneas
y potables. El agua de mar generalmente contiene concentraciones de 0.01 a 0.07
pmol/L (0.001-0.005 mg/L) (Ferguson y Gavis, 1972). La concentracion de
arsénico en los rios y lagos varia considerablemente de 0.13 a 1.34 umol/L (0.01-1
mg/L) (Andreae, 1978).

En agua potable, segun lo recomendado por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) la maxima concentracion permisible (MPC) de arsénico total es de
0.13 pmol/L (0.01 mg/L), mientras que los valores limite de las especies de
arsenico no estan establecidas. Japon y la unidon europea establece el mismo
limite que la OMS (EPA 2001, Flanagan, et al., 2012). En México, la Norma Oficial
Mexicana NOM-127-SSA1-1994, ajustada en 2000, establece el limite permisible
de 0.33 umol/L (0.025 mg/L) y existe un proyecto para la NOM-250-SSA1-2014 la
cual propone un limite permisible de 0.13 umol/L (0.01 mg/L).

Finalmente el arsénico en el aire es usualmente una mezcla de particulas de
arsenito y arsenato (EPA, 2012). Niveles medidos en aire ambiental en Estados
Unidos han sido reportados en un intervalo de <1-30 ng/m® en areas remotas y de

10-20 ng/m® en areas urbanas.
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1.2 IMPORTANCIA DE LA ESPECIACION DE ARSENICO

En aguas naturales, el arsénico es comunmente encontrado como arsenico
inorganico, mientras que las especies organicas de arsénico pueden encontrarse
en muestras marinas y biolégicas. Las especies inorganicas del arsénico son mas
téxicas que su contraparte organica. Las especies inorganicas son encontradas en
el agua en forma de As(V) y As(lll) como acidos (acido arsénico y acido arsonico).
Las formas de As(lll) son mas téxicas que las formas de As(V) (Sarkar et al.,
2008). Por lo tanto, la determinacion de ambas especies de arsénico es de vital
importancia para analizar la calidad del agua. En aguas naturales el As(lll) se
encuentra en concentraciones menores comparados con As(V), lo que hace dificil
la deteccion directa y los pasos de preconcentracion son necesarios. (Smedley y
Kinniburg, 2002).

La arsenobetaina (AsB) ha sido la especie de arsénico mas encontrada en la
fauna marina, mientras que en las algas las especies de arsénico mas
frecuentemente encontradas son las arsenoazucares, comunmente llamados
glicerol, fosfato, sulfonato y sulfato azucares. Otras especies organicas de
arsénico normalmente encontradas son: el acido monometilarsonico (MMA), el
acido dimetilarsinico (DMA), el oxido de trimetilarsina (TMAO), el ion
trimetilarsonio (TETRA) y la arsenocolina (AsC). En la figura 1.1 se presentan las

estructuras correspondientes.

Estudios de toxicidad han mostrado que diferentes formas exhiben diferentes
toxicidades. Por lo cual los valores de dosis letal (LDsg) de arsenito, arsenato,
acido monometilarsonico (MMA), acido dimetilarsinico (DMA) son 14, 20, 700-
1800 y 700-2600 mg/kg respectivamente (Cao et al., 2009).
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OPO,CH,CHOHCH,OH  Fosfato azucar, PO,-sug
SO, Sulfonato azucar, SO,-sug

0SO,- Sulfato azucar, SO ,-sug

Figura 1.1. Estructura quimica de los compuestos mas comunes de arsénico (Pardo, 2010 y
Garcia-Salgado et. al., 2012)

1.3 DETECCION DE ARSENICO

Los métodos empleados para la determinacion de arsénico son muy variados,
y abarcan desde el empleo de métodos colorimétricos como es la reaccion de azul
de molibdeno, métodos basados en luminiscencia, métodos electroquimicos, el

empleo de biosensores, asi como las espectroscopias atdmicas.
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1.3.1. METODOS COLORIMETRICOS
1.3.1.1 Espectroscopia de absorcion molecular UV/visible

La espectroscopia de absorcion se basa en la absorcion neta de la radiacion
electromagnética de una especie quimica a una frecuencia caracteristica, la cual
corresponde a la energia de transicion entre diferentes niveles de energia

vibracional o electrénica.

La absorbancia (A), se define como el cologaritmo de la transmitancia (T), la
cual es la respuesta que se mide con un espectrofotometro UV-Vis de

absorbancia, y se define en la ecuacién 1.1.

lo
A= Iog(l—) =—logT  Ecuacion 1.1

donde Ip es la intensidad incidente del haz de luz e | es la intensidad medida
después de que ha pasado a través de la muestra en disolucion, es decir, después
de que parte de este haz ha sido absorbido por dicha muestra. Al cociente de

estas intensidades se le conoce como transmitancia.

Se ha demostrado que la absorbancia varia con el paso Ooptico | y la
concentracion de la muestra C. A esta relacion se le conoce como la ley de

Lambert-Beer (Ecuacion 1.2)

A = ClI Ecuacion 1.2

Donde ¢ es el coeficiente de absortividad molar. Los valores de ¢ varian
enormemente, segun la intensidad de la transicion. La proporcion entre la

absorbancia y la concentracion permite medir propiedades que dependen de ésta.

La ley de Lambert-Beer es valida para disoluciones diluidas (<0.01 mol/L) y se
aplica a la radiacion monocromatica. Si la disolucion esta concentrada, las
interacciones entre las moléculas del soluto no son despreciables, lo cual ocasiona
cambios en sus propiedades (como la absortividad molar), y esto lleva al

incumplimiento de dicha ley (Harris, 2001).

10
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1.3.1.2 Instrumentacion para espectroscopia utilizando métodos en flujo

Los instrumentos para medir la absorcidén de la radiacién ultravioleta y visible
constan de los siguientes componentes: a) fuente de radiacién, b) selector de
longitud de onda, c) celda de flujo (recipiente para la muestra), d) detector de la
radiacion. A continuacion se detallaran cada uno y se hablara en especificé de los

componentes utilizados en un sistema miniaturizado empleando fibras épticas.

1.3.1.2.1 Fuente de radiacion

Puede hacerse uso de lamparas convencionales, tales como laseres,

lamparas de xendn, de nedn, de halégenos, de wolframio.

En el presente trabajo se utilizd una lampara de wolframio y deuterio. Una
lampara de wolframio es una excelente fuente de radiacion continua visible y de
radiacion infrarroja proxima. Un filamento tipico de wolframio trabaja a una
temperatura de aproximadamente 3000 K, produce radiacion util en el intervalo de
320 a 2500 nm. Este intervalo cubre toda la region visible y también parte de la
region UV e IR. La espectroscopia UV normalmente utiliza una lampara de arco de
deuterio, en la que una descarga eléctrica (una chispa) disocia D, y emite
radiacion UV desde 200 a 400 nm (Harris, 2012).

1.3.1.2.2 Selector de longitud de onda

La discriminacion de la radiacion es de suma importancia en el caso de
utilizacién de fibras opticas en las que a su vez viajan tanto la luz procedente de la

fuente como la que procede de la muestra.

Un monocromador dispersa la luz separando las longitudes de onda que la
componen, y selecciona una banda estrecha de longitudes de onda, que es la que

atraviesa la muestra y llega al detector.

Una red de difraccion es un componente optico que trabaja por reflexiéon o
transmisién, y que consta de una serie de rayas grabadas muy proximas entres si,

cuando se refleja o transmite la luz de una red, cada raya se comportara como una

11
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fuente independiente de radiacion. EI cambio de direccion de los rayos de luz de

una red se llama difraccion (Harris, 2012).

1.3.1.2.3 Celda de flujo (recipiente para la muestra)

La muestra se encuentra en una celda de flujo (figura 1.2), la cual permite que
la disolucion circule continuamente. Las celdas de flujo se construyen de diversos
materiales como son teflén, plexiglas, Poliéter étercetona (PEEK) o acero
inoxidable de alto grado. El volumen de las celdas de flujo va de 2 a 260 uL vy

pueden tener un paso optico que va de 2.5 a 100 mm.

Figura 1.2. Celda de flujo (FlAlab, 2015)

1.3.1.2.4 Detector

En el presente trabajo se utilizd un detector de acoplamiento de carga (CCD),
el cual es un detector muy sensible que almacena cargas fotogeneradas en una
estructura bidimensional. El detector, tal como se muestra en la figura 1.3a consta
de Si dopado-p sobre un sustrato dopado-n. Esta estructura se cubre con una
capa aislante de SiO,, encima de la cual se coloca un panel de electrodos
conductores de Si. Cuando la region dopada-p absorbe luz, pasa un electrén a la
banda de conduccidén, dejando un hueco en la banda de valencia. El electron es

traido a la region que se encuentra debajo del electrodo positivo, donde se

12
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almacena. El hueco migra al sustrato dopado-n, donde se combina con un
electron. Cada electrodo puede acumular 10° electrones, antes que los electrones

se desborden hacia elementos adyacentes.

+ 10 voltios

Direccion del
: Luz ; .
Aislante desplazamiento en serie fficad
de SiO, Electrodo de Si — Amplificador

‘ Registro en serie  H H>—

DO

Electrones k‘é(@\\

almacenados

Direccion de
debajo de :IZZ transferencia
un electrodo Electrén y de imagen
pOSitiVO hueco

generado
Si dopado-p por un foton

Sustrato de Si dopéd.@%n |

384 columnas

a) b)

Figura 1.3 Representacion esquematica de un detector de acoplamiento de carga. a) Vista de
una seccion transversal, donde se ve la generaciéon de carga, y su almacenamiento en cada
pixel. b) Vista desde arriba, donde se aprecia la naturaleza bidimensional de una estructura

concreta. (Harris, 2012)

El detector de acoplamiento de carga es una estructura bidimensional, como
se muestra en la figura 1.3b. Después de un tiempo de observacion deseado, los
electrones acumulados en cada pixel (elemento de imagen) de la ultima fila, pasan
al registro en serie de la parte superior, y a continuacién cada pixel se va
trasladando sucesivamente a la derecha, donde se lee la carga almacenada. A
continuacion sube la fila y también se lee, repitiéndose la secuencia hasta que se
lea toda la estructura. La transferencia de cargas almacenadas se realiza
mediante un entramado de electrones, considerablemente mas complejo que el

que se indica en la figura 1.3a. La transferencia de carga de un pixel al siguiente

13
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es muy eficiente, con una pérdida de aproximadamente 5 electrones por cada

millon de electrones (Harris, 2012).

1.3.1.2.5 Fibra optica: propagacion de la radiacion

La fibra optica es capaz de transportar la radiacion electromagnética a
grandes distancias con pérdidas muy pequefas en su intensidad. La radiacién
procedente de la fuente debe acoplarse 6pticamente a la fibra éptica asi como la

radiacién emitida por la muestra debe acoplarse al detector.

La utilizacion de haces de fibra produce pérdidas adicionales porque las fibras
de deteccion no recogen toda la radiacion producida por la muestra. Dichas
pérdidas aumentan con la distancia cuando las fibras tienen un menor angulo de
solapamiento. La mayor eficiencia de acoplamiento es cuando la muestra es
grande en relacion al campo de vista del haz de deteccion. El tamafno del haz de
las fibras Opticas afecta la cantidad de luz que llega a la muestra, asi como la

cantidad de luz recolectada (Barrero, 1994).

La seccidn transversal de una fibra Optica se encuentra representada en la
figura 1.4. En ella se observa que esta formada por tres partes: un nucleo, el
revestimiento de materiales transparentes a la radiacion empleada y una funda
protectora, El nucleo constituye el soporte fisico de la radiacion que se conduce y
el revestimiento ayuda al confinamiento de dicha radiacién. La fibra suele
recubrirse por una funda externa, generalmente plastica que proporciona

proteccidon mecanica y térmica a la fibra.

14
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Figura 1.4. Construccién de una fibra 6ptica

El principio por el cual la fibra “conduce” la radiacion por el camino deseado se
basa en la reflexién total que tiene lugar en un material de alto indice de refraccion
n, a llegar a la interfase con un material (revestimiento) de menor indice de
refraccién n,, siempre que la radiacion penetre en la fibra con un angulo menor
que el angulo de aceptacion o critico. La relacion entre el angulo de incidencia y el
de refraccion viene dada por la ley de Snell que se presenta en la ecuacion 1.3.
(Barrero, 1994)

nysen 6, =n,sen & Ecuacion 1.3
1.3.1.3 Reaccion de formacion del azul de molibdeno

El método propuesto esta basado en la reaccidon de iones arsenato con
molibdato en medio acido para formar los heteropoliacidos de molibdeno
correspondientes. Estos compuestos son de color amarillo, tienen una estructura
tipo jaula que tiene la capacidad de reducirse y oxidarse sin apenas modificar su
estructura (Pope, 1983)

Cuando son tratados con un reductor como el acido ascérbico o estano (ll) se
logra reducir el estado de oxidacion del molibdeno de VI a V en un equivalente de
diez de los doce atomos de la jaula, asi el compuesto resultante es el
heteropoliacido conocido como azul de molibdeno (Themelis, 2004) cuyo maximo
de absorbancia en el espectro electromagnético se encuentra alrededor de los 850

nm. Se presenta la reaccion y la estructura del azul de molibdeno en la figura 1.5.
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Es importante mencionar que los arsenitos no reaccionan con el molibdato y
es necesario transformar a arsenatos mediante un proceso de oxidacion. La

reaccion también es positiva con silicatos y fosfatos.

H,PO, H,[P(M0,0,},]
+ 10H,0
+ - 2
H.AsO 120 Mo0, H.[As(Mo,0;)]
3 il
H
O
3 Hﬂm\ﬁu
HO DM

OH
H..[PMo,.0, ] :
3 2oel . (J\II,_D
0 0]
HO

H3[AsMo,;0,,] -

b)

Figura 1.5. a) Reaccion para formacion del heteropoliacido de molibdeno. b) Estructura de a

Keggin para el azul de molibdeno (Silva, 2007)

Entre las ventajas que posee el empleo de la reaccion de azul de molibdeno
con deteccion espectrofotométrica para la determinacién de arsénico es que tiene
buena precision, la adquisiciéon de datos es facil, muy bajo costo de operacién y
las desventajas son la interferencia de fosfatos y silicatos y que se requieren
procesos de preconcentracion para la cuantificacion de bajas concentraciones
(Niedzielski et al., 2003).
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Se han reportado diversos trabajos empleando la reaccién de azul de
molibdeno, Hanrahan y colaboradores (2009) disefiaron y desarrollaron un
instrumento de inyeccion automatica para la determinacion de arsenitos [As(lI)] y
arsenatos [As(V)] en aguas naturales. Para determinar el As(lll) como As(V) se
realizé un proceso de oxidacion empleando una mezcla de KI/KIO3. El limite de
deteccién encontrado fue de 0.79 y 0.98 umol/L (0.059 y 0.073 mg/L) para As(lll) y
As(V) y el intervalo lineal de 1-50 umo/L (0.075-3.7 ppm).

1.3.1.4 Otras reacciones colorimétricas

El método de dietilditiocarbamato de plata, se utiliza para determinar
directamente el As(lll), para el As(V) y los compuestos organicos del arsénico
deben tratarse primero para transformarlos en As(lll). ElI As(lll) se transforma a
arsina usando una disolucién de zinc y acido clorhidrico, el gas se hace pasar por
un filtro de algoddn impregnado con acetato de plomo para posteriormente llegar a
un contenedor que tiene una disolucion de dietilditiocarbamato de plata en piridina.
La arsina forma un compuesto color rojo que tiene un maximo de absorbancia a

540 nm cuyo valor es proporcional a la concentracion (ASTM 2972-03).

El método de decoloracién del permanganato de potasio, se emplea para la
determinacién de As(lll). ElI As(lll) se transforma en arsina empleando una
disolucion de acido clorhidrico y borohidruro de sodio, el gas se hace pasar a
través de una celda de pervaporacion y posteriormente se hace reaccionar con
una disolucién de permanganato de potasio. Se mide la disminucidon en la
absorbancia de la disolucion del permanganato de potasio, a 528 nm (Rupasinghe
et al., 2004).

1.3.2 METODOS BASADOS EN LUMINISCENCIA
1.3.2.1 Fluorescencia

La fluorescencia es un proceso de emision de luz por una molécula después

de absorber una radiacion inicial (luz de excitacién). Una molécula M pasa de un
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estado de energia mas bajo (comunmente llamado estado basal) a un estado

excitado M* por absorcion de energia.

El proceso de emision puede llevarse a cabo cuando la molécula regresa al
estado inicial sin cambiar la longitud de onda de la luz absorbida. Sin embargo, es
posible que parte de la energia de la molécula excitada M* se pierda por procesos
de no radiacion como coaliciones con otras moléculas. En este caso, el electrén
puede ir a otro estado electronico excitado con mas baja energia y entonces
emitiendo un fotdn, para alcanza el estado basal. También es posible que no
existan estados electronicos intermedios, pero las moléculas adquieren un nivel
energético vibracional mas bajo y regresan a estados basales emitiendo un fotén
como se observa en la figura 1.6 (Moldoveanu y David, 2013).

(a) (b)

stade electronico . Hiveles
excitado 1 ] ' vibracionales
) Mo radiacion . . .

Estado electronico ; Estado electronico Pl Hiveles

r excitado 1 excitado 1 vibracionales
Absorcion Fluorescocencia _ i
E v =AE Jh vo=AE/h Absorcion Fluorescoencia
L £ v;=AE;h '."-‘.".E_-.'T‘.
Estado electronico b Estado electrénico L } Niveles
basal basal vibracionales

Figura 1.6. a) Esquema simplificado de las transiciones electrénicas durante la
fluorescencia. Niveles energéticos vibracionales no se muestran. b) Esquema simplificado
de las transiciones electrénicas durante la fluorescencia. La diferencia en emisién llega de

la diferencia en los niveles (Moldoveanu y David, 2013)

El empleo de este sistema de deteccidon involucra alta selectividad en las
determinaciones y la sensibilidad es igualmente mas elevada que en
procedimientos espectrofotométricos porque las interferencias de la matriz son
menores, sin embargo la desventaja es que las aplicaciones son limitadas.
(Pimenta et al., 2006)

Hosseini y Nazemi (2013) desarrollaron un método para la especiacion de

arsénico por combinacion de la preconcentracion de As(V) empleando una resina
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de intercambio anidnico fuerte y determinacion espectroflurométrica. El As(V)
extraido de la columna de intercambio i6nico fue tratado con nanoparticulas de
CdS cubiertas con L-cisteina (QDs, quantum dots) y la medicién de la
fluorescencia de los QDs debida a la reduccién de As(V) por L-cisteina fue
considerada como una sefial correspondiente a la concentracion de As(V). El
As(lll) fue también determinado, se realizd la oxidaciéon del As(lll) a As(V) con
H,0, y fue determinado el As total. El limite de deteccién fue de 0.01 umol/L (0.75
ug/L) y se analizaron muestras de agua de rio, de la llave y de manantial, con
recobros del 94 al 106 %.

1.3.2.2 Quimioluminiscencia

La quimioluminiscencia es la emision de luz como un resultado de una
reaccion quimica. Ciertos compuestos logran estados de energia excitado en
reacciones quimicas especificas y emision de luz siguiendo de una transicién a un
estado basal. Al igual que la fluorescencia posee alta selectividad y sensibilidad

pero sus aplicaciones son limitadas.

Lomonte y colaboradores (2007) reportaron un trabajo sobre la determinacién
de As(lll) en muestras acuosas, utilizando una configuracién de Analisis por
inyeccion en flujo (FIA) el As(lll) es convertido en arsina. La arsina generada pasa
a través de una celda de difusion de gases y reacciona con el ozono y es medida
la quimioluminiscencia. El método posee un intervalo lineal de 0.008 a 334 umol/L
(0.6 png/L a 25 mg/L) y un limite de deteccion de 0.008 umol/L (0.6 ng/L) y fue

posible evaluar 300 muestras por hora.

Rehman y Yaqoob (2008) desarrollaron un método rapido y simple para la
determinacién As(V) empleando analisis por inyeccion en flujo, el método basado
en una deteccion de quimioluminscencia con Iluminol. EI heteropoliacido
molibdoarsénico en presencia de vanadato de amonio en condiciones acidas
genera emision quimioluminiscente via la oxidacion de luminol. El limite de

deteccion fue de 0.002 umol/L (0.15 ug/L).
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1.3.3 METODOS ELECTROQUIMICOS

Los métodos electroquimicos son adecuados para la determinacion de
arsénico debido a sus caracteristicas tales como sensibilidad, selectividad
controlable, buena precision y exactitud, simplicidad y facil manejo de la sefial
(Pimenta et al., 2006).

1.3.3.1 Voltamperometria

La voltamperometria de redisolucion anddica (ASV) y catédica (CSV) son
técnicas electroquimicas muy usadas para la determinacion de arsénico. Estas
técnicas se realizan en dos pasos principalmente, en el primero se deposita el
analito sobre un microelectrodo normalmente desde una disolucidon agitada,
después de un tiempo perfectamente medido se detiene la electrélisis y la
agitacién, entonces se mide voltamperométricamente, durante la segunda etapa el

analito depositado en el microelectrodo se redisuelve.

En el anadlisis ASV se deposita As elemental en el microelectrodo vy
subsecuentemente se hace un barrido anddico para obtener la sefial de la

formacion de As>* (Ramirez, 2007).

El analisis CSV de arsénico se realiza por polarografia, primero se
preconcentra la muestra en un medio fuertemente acido y después se hace un
barrido de potencial en direccion catédica donde se obtiene un pico debido a la
formacion de arsina. Para lograr la deposicion de arsénico con estado de
oxidacion Ill se coloca otro metal en el medio (Como Cu), asi se logra la

deposicion de CusAs;.

Otras técnicas voltamperométricas utilizadas para determinar arsénico son la
voltamperometria lineal de barrido (LSV), voltamperometria ciclica (CV) y

voltamperometria por diferencial de pulsos (DPV).

El analisis por LSV es una técnica en la que se impone un potencial inicial E;, y

se realiza un barrido de potencial hasta un valor final E;;. A esto se le llama
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comunmente barrido de inicio o de ida. La voltamperometria ciclica (CV) es una
extension de la técnica de barrido lineal, en la que se adiciona un barrido de
regreso hasta un valor de potencial E;» que puede ser o no igual al potencial de
inicio E;. La voltametria de pulso diferencial (VPD) consiste en una serie de pulsos
a manera de escalera, donde el potencial de base aumenta gradualmente en
pequeinos intervalos entre 10 y 100 mV. La amplitud de pulso se mantiene

constante con respecto al potencial de base (Garcia, 2015).

1.3.3.1.1 Electrodos de trabajo para la cuantificacion de arsénico

Los electrodos de trabajo mas utilizados son muy costosos y téxicos (Au y
Hg), estos muestran bajos limites de deteccién, por ello tienen un amplio uso en

las determinaciones de arsénico a pesar del transcurso de los afos.

Con el objetivo de minimizar costos, se han desarrollado metodologias que
utilizan electrodos de trabajo mas econdmicos, aunque alcanzan limites de
deteccién un poco mayores a los obtenidos por electrodos convencionales. Los
electrodos de trabajo de carbono donde en su superficie se depositan
nanoparticulas de Au, Pt, Co y Bi, representan metodologias mas rentables para
su uso (Lopez, 2013).

Tabla 1.1. Electrodos voltamperométricos para la cuantificaciéon de arsénico (Lépez, 2013)

Método analitico Electrodo de trabajo Limite de deteccion, ug/L
ASV Au 0.015
ASV Au/Oxido de indio-estafio 5.000
ASV Au/Grafito 0.400
Csv Hg 0.300
Csv Au 0.037
Ccsv Dietiditiocarbamato de sodio/Hg 0.004
LSV Au 0.040
LSV Au/Oxido de indio-estafio 5.000
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Tabla 1.1 continuacidén. Electrodos voltamperométricos para la cuantificacion de arsénico
(Lopez, 2013)

Método analitico Electrodo de trabajo Limite de deteccion, pg/L
cv Ir/Diamante dopado con boro 1.500
cv Pt/Carbon vitreo 2.100
cv Co/Carbon vitreo 0.820
cv Diamante dopado con boro 270.0
DPV Chitosan/Carbon vitreo 50.00
DPV 3-mercapto-1-propensulfonato de 34.00

sodio/Au

1.3.3.2 Amperometria

La amperometria es propiamente la medicion de la corriente eléctrica
generada por un proceso de excitacidn respuesta, esta respuesta (i) esta en
funcién de la concentracién de la disolucién estandar, para llevar a cabo esta
determinacién es necesario aplicar un potencia fijo (E). La amperometria es muy
sensible y puede emplearse para detectar respuestas a concentaciones de 10°

mol/L o menores.

Se han reportado el empleo de la deteccion amperométrica utilizando un
sistema inyeccion en flujo y una celda de pervaporacion. El sistema se baso en la
generacion de la arsina para la separacion del As(lll) de la matriz de la muestra y
reducir las interefencias de la matriz. Los resultados obtenidos con el método
propuesto no mostraron diferencias estadisticamente significativas con la
espectroscopia de absorcion atomica-generacion de hidruros (Rupasinghe et al.,
2009).
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1.3.4 METODOS BASADOS EN ESPECTROSCOPIAS ATOMICAS

1.3.4.1 Espectroscopia de absorcion atémica (AAS) y Espectroscopia de

fluorescencia atémica (AFS)

En la espectroscopia de absorcion atdomica (AAS) la muestra es aspirada
hasta una llama que se puede encontrar a una temperatura de 2000-3000 K. El
liquido se evapora y las particulas sodlidas resultantes se atomizan (se
descomponen en atomos) en la llama. El camino 6ptico de la llama suele ser de 10
cm. La lampara de catodo hueco, tiene un catodo del elemento a analizar. Cuando
se bombardea el catodo con iones de Ne® o Ar’ energetizados, los atomos
excitados del elemento se vaporizan y emiten luz de las mismas frecuencias que
las que absorben los atomos del elemento de interés, posteriormente hay un

detector convencional que mide la cantidad de luz que pasa por la llama.

En la técnica de fluorescencia atdmica se irradian los atomos formados en la
llama con un laser, que los eleva a un estado excitado, que pueden emitir

fluorescencia al volver al estado fundamental. (Harris, 2012).

El empleo de AAS en la determinacién de arsénico posee como ventajas un
bajo costo de operacion, facil uso, rapido, sin embargo las desventajas con las que
cuenta es la pobre sensibilidad, una senal de fondo alta, alto consumo de muestra,
empleo de gases peligrosos. En cuanto a AFS posee como ventajas una alta
sensibilidad, intervalo lineal mas amplio que AAS, bajo costo de inversion y la

desventaja es la aplicacion a elementos que generan hidruros (Pardo, 2010).
1.3.4.2 Espectroscopia de absorciéon atdmica-Horno de grafito (GF-AAS).

También conocida como espectroscopia de absorcion atomica con
atomizacion electrotérmica (ET-AAS). La funcion del sistema de atomizacién por
horno de grafito es generar una poblacion de atomos libres en estado basal de
manera que la energia luminosa del haz puede ser absorbida y medida. En ET-
AAS la llama se sustituye por una corriente eléctrica alta que al ser aplicada a un

tubo de grafito y este al ser un material no conductor eleve su temperatura. El
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procedimiento de atomizacion consta de tres etapas principales, la primera es el
secado, en la cual se lleva a cabo la remocion del disolvente presente en la
muestra, seguida de la calcinacion donde la materia organica e inorganica es
eliminada y por ultimo la atomizacion donde se encuentran los atomos en estado
basal (Nonato, 1998).

Se ha determinado que hay interferencias cuando en la muestra hay presencia

de cobre, plomo, zirconio, bario y estafio principalmente (Gallardo y Masini, 2000).

La técnica de GF-AAS tiene como ventajas bajos limites de deteccion y el
empleo de volumenes de muestra pequenos (5-50 pL), el equipo es compacto y el
costo de inversion es moderado y las desventajas que posee son la baja

frecuencia de analisis, asi como la baja precision (Lajunen et al., 2004).

Husakova y colaboradores (2007) desarrollaron un método para la
determinacién directa de arsénico en cerveza utilizando GF-AAS, empleando
como modificador quimico Pd. Se obtuvo un intervalo lineal de 0.07 a 1.34 umol/L
(5-100 pg/L) y un limite de deteccion de 0.02 umol/L (1.3 ug/L). Se analizaron 6

muestras de cerveza con concentraciones que iban de 0.4 a 0.51 umol/L (30-38
ng/L).

1.3.4.3 Espectroscopia de absorcién atémica -Generador de hidruros (HG-
AAS)

La técnica de generacion de hidruros proporciona un método para introducir
muestras que contienen arsénico, antimonio, estafo, selenio, bismuto, mercurio y
plomo en un atomizador en forma de gas. Generalmente se pueden generar
rapidamente hidruros volatiles adicionando una disolucion acuosa acidificada de la
muestra a una disolucion de borohidruro de sodio, tal como se representa en la

reaccion:

3BH4 + 3H" + 4H3AsO3; — 3H3BO3 + 4AsH;3 T+ 3H,0
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El hidruro volatil, en este caso la arsina, es arrastrado a la camara de
atomizacion por un gas inerte. La camara generalmente es un tubo de silice
calentado a varios cientos de grados centigrados en un horno o en una llama,
donde se descompone el hidruro originandose los atomos del analito. La
concentracion del mismo se determina por la medida de la absorcion o de la
emision (Skoog, 2008).

HG-AFS ha sido reportada por ser similar al ICP-MS respecto a sensibilidad e
intervalo de calibracion lineal, aunque tiene algunas ventajas para el analisis de
especiacion como son simplicidad y costos de corrida (Lindberg, et al., 2007).
Otras ventajas con las que cuenta es la automatizacion en sistemas de analisis
por inyeccion en flujo, alta frecuencia de andlisis, bajos limites de deteccion, con
las desventajas de tener intervalo lineales limitados y la optimizacion de numeroso

parametros quimicos e instrumentales (Pardo, 2010).

Sun y colaboradores (2013) desarrollaron un nuevo método para el analisis de
especies inorganicas de arsénico presentes en carbdén. Para realizar la
especiacion se utilizé cromatografia de liquidos de alta resolucion y la deteccion
se logro empleando generador de hidruros de espectroscopia de fluorescencia
atomica 8, la extraccion del arsénico presente en las muestras de carbon se logré
por extraccion asistida por microondas. La extraccion efectiva de As(lll) y As(V) en
las muestras de carbon se logré utilizando la mezcla de H3PO4 1.0 M y acido
ascorbico 0.10 M. Dentro de las condiciones optimas, el limite de deteccidon para
As(V) fue de 0.13 umol/L (0.01 ug/L) y para As(lll) de 0.27 umol/L (0.02 pg/L) (Sun
et al, 2013).

1.3.4.4 Espectroscopia de emisidn atémica-Plasma de acoplamiento
inductivo (ICP-AES) y Espectrometria de masas-Plasma de argon de

acoplamiento inductivo (ICP-MS).

Las técnicas de ICP utilizan el plasma para ionizar los componentes cuando la
muestra es acidificada y nebulizada hacia un plasma, la alta temperatura de éste

atomiza y ioniza todas las formas de arsénico presentes (Ramirez, 2007). El ICP
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es utilizado acoplado a otras técnicas analiticas como la espectrometria de masas

(MS) y la emision atomica (AES).

El ICP-MS es uno de las técnicas mas eficiente y robusta para la
determinacién especifica de elementos, debido a su alta sensibilidad, amplio
intervalo lineal, capacidad multi-elemental y la posibilidad de llevar a cabo
mediciones isotopicas. Sin embargo las desventajas que muestra son las
interferencias espectrales (interferencia de “°Ar®*Cl con el "°As es severa en

cuadropolo) y alto costo de operacién (Zheng y Hu, 2009).

Juskelis y colaboradores (2013) reportaron un procedimiento para la
determinacién de especies de arsénico inorganicos y organicos presentes en 31
muestras de cereal a base de arroz para nifios que se comercializaban en
supermercados de E.U., la determinacién de arsénico total se llevo a cabo
mediante ICP-MS, y debido a las diferentes toxicidades de las formas quimicas del
arseénico, el ICP-MS acoplado a HPLC fue usado para llevar a cabo la especiacion.
El arsénico inorganico total [As(lll) y As(V)] se encontré entre 55.5+ 1.3 y 158.0 +
6 ug/kg. No se observan diferencias significativas entre cereales de arroz
convencionales y organicos. La especie organoarsenical mayormente detectada
fue acido dimetilarsinico, el acido monometilarsénico no fue detectado o sélo a
nivel trazas. Los limites de deteccion para las especies de arsénico fueron de 0.9

a 1.8 ug/kg y los limites de cuantificacién de 7 a 14 ug/kg.
1.3.5. BIOSENSORES

Un biosensor es un dispositivo analitico que presenta una combinacion entre
biotecnologia y microelectrénicos. Los biosensores estan integrados por tres
componentes principales: un biocomponente (enzima, una célula completa,
anticuerpo o ADN), un transductor (electroquimico, éptico o térmico) y una unidad
de amplificacion (Saleem, 2013). En un biosensor el analito interactua con el
biocomponente ya sea por inhibicién de alguna actividad metabdlica (crecimiento o
actividad enzimatica) o por distorsion de la conformacion original de cierta

biomolécula vital (ADN). Ambas estrategias de trabajo con el objetivo fundamental
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de obtener una sefial bioquimica, la cual es reconocida por el componente de
biorreconocimiento y es convertida en una sefal comprensible para el transductor
(Kaur et al., 2015).

Las ventajas que poseen los biosensores son la posibilidad de hacer un gran
numero de mediciones con el mismo biosensor, las determinaciones son rapidas,
y el dispositivo es pequefio y de facil manejo, la desventaja que posee son la

inestabilidad de los compuestos bioldgicos (enzimas, anticuerpos).

Male (2007) desarroll6 un biosensor para As(lll) usando la oxidasa arsenito,
una enzima que contiene molibdeno preparada a partir del quimiolitoautétrofo NT-
26 que oxida arsenito a arsenato. La enzima fue galvanostaticamente depositada
en una superficie activa de un electrodo de carbon vitreo modificado con
nanotubos de carbono multipared. El electrodo fue utilizado para determinar

arsenitos en agua de la llave, agua de rio y agua mineral comercial.
1.4 METODOS DE ESPECIACION O PRECONCENTRACION

Las técnicas de separacion para la especiacion de arsénico se clasifican como

métodos cromatograficos y no cromatograficos.
1.4.1 EXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPE POR SUS SIGLAS EN INGLES)

El uso de un adsorbente sélido para extraer analitos fue utilizado por primera
vez en 1949, en la extraccidon de contaminantes organicos en agua superficial
(Ptotka-Wasylka et al., 2015). La extracciéon en fase solida es una técnica de
extraccion que se basa en la retencidn sobre un adsorbente soélido de los
compuestos de interés disueltos en una muestra liquida. La adicion de un eluyente
permite eliminar los componentes de la matriz que interfieren, para después eluir y

concentrar los analitos de interés (Fidalgo et al., 2007).

Los pasos que comprenden la extraccion en fase sdlida, se ejemplifican en la

figura 1.7.
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Figura 1.7. Procedimiento para la extraccion en fase sélida (Diaz, 2012)

A continuacién se describe que ocurre en cada paso de la extraccion en fase
sélida:

Lavado/acondicionamiento: consiste en que el adsorbente debe ser activado y
acondicionado usando un disolvente apropiado, seguido del disolvente en el que
se encuentra la muestra que se aplicara. Este paso es crucial ya que permite
mojar el material, la solvataciéon de los grupos funcionales, remueve las impurezas

que se puedan encontrar en el adsorbente.

Carga de la muestra: es la aplicacion de la muestra liquida a través de una
columna, un cartucho, un tubo o un disco que contiene un adsorbente que retiene
a los analitos. La muestra puede pasar por la columna ayudada solo por la
gravedad, vacio o por un sistema de bombeo automatico. En este paso los
analitos son concentrados en el adsorbente. Algunos componentes de la matriz
pueden ser retenidos durante este paso, mientras otros pasan sin ser retenidos,
esto debido a las diferencias en la afinidad hacia la fase estacionaria y la fase
movil.

Lavado: después de que toda la muestra ha pasado a través del adsorbente,
se pueden llevar a cabo una serie de pasos de limpieza sobre el mismo

adsorbente.
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Elucion: utilizando un disolvente adecuado se logra recuperar el analito de
interés (Diaz, 2012)

En general los adsorbentes mas empleados son los fase reversa (adsorbente
no polar) y fase normal (adsorbente polar), pero existen otros adsorbentes como
son los adsorbentes de intercambio i6nico, adsorbentes modificados con
surfactantes, nanotubos de carbono, adsorbentes inmunoselectivos y polimero
molecularmente impresos, los cuales se elegiran dependiendo de las

caracteristicas del analito de interés.

Las ventajas que posee la técnica son la eficiencia en la preconcentracion,
bajo costo y reduccion en el consumo de reactivos. Se puede utilizar en linea o

fuera de linea.
1.4.1.1 Intercambiadores idnicos

Las resinas son particulas amorfas de material organico. Las resinas de
poliestireno usadas como materiales estructurales en intercambiadores ionicos se
obtienen por copolimerizacién de estireno y divinibenceno. El contenido de
divinilbenceno varia de 1 a 6 % aumentando asi el grado de entrecruzamiento del
hidrocarburo polimérico insoluble. Los anillos de benceno pueden ser modificados
produciendo una resina de intercambio catiénico, si contienen grupos sulfonato (-

S03), o una resina de intercambio aniénico, si contiene grupos amonio (-NR3").

Los intercambiadores idnicos se clasifican en catidénicos o anidnicos, fuertes o
débiles. Los grupos sulfonato (-SOjz’) de resinas catidnicas fuertes siguen
ionizadas incluso en disoluciones muy acidas. Los grupos carboxilato (-CO,’) de
las resinas cationicas débiles se protonan a un pH proximo a 4, y pierden su
capacidad de intercambio catidnico por debajo de ese pH. Los grupos de amonio
cuaternario (-CH.NR3") siguen siendo catidnicos a cualquier valor de pH. Los
intercambiadores aniénico débiles de amonio cuaternario (-CH,NHR)") se
desprotonan en disoluciones moderadamente basicas y pierden su capacidad de

unirse a aniones por encima de ese pH.
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Los intercambiadores idnicos de celulosa y dextrano, poseen tamafnos de poro
mas grandes y menores densidades de carga. Sirven para intercambio ionico de
moléculas como proteinas. Los intercambiadores ionicos constituidos por dextrano
y sus analogos (como el intercambiador idnico empleado en el presente trabajo
cuyo nombre comercial es QAE Sephadex A-25) se llaman geles porque son

mucho mas blandos que las resinas de poliestireno.

El proceso empleado para la elucion de un analito de un intercambiador idnico
se basa en el equilibrio Donnan, el cual describe que cuando una intercambiador
idnico se introduce dentro de una disolucién de electrolito, la concentracion del
electrolito es mayor fuera que dentro de la resina, por lo tanto se establece un
equilibrio entre los iones de la disolucion y los iones dentro de la resina (Harris,
2012).

1.4.1.2 Aplicacion de la extraccién en fase sélida (SPE)

En vista de la aplicacion de los intercambiadores anidnicos para la extraccion
de especies de arsénico, es importante notar que los valores sucesivos de pKa del
acido arsénico [As(V)] son 2.2, 7.1 y 11.5, mientras que para el acido arsenoso
[As(Ill)] son 9.2, 12.3 y 13.4. Por lo tanto a pH neutro, las especies de As(V) estan
completamente en formas ionicas (H,AsO4 y HAsO,?) mientras que el As(lll) esta
en forma molecular (H3AsO; o HAsO;). Esta importante diferencia puede ser
usada en un sistema simple de SPE para la especiacién de arsénico (Issa et al.,

2010), tal como se muestra en la figura 1.8.
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Figura 1.8. Diagrama de distribucion de especies, a) As(lll) y b) As(V) (Issa et al., 2010)

En el trabajo reportado por Narcise y colaboradores (2005) para determinar los
niveles de As(lll) y As(V) en muestras de agua, se utilizdé un sistema de inyeccién
en flujo para llevar a cabo la especiacién y preconcentracion empleando una
resina de intercambio aniénico en forma cloruro. La deteccidén se llevé a cabo
mediante espectroscopia de absorcion atdmica-generador de hidruros (HG-AAS).
El pH para la retencién de As(V) fue de 7 y para As(lll) de 12, la elucion se realizé

con HCI 1 mol/L. El limite de deteccion de As(V) y As (llI+V) fue de 0.0027 pumol/L
(0.2 nug/L) y un intervalo lineal para As(V) de 0.004 a 0.07 umol/L (0.3-5 ng/L) y
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para As (IlI+V) 0.0027 a 0.011 umol/L (0.2-8 ug/L). EI método desarrollado fue
aplicado a muestras de agua de la llave y agua mineral, y se obtuvieron recobros
que fueron del 90-102 %.

En afos recientes varios materiales han sido adoptados para la
extraccidon/preconcentracion de especies de arsénico en muestras ambientales y
biolégicas, con un aumento en la selectividad y factores de preconcentracion

(Chen et al., 2014) tal como se presenta a continuacion:

Chen y colaboradores (2009) emplearon una microcolumna empacada con
nanofibras de carbono (CNFs) para la especiacion y preconcentracion de As(lll) y
As(V) previo a la determinacién por ICP-MS. EI As(lll) fue selectivamente
absorbido en la minicolumna empacada con CNFs (los cuales fueron previamente
tratado con acido nitrico concentrado) en un intervalo de pH de 1.0 a 3.0 en la
presencia de pirrolidin ditiocarbamato de amonio (APDC), mientras As(V) pasa a
través de la microcolumna sin ser retenida. La elucién del As(lll) se llevd a cabo
con amoniaco 0.5 mol/L. Se obtuvo un factor de enriquecimiento de 33 para el
As(lll). El limite de deteccion de As(V) fue de 0.003 umol/L (0.24 pg/L) y para
As(lll) 0.06 pmol/L (0.0045 pg/L). ElI método desarrollado fue aplicado con

eficiencia a muestras de agua subterranea y de lago, con recobros del 92-106 %.

Se ha reportado una metodologia semejante a la anterior empleando para la
retencidon del As(lll)-Pirrolidin ditiocarbamato de amonio (APDC) en una punta de
micropipeta empacada con miniesferas de poli(hidroxietil metacrilato); el As(lll)
adsorbido fue eluido con amoniaco 0.25 mol/L, la determinacion se llevé a cabo
mediante espectroscopia de absorcion atomica-horno de grafito (GF-AAS), y se
observa un factor de enriquecimiento de 86 para el As(lll). El limite de deteccion
de As(lll) fue de 0.13 pmol/L (10 ng/L) (Doker et al., 2013).

Zhang y colaboradores (2012) desarrollaron una metodologia utilizando una
microcolumna empacada con poliarilétercetona que contienen grupos carboxilo

para el proceso de preconcentracion previo a la determinacion por espectroscopia

32



CAPITULO I FUNDAMENTO TEORICO

de emision atémica por plasma de microondas (MP-EAS), para la determinacion

de As y Sb. El limite de deteccién para arsénico fue de 3.7 pmol/L (0.27 pg/L).
1.4.2 CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS Y GASES

Se ha reportado un método para la especiacion de arsénico en algas
comestibles, la extraccion de arsénico se realizd mediante microondas, la
especiaciéon por cromatografia de liquidos de alta resolucién y para la deteccion se
utilizé un sistema generador de hidruros acoplado con espectroscopia de
fluorescencia atomica (HG-AFS). Se determinaron especies organicas e
inorganicas de arsénico, sin embargo la destruccion de la parte organica fue
necesaria para determinarse por HG-AFS, debido a que no se generan hidruros
volatiles o la eficiencia de la generacion es demasiado baja. La foto-oxidacion
convierte a esas especies organicas en inorganicas, este proceso se lleva a cabo
después de la separacién cromatografica y se utiliza un oxidante fuerte (K>S;0g)
en medio basico y radiacién ultravioleta. El limite de deteccion para As(lll), As(V) y
el acido monometilarsénico fue de 0.019, 0.028 y 0.007 ug g'1 respectivamente
(Garcia-Salgado et al., 2012).

Richter y su equipo de trabajo (2012) reportaron una metodologia para
determinar As(V), As(lll)) MMA y DMA realizando una derivatizacion con
tioglicolatos o ditioles y realizando la separacién mediante cromatografia de
gases-espectrometria de masas. Se evaluaron como agentes derivatizantes
metilglicolato, etiltioglicolato, 1,3-propanoditiol y 1,5-pentanoditiol. Obteniendo una
conversion mas eficiente de DMA y MMA utilizando etiltioglicolato como agente
derivatizante. Las especies inorganicas no fueron detectadas con la misma
sensibilidad que DMA y MMA. El limite de deteccién para DMA y MMA fue de 0.08
y 0.019 umol/L (6 y 14 ug/L) respectivamente.

1.5 OXIDACION DE ARSENITOS (H;AsO5)

Se ha reportado la oxidacion de arsenitos, empleando diferentes agentes
oxidantes, tales como H,0,, NaClO, FeClz, KMnO4 y MnO (Lenoble et al., 2003).
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En el presente proyecto se utilizd como agente oxidante una minicolumna
empacada con oxido de manganeso (IV). La reaccion que ocurre a pH 1.5 es la

siguiente:
H3AsO3; + MnO, s) t 2H" — H3AsO4 + Mn2+ + H,0O

El mecanismo de reaccion que se sigue es un tema bastante debatido,
encontrando evidencia experimental para el mecanismo de un paso (por
transferencia de 2 electrones) y para el mecanismo de dos pasos (transferencia de

un electrén) (Escobar, 2012).
1.6 ANALISIS POR INYECCION SECUENCIAL

En la década de los setentas aparecio por primera vez el término de analisis
por inyeccién en flujo (FIA por sus siglas en inglés) como un nuevo concepto que
tuvo un fuerte impacto entre los métodos de analisis quimico automaticos. Esta
técnica de andlisis de flujo continuo fue iniciada casi simultaneamente por Ruzcika
y Hanse en 1975 en Dinamarca y por Stewart, Beecher y Hare en 1975 en
Estados Unidos (Ruzicka y Hansen, 1975 y Stewart et al., 1976).

En los noventas, Ruzicka y Marshall proponen una importante metodologia
innovadora en el area de andlisis de flujo continuo que mantiene las ventajas
asociadas con el analisis por inyeccion en flujo pero reduce los inconvenientes que
obstaculizaban su utilizacion como una herramienta de rutina (Ruzicka y Marshall,
1990).

Esta nueva metodologia fue llamada Analisis por Inyeccion Secuencial (SIA
por sus siglas en inglés). Aunque los sistemas de aspiracién y propulsién en SIA
son diferentes a los usados en FIA, los principios basicos y fundamentales son en

gran medida similares.

En la inyeccion secuencial zonas bien definidas de muestra y reactivos son
aspiradas y posteriormente dispensadas. Las zonas se dispersan y penetran

mutuamente, permitiendo una zona de traslape reproducible. Consecuentemente,
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los productos de reaccion se forman en areas bien definidas de gradientes de
concentracion y las sefales transitorias generadas proporcionan resultados
analiticos reproducibles. Se muestra en la figura 1.9.

Bomba M Valvula
(a)
i  ASpirar
Valvula M T ;L Detector
(b} -
Dispensar —_—

Figura 1.9. Representacion de zonas de reactivo y muestra. a) Apilados en el bucle de
espera b) En el reactor después de revertir el flujo. R: zona de reactivo, M: zona de muestra
y ZT: Zona de traslape (Pérez-Olmos et al., 2005)

1.6.1 COMPONENTES DE UN SISTEMA DE ANALISIS POR INYECCION
SECUENCIAL

Los elementos principales con los que cuenta una configuracién de analisis

por inyeccion secuencial se muestran en la figura 1.10.

Reactor

Bucle de espera

O
Portador m O 3

Detector

Desechos

Valvula de seleccion
multi-posiciones

Bomba
Muestra
Reactivo

Figura 1.10. Esquema de un sistema basico SIA (Economou, 2005)

a) Valvula de seleccion multi-posiciones que permite aspirar los diferentes

reactivos y la muestra en el orden adecuado.
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b) Unidad de propulsion que establece un caudal controlado. Puede ser una

bomba peristaltica, bomba de jeringa o un sistema de pistones.

c) Bucle de espera, necesario para contener las zonas de reactivos y muestra
evitando que entren al contenedor del acarreador. Se controla el tamafio y forma
de éste con el fin de evitar la contaminacién del acarreador e iniciar la dispersion
de zonas que favorecen el traslape de las mismas y el inicio de la reaccién de

interés.

d) Reactor, este consiste en tuberia de teflon que se coloca en la
configuracion con el objetivo de favorecer el traslape de las zonas para obtener el
producto de reaccidn detectable. Puede variar la geometria, la longitud y

temperatura de acuerdo al método.

e) Celda de flujo, para realizar la deteccion continua de la propiedad a medir

(absorbancia, fluorescencia, potencial, etc).

f) Deteccion, debe tener un programa que permita observar y almacenar el

esquema y datos de la senal transitoria durante el analisis (Silva, 2013).
1.6.2 VENTAJAS DEL ANALISIS POR INYECCION SECUENCIAL

e En SIA, la bomba peristaltica multi-canal comunmente usada en FIA puede ser

remplazada por una bomba de jeringa que es mas robusta y precisa.
e En SIA, el consumo de muestra y reactivos se reduce drasticamente.

e La operacion de un solo canal en SIA permite el uso de la misma configuracién
e implementar un amplio intervalo de ensayos, tal como aparece en la figura
1.11.

e En SIA, el manejo de zonas de muestra y de reactivo puede realizarse en

forma automatica, mediante un programa computacional (Economou, 2005).
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Figura 1.11. Potencial del sistema SIA para el pre-tratamiento de muestras (Marshall et. al.,

1.6.3 CARACTERISTICAS DEL ANALISIS POR INYECCION SECUENCIAL

El flujo es continuo y esta programado.

Las muestras y los reactivos son inyectados (aspirados) en un orden y con

volumenes determinados. Es posible debido al uso de una valvula de

seleccion. Inicialmente se aspiran zonas de reactivos y muestra hacia el bucle

de espera y posteriormente el bolo es enviado al detector para cuantificar el

producto de intereés.

Dispersion controlada de la muestra y reactivos. Se produce una mezcla

incompleta pero reproducible que da lugar a un gradiente de concentracion

variable a lo largo del sistema. La manipulacién de la dispersidn se realiza
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mediante el control de las caracteristicas geométricas e hidrodinamicas del
sistema.

e Coordinacion reproducible. La reproducibilidad de las medidas se logra al
alcanzar la repetibilidad de todos los eventos de un ciclo de mediciones,
incluyendo la secuencia de aspiracion de muestra y reactivos, asi como la
dispension del bolo hacia el reactor y detector, la longitud de reactor o tiempo
de flujo detenido en su caso.

e En el momento de la deteccién de la sefal no se alcanza el equilibrio fisico ni
quimico (Silva, 2013).

1.6.4 RESPUESTA PARA EL ANALISIS POR INYECCION SECUENCIAL
(SIAGRAMA)

La respuesta de la unidad de deteccién de un sistema SIA es una sefal
transitoria. Se trata de una representacion de la sefal analitica (absorbancia,
fluorescencia, potencial, etc) en funcion del tiempo como se muestra en la figura
1.12.

o
®

o
]

Absorbancia
=]
Y

=)
N

0.0t

Figura 1.12 Representacion de un siagrama. a) curva de calibracion, la altura del pico va

aumentando al aumentar la concentraciéon de los estandares inyectados. b) ampliacién de

un pico, A: Area de pico, H: Altura, W: Ancho (Ruzicka y Hansen, 1988)

La caracteristica mas importante es que la altura del pico obtenido se
relaciona con la concentracion del componente que se determina en la muestra
inyectada (Silva, 2013).

38



CAPITULO I FUNDAMENTO TEORICO

1.6.5 DISPERSION

Es fundamental en las técnicas basadas en flujo continuo el disefio de los
canales, debido a que es el lugar donde la muestra y los reactivos son mezclados,
y ocurren los procesos de dispersidon mientras la reccion quimica se lleva a cabo.
La aplicacion en tiempo real es la combinacién de los procesos de conveccién y
difusién que se llevan a cabo entre los reactantes, es un proceso que se lograr de

forma rapida, facil y clara, y el mezclado es el objetivo principal.

Los sistemas basados en flujo son mas complejos que los sistemas al
equilibrio, debido a que el mezclado ha sido considerado en las tres dimensiones,
logrando la dispersion en dos direcciones: radial o perpendicular a la direccion del
flujo y axial o longitudinal al flujo. Se ha demostrado que la difusién axial en un
tubo estrecho no es significativa mientras que la difusion radial siempre es
importante (Kolev y Mckelvine, 2008). En la figura 1.13 se presentan los procesos

de transporte.

Flujo turbulento Flujo laminar
a)

Transporte axial Transporte radial
b)

Figura 1.13. a) Transporte convectivo. b) Transporte difusional (Canizares, 2013)

En SIA la inyeccidn se realiza en varios pasos. Un paso muy importante que
favorece la dispersion de las zonas es el cambio de direccion del flujo, para enviar

el paquete de reactivos y muestra desde el bucle de espera hacia el detector.
El coeficiente de dispersion (D) se define con la ecuacion 1.4

D=C°/C Ecuacion 1.4
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en la que C° es la concentracion del analito en la muestra inyectada y C es la
concentracion correspondiente a la obtenida en el detector. En la figura 1.14 se

observan diferentes valores de coeficiente de dispersion.

Tiempo

Figura 1.14. Una zona de muestra homogénea (arriba a la izquierda), la cual es dispersada
debido al movimiento a través de un reactor tubular (arriba al centro) asi cambia de un perfil
original cuadrado (abajo a la izquierda) de una concentracién original C° a un gradiente de

max

concentracion continuo con una concentracién maxima C™" en la cima del pico (Ruzicka y

Hansen, 1988)

En la dispersidn intervienen tres variables interrelacionadas y controlables: el
volumen de la muestra, la longitud del reactor y la velocidad del caudal como se

observa en la figura 1.15.

!_/:... BUU Muestra sin dllLIlr- 1.

0.5 20 em i12.0
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& 2 %025 10 2
& E v N 175 cm &
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0 60 120
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Figura 1.15 a) Efecto de la dispersion por el volumen de muestra, el volumen en L. b)

Efecto de la longitud del reactor, L: longitud en cm (Ruzicka y Hansen, 1988)
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1.6.6 SOLAPAMIENTO DE ZONAS

Un parametro de gran importancia es el solapamiento de las zonas. Este
depende de los volumenes relativos, del diametro interno y longitud de la tuberia y

de la geometria del reactor. Se observa el solapamiento en la figura 1.16.

Ip

Wl 5l

‘T’

m

Figura 1.16. Descripcion de la zona de traslape. R: zona de reactivo, M: zona de muestray Ip
es el punto de isodispersion y W,, W, y W,,, son los anchos de las zonas de reactivo, traslape

y muestra respectivamente (Silva, 2007)

Se ha medido el grado de solapamiento de las zonas y se define para ayudar
a comprender la dispersion de las zonas. El grado de solapamiento y la dispersion
determinan la sefial relativa que se obtendra. Se puede definir el solapamiento de

zonas (P) como se presenta en la ecuacion 1.5.
P=2W, (Wn + W, Ecuacién 1.5

donde W, es el ancho de la base de la zona de superposicion y Wy, y W, son
los anchos de linea base de la muestra y del reactivo, respectivamente. Cuando
Wn+W, =2W,, hay una superposicién completa, con un solapamiento con valor de
uno. El grado de solapamiento se encuentra entre 0 y 1, es decir hay solapamiento

parcial.

El grado de solapamiento depende del volumen de muestra y reactivos, una zona

de volumen pequeia resulta en el incremento del solapamiento pero la dispersion
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es relativamente grande, incrementando el volumen decrece el solapamiento pero
la dispersion del punto de isodispersion (punto maximo de solapamiento) es menor
y con volumenes grandes se requieren tiempos de analisis mayores. Normalmente
el volumen inyectado de la muestra debe ser menor al volumen llamado S5, que
corresponde al volumen necesario para alcanzar una dispersion de 2 (dilucién
1:1). El volumen de reactivo debe ser al menos dos veces el volumen de la
muestra (Christian, 1994).
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CAPITULO Il. METODOLOGIA
2.1 MATERIALES Y REACTIVOS
2.1.1 INSTRUMENTACION

Para construir la configuracion de analisis por inyeccion secuencial se uso:
una bomba peristaltica de 4 canales (Gilson Minipuls-3), una valvula de inyeccion
de seis canales (Rheodyne), tuberia de tygon de 0.32 mm vy tuberia de teflén de
0.5, 0.8 y 1.57 mm de diametro interno. Se utilizé una celda de flujo de 1 cm de
paso optico, fibras épticas de 400 um (Ocean Optics) y un espectrofotdmetro UV-
Visible (Ocean Optics), el cual se controlé con el programa Spectra Suite. Se
utilizé un bafo termostatico (Lab-line) para controlar la temperatura de la reaccién
de azul de molibdeno, la cual se midié6 empleando un termdmetro de mercurio. Se
utilizé un sonicador (2510 Branson) para eliminar el aire disuelto en las

disoluciones.

Para pesar las sustancias se utilizd una balanza marca Ohaus con una

precision de 0.1 mg.

Se utilizd material de vidrio comun, el cual fue previamente lavado con
detergente libre de fosfatos y fue enjuagado minuciosamente con agua corriente y

posteriormente con agua destilada.
2.1.2 REACTIVOS

Se emplearon los siguientes reactivos grado analitico: Na;HAsO, 7H,0
(Sigma-Aldrich), NaAsO, (Sigma-Aldrich), acido ascorbico CsHgOg (Sigma-Aldrich),
(NH4)sMo7024 4H,0 (Sigma-Aldrich), H,SO4 (J.T. Baker), MnO, (Sigma-Aldrich,
malla 60-230), NaOH (Fermont), KCI (Reasol). Se utilizé la resina de intercambio
anionico fuerte, QAE Sephadex A-25 (Sigma-Aldrich, 2.6-3.4 meqg/g).
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2.1.3 PREPARACION DE DISOLUCIONES

Para llevar a cabo el desarrollo experimental se prepararon las siguientes

disoluciones:

1.-Disolucion madre de 500 mg/L de As(V). Se prepardé a partir de NayHAsO,4
7H,0. Se pesaron 210 mg del compuesto que se disolvieron en agua desionizada
para llevar a un aforo de 100 mL. La vida util de la disolucién en refrigeracién fue
de 2 meses y la medicion de la disminucién de la concentracién de arsénico se

realiz6 utilizando la reaccidén de azul de molibdeno empleando el sistema SIA.

2.- Disolucion madre de 500 mg/L de As(lll). Se prepard a partir de NaAsO,. Se
pesaron 87 mg del compuesto que se disolvieron en agua desionizada y se llevo a
un aforo de 100 mL. La vida util de la disolucion en refrigeracion fue de 2 meses y
la medicion de la disminucion de la concentracién de arsénico se realizé utilizando
la reacciéon de azul de molibdeno empleando el sistema SIA, para lo cual fue

necesario un paso de oxidacion del arsenito.

3.-Acido ascérbico 6%. Se pesaron 0.3 g de acido ascorbico que se disolvieron en
agua desionizada y se llevé a un aforo de 5 mL. Esta disolucion se prepard

diariamente.

4.-Acido sulfurico 3 mol/L. Se midieron 0.8 mL de H,SO, concentrado y se
agregaron a 2 mL de agua desionizada y se llevé a un aforo de 5 mL. Esta

disolucion se prepardé diariamente.

5.- Molibdato de amonio 0.6% en medio acido. Se preparé pesando 60 mg de
(NH4)6M07024 4H,O que se disolvid en aproximadamente 5 mL de agua
desionizada, se agregd 1 mL de la disolucion de acido sulfurico 3 mol/L y se aford

a 10 mL. Esta disolucion se preparo diariamente.

6.-Cloruro de potasio 0.5 mol/L. Se preparé pesando 0.3728 g de KCI que se

disolvié en aproximadamente 5 mL de agua desionizada y se aforé a 10 mL.
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7.- Hidréxido de sodio 1 mol/L. Se prepardé pesando 0.20 g de NaOH que se
disolvié en aproximadamente 15 mL de agua desionizada hervida y se afor6 a 50

mL.

8.- Acido clorhidrico 1 mol/L. Se midieron 4.2 mL de HCI concentrado y se
agregaron a 10 mL de agua desionizada y se llevé a un aforo de 50 mL.

Las disoluciones y el portador (agua desionizada) fueron sonicados por 20

minutos, para poder ser utilizados en los métodos en flujo.
2.2 DESARROLLO EXPERIMENTAL

En la figura 2.1 se presenta un diagrama en donde se ejemplifican las
metodologias desarrolladas para determinar arsénico, ya sea en forma de
arsenato o arsenito. De la seccidén 2.2.1 a 2.2.4 (en verde) se presentan a detalle
las condiciones en las que se llevaron a cabo: en lila, se presenta la configuracion
SIA utilizada para As(V) y las condiciones empleadas, asi como los disefos

experimentales realizados (cuando aplica).

Estudio para As(V) Configuracién SIA para As(V)
(Seccion 2.2.1) (Seccion 2.2.1.1)
p— As(V)
Método de preconcentracion Preconcentracién en linea de As(V)
de As(V) utilizando QAE Sephadex A-25

(Seccion 2.2.2) (Seccion 2.2.2.1)

Estudio para As(lll) Oxidacion erl\g?\(/e)a de As(lll) a

(Seccién 2.2.3) (Seccion 2.2.3.1)

B AS(III) = Preconcentracion de As(lll) como
As(V) utilizando QAE Sephadex A-

25 (Seccion 2.2.4.1)
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Preconcentracion de As(lll) en
medio alcalino utilizando QAE
Sephadex A-25 (Seccion 2.2.4.2)

Figura 2.1. Diagrama de metodologias desarrolladas en este trabajo

45



CAPITULO II METODOLOGIA

2.2.1 ESTUDIO PARA As(V)
2.2.1.1 Configuracién SIA para As(V)

La configuracién para arsenatos (configuracion |) estuvo conformada por dos
reactores que corresponden a un bucle de espera y un reactor de reaccion,
conectados a una valvula de seleccion de seis puertos, una bomba peristaltica y
un detector UV-Vis con conexiones de fibra Optica. El reactor de reaccion se
sumergio en un bafno de agua a una temperatura de 55 + 1° C. La deteccion se

realizé a 850 nm. Se utilizo la configuracion | que se muestra en la figura 2.2.

Lampara
UV/Visible

Desechos

Reactor Celda de

flujo

Desechos
Portador —
Bucle de

espera
Bomba . Molibdato
peristaltica Acido de amonio
ascorbico
As (V) Detector

Figura 2.2. Configuracion I. Esquema general de la configuracion SIA para determinar As(V).
Acido ascérbico (6%), molibdato de amonio (0.6% en acido sulfarico 0.3 mol/L). Portador:

Agua desionizada

La secuencia de inyeccién empleada para cuantificar As(V) se presenta en la tabla
2.1.
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Tabla 2.1. Secuencia de inyeccion para arsenatos

Posicion de . . .
X . Direccién Volumen Tiempo Caudal L
Paso la valvula de Funcion . : Descripcion
e del flujo (ub) (s) (mL/min)
seleccion
: Bucle de Aspiracion de acido
A 3 Aspirado espera 96 20 0.29 asCOrbico
B 4 Aspirado  Bucdlede g4 20 0.29 Aspiracién de As(V)
espera
C 5 Aspirado Bucle de 9% 20 0.29 Aspiracion de mollbdato
espera de amonio
Formacién del producto
D 6 Dispensado  Reactor 1575 135 0.7 de reaccioén en el reactor

Medicion a 850 nm

2.2.2 METODO DE PRECONCENTRACION DE As(V)

2.2.2.1 Preconcentracion en linea de As(V) utilizando la resina de intercambio
anidnico fuerte (QAE Sephadex A-25)

La configuracién para la preconcentraciéon de As(V) (configuracion Il) se
realizé utilizando una minicolumna de 3 cm empacada con 15 mg de resina de
intercambio anidnico fuerte (la minicolumna se empaco utilizando tuberia de tefldn
de diametro interno de 1.53 mm) que se conecté a una valvula de selecciéon de
seis puertos y una bomba peristaltica. Se utilizé la configuracion que aparece en la
Figura 2.3. Una vez preconcentrado el As(V) fue cuantificado utilizando la

configuracion | (figura 2.2).

Aire

Resina de Desechos
intercambio

anionico

Configuracién
SIAAs (V) _ e
Disolucién de  Peristaltica  KCI 0.5 Agua
As (V) mol/L Ag W) desionizada

preconcentrado

Figura 2.3. Configuracién Il. Esquema general para la preconcentracion de As(V) empleando

la minicolumna de resina de intercambio aniénico fuerte (QAE Sephadex A-25)
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La secuencia de inyeccion empleada para la preconcentracion de As(V) se

muestra en la tabla 2.2.

Tabla 2.2. Secuencia de preconcentraciéon de As(V)

Posicion de la

Paso valvula de Funcién Direccion  Volumen  Tiempo Caudal Descripcion
. del flujo (uL) (s) (mL/min)
seleccion
A 4 Aspirado  Columna 30000 1250 1.44 Ceuga el J:S?\l;e,)olu0|on e
B 5 Aspirado  Columna 500 42 0.72 Lavadp con agua
desionizada
C 1 Aspirado  Columna 500 42 0.72 ExpuIS|_on _del agua
desionizada
D 3 Aspirado  Columna 260 22 0.72  Flucionde As(V) con KCl
0.5 mol/L
Expulsién de la
E 1 Aspirado  Columna 720 60 0.72 disolucion de KCI 0.5
mol/L
F 5 Aspirado  Columna 500 42 0.72 La‘c’jadF’ con agua
esionizada

2.2.2.1.1 Diseno experimental para la optimizacion de la preconcentracion de

As(V)

Los cuatro factores que se evaluaron para la preconcentracion de As(V)

usando la columna QAE Sephadex A-25 fueron: el caudal de carga, el pH de

disolucién de As(V), largo de columna de resina y volumen de carga. El objetivo de

realizar el disefio experimental fue determinar el efecto que tenian los cuatro

factores sobre la preconcentracion y saber asi cuales resultaban mas importantes

desde el punto de vista estadistico.

Se selecciond un disefio factorial 2*"' (media fraccion) para reducir el nimero

de experimentos que se llevarian a cabo en comparacioén con el disefo factorial

2* pasando de 16 a 8 experimentos. Y se realizd un punto central (por duplicado),

esto con la finalidad de aumentar los grados de libertad y evaluar mejor el error.

Los factores estudiados y los valores son los que se presentan en la tabla 2.3.
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Tabla 2.3.Disefio experimental para la preconcentracion de As(V)

_ _ Nivel intermedio _
Factores Nivel bajo Nivel alto
(punto central)

Caudal de carga (mL/min) 0.72 1.08 1.44
pH de disolucion de As(V) 4.4 5.8 7.2
Largo de columna de resina (cm) 1 2 3
Volumen de carga (mL) 18 24 30

2.2.3 ESTUDIO PARA As(lll)
2.2.3.1 Oxidacion de As(lll) a As(V) en linea

La configuracion para la oxidacion de As(lll) a As(V) (configuracion lll) esta
conformada por una minicolumna de 7 cm empacada con 240 mg de 6xido de
manganeso(lV) (la minicolumna se construyd utilizando tuberia de teflon de
didmetro interno de 1.53 mm), conectada a una valvula de seleccién de seis
puertos y una bomba peristaltica. Se utilizé la configuracion que aparece en la
figura 2.4. Una vez oxidado el As(lll) fue cuantificado como As(V) utilizando la

configuracion | (figura 2.2)

As (Ill)

Desechos
Columna de

MnO2

Configuracion
Sians (v) (e —
peristaltica Aire
Disolucion de
As (V) Agua
desionizada

Figura 2.4. Configuracioén lll. Esquema general para oxidaciéon de As(lll)

La secuencia de inyecciéon empleada para la oxidacion de As(lll) se encuentra

en la tabla 2.4.
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Tabla 2.4. Secuencia de inyeccidén para oxidacidon de arsenitos

Paso Posicion Funcion Direccion Volumen Tiempo  Caudal Descripcion
del flujo (uL) (s) (mL/min)
A 1 Aspirado  ColUmna 544 115 0.26 ot cla el
de MnO, : disolucion de As(lIl)
. Columna Expulsién de la
B 3 Aspirado 4o vino, 260 60 026 isolucion de As(lll)
Lavado de la
. Columna columna de MnO,
C 4 Aspirado de MnO, 260 60 0.26 con agua
desionizada
. Columna Expulsion del agua
D 3 Aspirado de MnO, 130 30 0.26 desionizada

2.2.3.1.1 Diseno _experimental para la optimizacion de oxidaciéon de As(lll) a

As(V)

Los tres factores que se evaluaron para la oxidacion de As(lll) usando la
minicolumna de MnO, fueron: caudal de carga, pH de disolucion de As(lll), largo

de columna y volumen de carga.

Se establecié un disefio experimental para determinar la influencia de estos
factores en la oxidacién de As(lll) para asi lograr las mejores condiciones descritas
en el punto anterior. El As(lll) una vez oxidado a As(V) fue cuantificado utilizando

la configuracion | (figura 2.2).

Se selecciond un disefio factorial 2% sin replicas y se realizaron 8
experimentos. Los factores estudiados y los valores fueron los que se presentan
en la tabla 2.5.

Tabla 2.5.Disefo experimental para la oxidacion de As(lll)

Factores Nivel bajo Nivel alto
Caudal (mL/min) 0.15 0.24
pH de la disolucion de As(lll) 1.5 2.8
Largo de columna de MnO, (cm) 3.8 5
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2.2.4 METODOS DE PRECONCENTRACION PARA As(lll)

2.2.4.1 Método de preconcentracion de As(lll) como As(V) utilizando la resina

de intercambio aniénico fuerte (QAE Sephadex A-25)

La oxidacion se llevo a cabo a un valor de pH 7, utilizando la configuracion I
mostrada en la figura 2.4 y siguiendo la secuencia de la tabla 2.4. Para determinar
As(lll) en concentraciones de 6.7 a 7 umol/L (0.5 a 7 mg/L) no fue necesario hacer
una preconcentracion, pero para concentraciones menores a 6.7 umol/L (0.5 mg/L)
es un proceso necesario, por lo cual una vez oxidado el As(lll) este fue
preconcentrado usando la configuracion Il mostrada en la figura 2.3 y de acuerdo

al procedimiento descrito en la tabla 2.2.

2.2.4.2 Preconcentracidon de As(lll) en medio alcalino utilizando la resina de

intercambio anidénico fuerte (QAE Sephadex A-25).

La configuracion usada es similar a la configuracion Il mostrada en la figura
2.2.2. La diferencia existente entre la preconcentracion de As(V) y As(lll) es el pH
que debe tener la disolucién. La preconcentracion de arsenatos se llevo a cabo a
un valor de pH 7.2 y la preconcentracion de arsenitos a un valor de pH 11. La
elucién en ambos casos se realizdé con 260 uL de KCI 0.5 mol/L. Una vez eluido el
As(lll), la disolucion se acidific6 para poder llevar a cabo la oxidacién; la
acidificacion se logr6 afadiendo 15 pL de HCI 2 mol/L y se utilizé el procedimiento
de oxidacion de As(lll) utilizando la configuracién Il mostrada en la figura 2.4 y

siguiendo la secuencia de la tabla 2.4.
2.3 CALCULOS
2.3.1 CALCULO DE FACTOR DE PRECONCENTRACION

El factor de preconcentracién es el valor que permite saber cuantas veces se

esta preconcentrando la disolucién de As(V).
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Para realizar el calculo de factor de preconcentracion se prepararon
disoluciones de arsenatos a concentracion conocida, se llevd cabo la
preconcentracion y posteriormente se determind la concentracién con la curva de

calibracion de As(V) sin preconcentrar.

La expresion para calcular el factor de preconcentracion (FP) es la que

aparece en la ecuacion 2.1.

Concentracion final As (V)

FP =

= —— Ecuacioén 2.1
Concentracion inicial de As (V)

Donde la Concentracion inicial As(V) es la concentracién a la que se prepard
la disolucion y Concentracién final As(V) es la concentracion obtenida después de
preconcentrar que se obtiene con la curva de calibracion de As(V) sin

preconcentrar.

La curva de calibracién del As(V) sin preconcentrar se realizd preparando
disoluciones de As(V) las cuales fueron aforadas con una disolucion de KCI 0.5

mol/L.

2.3.2 CALCULOS DE LOS LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION DE
LAS CURVAS DE CALIBRACION

El limite de deteccion (LD) es la concentracion de analito que proporciona una
sefial igual a la sefial del blanco mas tres veces la desviacion estandar de éste. La

expresion algebraica es la correspondiente a la ecuacion 2.2.
Yy —yp = 3sp  Ecuacion 2.2

donde y es la sefial de una disolucion del analito en una concentracion igual al
limite de deteccion, yz es la sefal del blanco y sz es la desviacion estandar del
blanco. En la practica es aceptable el uso del valor calculado de la ordenada al
origen (b) y la desviacién estandar que estima el error aleatorio en la direccion y

(Sy/x) en lugar de la sefial del blanco y su respectiva desviacion estandar.
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Una suposicion basica del método de los minimos cuadrados no ponderados
es que cada punto en la representacion grafica (incluido el punto que representa el
blanco) tiene una variacion distribuida normalmente (en la direccidon y) con una

desviacion estandar estimada por s,, /.. Es por tanto adecuado utilizar s,, /. en lugar

de sg en la estimacion del limite de deteccién y de cuantificacion. Es por supuesto,
posible realizar el experimento del blanco varias veces y obtener un valor
independiente para sp, y si son correctos los supuestos mencionados los dos

métodos de estimar s no diferiran significativamente (Miller y Miller, 2002).

La ecuacion para determinar la sefal de absorbancia A;, de cada curva de

calibracion es la que aparece en la ecuacion 2.3.
Ap = b+ 3sy,,, Ecuacion 2.3

La desviacion estandar syx de una curva de calibracion se determina con la

. ._A. 2
Sy/x = /% Ecuacion 2.4

donde y; son los valores de las sefales de absorbancia obtenidas

ecuacion 2.4.

experimentalmente para un valor de concentraciéon ; son los valores calculados
con la ecuacién de la recta para cada valor de concentracion, y n es el numero de

puntos que tiene la curva de calibracion.

Una vez obtenido el valor de A;p, se calculd la concentracion del limite de
deteccion sustituyendo la absorbancia obtenida en la ecuacion de la recta

correspondiente y despejando la concentracién del analito.

El limite de cuantificacion (LC) donde la sefial A, debe ser igual a la del blanco
mas diez veces el valor de la desviacidn estandar, como se expresa en la

ecuacion 2.5.
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A =b+10s,,, Ecuacion 2.5

Una vez obtenido este valor de absorbancia se sustituy6 en la ecuacién de la
curva de calibracion analizado y se despejo la concentracién del analito (Miller y
Miller, 2002).

2.4 EVALUACION DE LOS METODOS
2.4.1 REPETIBILIDAD

Para verificar la precision de los métodos se calcul6 la repetibilidad para la

determinacién de As(V) y As(lll) sin preconcentrar.

Para realizar esta prueba se eligié una concentracion intermedia de As(V) y
As(lll), la cual fue de 53.4 umol/L (4 mg/L), con la que se trabajo por un dia. Se
prepararon dos disoluciones de la misma concentracion seleccionadas y se
analizaron once veces cada una. Con ayuda de la curva de calibracion, se calculd
la concentracién obtenida utilizando la ecuaciéon de la curva y se calculd el
promedio de las concentraciones de cada disolucion y se determind la desviacion

estandar relativa.

La expresion algebraica para la desviacion estandar relativa (% DER) es la

correspondiente a la ecuacion 2.6.

% DER =>  Ecuacién 2.6

X

donde % DER es el porcentaje de desviacion estandar relativa o coeficiente de

variacion, s es la desviacién estandar y x es la media aritmética.
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La desviacion estandar s se determina con la ecuacion 2.7.

n )2
s = 2‘=17§+x) Ecuacioén 2.7

donde s es la desviacidon estandar, x; es el resultado de la i-ésima medicion, x

es la media aritmética y n es el numero de mediciones.
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CAPITULO IlIl. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

A continuacion se presentan los resultados obtenidos empleando las
diferentes metodologias propuestas para determinar arsénico, ya sea como

arsenato o como arsenito y sus respectivas preconcentraciones.

3.1 DETERMINACION DE As(V)

3.1.1 IMPLEMENTACION DE LA CONFIGURACION DE ANALISIS POR
INYECCION SECUENCIAL (SIA) PARA ARSENATOS

La construccién de la configuracion SIA para la determinacion de arsenatos
por medio de la reaccion de azul de molibdeno se bas6é en los resultados
obtenidos previamente por nuestro grupo de investigacion (Ramirez, 2007 y Silva,
2013), sin embargo fue necesario realizar el ajuste de algunos parametros en este
proyecto debido a que la configuracion SIA reportada en dichos trabajos no
correspondia exactamente a la actualmente utilizada y al emplear las condiciones
experimentales propuestas por Silva (2013) se obtenian sefiales analiticas muy

bajas.

Entre las diferencias existentes con los trabajos previamente realizados vy el
proyecto actual se encuentran el sistema de deteccion utilizado: en el trabajo de
2007 se utilizé para la medicion espectrofotométrica una celda de cuarzo acoplada
a un espectrofotometro convencional y en el trabajo de 2013 se utilizé un sistema
miniaturizado de deteccion que consistié en el empleo de fibras dpticas. En cuanto
a las caracteristicas del equipo empleado, el utilizado por Ramirez (2007) era un

sistema semiautomatico y el de Silva (2013) era un sistema automatico.

En la tabla 3.1 se presenta una comparaciéon de los parametros fisicos,
quimicos e hidrodinamicos utilizadas en los trabajos de 2007, 2013 y los intervalos

evaluados en el trabajo actual.
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Tabla 3.1. Comparativo de las condiciones utilizadas para la determinacion de As(V)

empleando una configuracién SIA

Ramirez, 2007 Silva, 2013 Trabajo

Parametros Semiautomatico  Automatico actual, 2015
Acido ascérbico (%) 6 6 6
Molibdato de amonio en 0.4 0.6 0.6
medio écido’(%)
Medio acido: Acido 0.15 3 0.2-1.0
sulfarico (mol/L)
Temperatura del reactor 55 55 55
Caudal (mL/min) 1.2 0.24 0.24-1.1
Longitud del bucle de 200 200 200
espera (cm)
Diametro interno de bucle 0.8 0.8 0.8

de espera (mm)
Longitud de reactor (cm) 300 300 300

Diametro interno de reactor 0.5 0.8 0.5-0.8
(mm)

Volumen de reactivos (uL) 100 60 60-96

En este trabajo se empled para la deteccidon un sistema espectrofotométrico
miniaturizado, debido a que muestra las siguientes ventajas: buena precision, facil
adquisiciéon de datos y muy bajo costo de operacién, sin embargo, para la
cuantificacion de niveles inferiores a 6.7 umol/L (0.5 mg/L) fue necesario
desarrollar un método de preconcentracion. Aunado al empleo de una
configuracion de analisis por inyeccidn secuencial se tiene la ventaja de una
reduccion significativa de gasto y desechos de reactivos y muestras, lo cual

impacta de manera positiva desde el punto de vista econdmico y ambiental.

El empleo del método colorimétrico de la reaccién de azul de molibdeno para
la cuantificacion de arsénico previo un proceso de preconcentracion resulta una
alternativa interesante a las espectroscopias atémicas (AAS, AFS, GF-AAS, HG-

AAS, ICP-AES y ICP-MS), ya que estas ultimas son las técnicas mas ampliamente
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utilizadas para cuantificar arsénico debido a su alta sensibilidad y selectividad
aunque el empleo resulte costoso y se requieran instalaciones especiales. De
igual manera el empleo de métodos electroquimicos tiene como ventaja la alta
sensibilidad aunque los electrodos empleados pueden resultar costosos. Los
métodos basados en luminiscencia son limitados y el empleo de biosensores

requiere de tratamientos especiales para la obtencién de las enzimas.
3.1.1.1 Estudio de los parametros quimicos

Para el presente trabajo se utiliz6 una concentracion de acido ascorbico del
6% y de molibdato de amonio de 0.6% al igual que en el trabajo de Silva (2013),
se utilizaron dichas condiciones debido a las semejanzas en el sistema de
deteccidn con este trabajo. Se estudio la influencia de la concentracion de acido
sulfurico en la formacion del complejo de azul de molibdeno, ya que después de
hacer una prueba se observaron sefiales muy diferentes para el blanco y el

producto de reaccion cuando la concentracion de acido sulfurico cambiaba.

3.1.1.1.1 Evaluacion de disolucién de molibdato de amonio en medio acido

La reaccidén de generacion del azul de molibdeno se lleva a cabo en medio
acido. Por esta razdén se evalud la concentracion de acido sulfurico en disoluciones

de molibdato de amonio al 0.6% y se evalud el efecto sobre la senal.

El acido elegido para llevar a cabo la reaccion fue acido sulfurico ya que
presenta un menor contenido de fosfatos (Ramirez, 2007) y por lo tanto bancos

con sefales mas bajas.

En el trabajo de Silva (2013) se obtuvo un intervalo lineal de 1 a 20 mg/L de
As(V) asi que para evaluar la concentracion de acido sulfurico, se utilizé una
disolucion de As(V) de 7 mg/L y las determinaciones se llevaron a cabo utilizando
la configuracion | de la figura 2.2. Se estudié un intervalo de concentracién de
acido sulfurico de 0.1 a 1.0 mol/L. Se observé que a concentraciones mayores que
0.6 mol/L la senal se ve disminuida como aparece en la figura 3.1a. Para los

estudios posteriores se eligié 0.3 mol/L como la concentracion mas adecuada ya
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que la senal del producto de reaccion fue alto y la sefal del blanco fue lo
suficientemente baja para medir concentraciones de As(V) mas pequefias, como

se presenta en la figura 3.1b.

Efecto de la concentracion de acido sulfurico Efecto de la concentracion del acido sulfurico
ol 08 1 ./'\.
0.7 1 0.7 1

© 04 4 0 04 =&—Blanco
——As(V)

T T T T T ) T T T )
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 0 0.1 0.2 0.3 0.4
Concentracion de acido sulfarico (mol/L) Concentracion de acido sulfarico (mol/L)

a) b)

Figura 3.1. a) Efecto de la concentracién de acido sulfurico en la reaccion de azul de

molibdeno y b) Sefnal del blanco con respecto a la concentracién de acido sulfurico

Al realizar esta serie de experimentos se observdo que al emplear agua
destilada para aforar las disoluciones la absorbancia de los blancos era muy alta y
la posible causa es la presencia de fosfatos en el agua destilada utilizada, por lo
cual se eligid trabajar con agua desionizada para aforar y asi tener blancos con

sefiales mas bajas.
3.1.1.2 Estudio de los parametros fisicos e hidrodinamicos

De acuerdo a los resultados obtenidos previamente por nuestro grupo de
trabajo, los cuales se presentan en la tabla 3.1, se decidié utilizar los parametros
sin cambios ya que se considerd que los resultados obtenidos con estos valores
eran favorables. Los parametros que no se evaluaron en este trabajo fueron la
temperatura de la reaccion, la longitud y diametro interno del bucle de espera, la
secuencia de inyeccién y longitud del reactor. A continuacién se describe porqué

se eligieron los valores para cada uno de los parametros.

Se utiliz6 una temperatura de 55 °C ya que habia sido definida como la
temperatura 6ptima para llevar a cabo la reaccion, sin la existencia notable de
burbujas que dificultaran la determinacién. En el caso del bucle de espera se

utilizé el de 200 cm ya que tenia un volumen de 1.005 mL y evitaba la
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contaminacion del portador al poseer un volumen mayor al de los volumenes de
muestra y reactivos que se aspiraron. La secuencia de inyeccion implementada
fue la de acido ascérbico-As(V)-molibdato de amonio en medio acido, ya que
habian observado que la reaccién se veia favorecida y la absorbancia era mayor

que empleando otras secuencias.

Se utilizdé un reactor de 300 cm de longitud, ya que Ramirez en su trabajo de
2007, evalud un intervalo de longitudes de reactor de 30 a 400 cm, observando
que a medida que aumentaba el largo del reactor la sefial analitica aumentaba, sin
embargo con reactores de longitud mayor a 300 cm, la sefal disminuia y el ancho
de pico aumentaba, lo cual era causado por un aumento en la dispersion del
producto de reaccion, por lo cual defini6 como optimé el reactor de 300 cm de
longitud, ya que era suficientemente largo para favorecer el solapamiento de las
zonas y que la formacion del producto de reaccion se llevara a cabo sin existir una

considerable dispersion del mismo.

Para el presente proyecto se evaluaron algunos parametros hidrodinamicos
tales como el diametro interno del reactor, el caudal y el volumen de muestra y

reactivos, los cuales se describen en las secciones siguientes.

3.1.1.2.1 Evaluacion del diametro interno del reactor

Se evaluaron dos diametros internos que fueron 0.5 y 0.8 mm para construir
los reactores y se observé que empleando un caudal de 0.7 mL/min se obtenia
una absorbancia semejante, pero con el reactor de diametro interno de 0.5 mm los

picos eran mas estrechos.

Las diferencias obtenidas se deben a que al disminuir el diametro interno del
reactor aumenta el area superficial del fluido que se encuentra en contacto con las
paredes del tubo, lo cual aumenta la friccion del fluido con las paredes y tiene
como consecuencia un incremento en la dispersion axial, provocando un mayor
traslape entre las zonas de muestra y de reactivos, favoreciendo asi la formacién

del producto de reaccion (Marshall y Staden, 1992).
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Ademas se observé que habia una reduccion significativa en el tiempo de

analisis, debido a que el volumen del reactor disminuyo6 de 1.51 a 0.59 mL.

Por lo anteriormente expuesto se eligid realizar los experimentos
subsecuentes empleando el reactor de 300 cm de longitud y diametro interno de

0.5 mm.

3.1.1.2.2 Estudio del caudal

El caudal se varié en un intervalo de 0.24 a 1.1 mL/min y el caudal éptimo fue

de 0.7 ml/min.

Se observé que con un caudal de 0.24 mL/min las senales disminuian su
altura y aumentaban el ancho de pico, lo cual se explica porque la mezcla de
reactivos y muestra permanecen mas tiempo en el sistema lo cual favorece la
dispersién de las zonas y permite la reaccion pero si el tiempo es mayor al
necesario para formar el producto de reaccion, también ocurre la dispersién del

compuesto formado.

Con un caudal mayor a 0.7 mL/min la sefal disminuye su altura debido a que

el tiempo de reaccion es insuficiente.

3.1.1.2.3 Estudio de volumenes de reactivos y muestra

Se evaluaron volumenes de 60, 80 y 96 uL en el presente trabajo. Se observd
que la sefal era mayor cuando se utilizdé el volumen de 96 puL para el acido
ascorbico, As(V) y el molibdato de amonio. No se evaluaron volumenes de
reactivos mayores a 96 uL debido a que el solapamiento de las zonas es menos

eficiente y por lo tanto la generacion del producto de reaccién no se ve favorecida.
3.1.1.3 Curva de calibracién para As(V)

La curva de calibracion se hizo con disoluciones estandar de concentracion
conocida de 6.7-93.5 umol/L (0.5 a 7 mg/L) de As(V), las cuales se prepararon a
partir de la disolucion madre de 6675.6 umol/L (500 mg/L) de As(V).
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Se midié la absorbancia correspondiente al maximo del pico obtenido para

cada concentracién y se construyo la correspondiente curva de calibracién.

Las sefales obtenidas para la curva de calibracion tienen forma de picos, tal
como se observa en la figura 3.2 donde se presenta el siagrama de los estandares

de la curva de calibracion de arsenatos a 55 °C.

Curva de calibracion de As (V)

0.85 - 7 mg/L
0.75 A |
— 4 mg/L

' ——

0.55 ~
0.45 ~
0.35 A
0.25 ~
0.15 +
0.05 +
-0.05

Absorbancia

2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
Tiempo (s)

Figura 3.2.Representacion grafica de las sefales obtenidas en funcién del tiempo para los

arsenatos

En la figura 3.3 se muestra la curva de calibracién de arsenatos y se observa
una relacion directamente proporcional entre la concentracién del analito y la

absorbancia al maximo del pico.
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Curva de calibracién As (V)

0.9 -
0.8 -
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0.2 -
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Figura 3.3. Curva de calibracion de As(V). Intervalo lineal de 6.7-93.5 umol/L (0.5 a 7 mg/L)

La ecuacion obtenida se presenta en la tabla 3.2, se muestran los valores de
ordenada al origen, pendiente, asi como su respectiva desviacion estandar y el

valor de correlacion lineal.

Tabla 3.2. Ecuacién de la curva de calibraciéon de As(V)

Analito Pendiente Ordenada al origen R?
As(V), mg/L 0.1019+0.0057 0.0879+0.0219 0.9990
As(V), umol/L 0.0076+0.0004 0.0879+0.0219 0.9990

Para la curva de calibracion de As(V) el valor de limite de deteccion fue de 3.9
pmol/L (0.29 mg/L), el limite de cuantificacion fue de 13 umol/L (0.97 mg/L), y el
intervalo lineal de 6.7 a 93.5 umol/L (0.5 a 7 mg/L).

3.1.1.4 Evaluacién de la precisiéon del método

Se analizdé una disoluciéon de As(V) de 53.4 umol/L (4 mg/L) por duplicado
inyectados once veces, obteniendo las siguientes mediciones 51.1 y 54.2 umol/L

de As(V) (3.828 y 4.059 mg/L). Los resultados se indican como porcentaje de
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desviacién estandar relativa (DER) y se calculé utilizando la ecuacion presentada
en la seccion 2.4.1 y el calculo indican que el método propuesto para la
determinacién de As(V) muestran una repetibilidad del 4.1% por lo cual se puede
decir que el método propuesto para la determinacién de arsenitos muestra una
buena precision para los niveles de concentracidon evaluados de 6.7 a 93.5 umol/L
(0.5a7 mg/L).

3.2 PRECONCENTRACION DE As(V)
3.2.1 EVALUACION DE LA PRECONCENTRACION EN LINEA DE ARSENATOS

La preconcentracion de As(V) se llevd a cabo utilizando una columna
empacada con una resina de intercambio anionico fuerte (QAE Sephadex A-25),
con la posibilidad de poder llevar a cabo la especiacion del As(V) y As(lll). A pH=7

el As(V) es retenido por la columna mientras el As(lll) pasa a través de ella.

La resina QAE Sephadex A-25 es una resina de intercambio anidnico fuerte y
su nombre quimico es dietil-(2-hidroxipropil)aminoetil Sephadex y su estructura
quimica aparece en la figura 3.4, su valor de pH de trabajo es de 2 a 12, y posee

un tamafio de particula de 40-120 um.

CH,- CH,- rir‘(csz)2
CH,-CHOH-CH,

Figura 3.4. Estructura de QAE Sephadex A-25

La especiacion empleando intercambiadores idnicos es posible debido a que
los valores sucesivos de pKa del acido arsénico [As(V)] son 2.2, 7.1 y 11.5,
mientras que para el acido arsenoso [As(lll)] son 9.2, 12.3 y 13.4. Por lo tanto a
pH neutro, las especies de As(V) estan completamente en formas iénicas (H,AsO4
y HAsO,*) mientras que el As(lll) esta en forma molecular (HsAsO; 0o HAsO,).
Esta importante diferencia puede ser usada en un sistema simple de SPE para la

especiacion de arsénico (Issa et al., 2010), tal como se muestra en la figura 1.8.
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Para el presente trabajo, se partio de resultados preliminares obtenidos por
Silva (2013), asi como los intervalos evaluados en el presente trabajo, los cuales

se muestran en la tabla 3.3.

Tabla 3.3. Condiciones preliminares para la preconcentracion de As(V)

Parimetros Silva, 2013 Trabajo
Caudal de retencion, mL/min 0.24 0.24-1.44
Caudal de elucion, mL/min 0.24 0.24-0.72
Volumen de retenciéon, mL 4 4-30
Volumen de eluciéon, mL 0.1 0.26
pH 7.2 1.5-7.2
Largo de columna, cm 1 1-3
Eluyente KCI 0. 5 mol/L y NaOH 0.05 mol/L  KCI 0. 5 mol/L

3.2.1.1 Estudio del eluyente

Se evalud la composicidon del eluyente, debido a que la sefal del blanco para
una disolucion preparada con la mezcla de KCI 0.5 mol/L y NaOH 0.05 mol/L, fue
muy alta. Por lo cual se evaluaron individualmente las disoluciones de KCI 0.5
mol/L y NaOH 0.05 mol/L para definir cual sustancia provocaba el aumento de la
sefal, observandose que el aumento de la seial del blanco se debia a la
disoluciéon de NaOH 0.05 mol/L, por lo cual se optd por trabajar sélo con la
disolucién de KCI 0.5 mol/L, obteniéndose una sefial de blanco razonable, buena

forma de pico y resultados favorables en la elucion del As(V).
3.2.1.2 Estudio de los parametros hidrodinamicos

Los factores que se evaluaron para llevar a cabo la preconcentracion de As(V)
fueron el largo de la columna empacada con la resina de intercambio anionico, el
caudal de retencién al que pasa la disolucion de As(V), el pH de la disolucién vy el

volumen de carga de la disolucion de As(V).
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Con el disefio experimental propuesto el cual se describid en la seccion
2.2.2.1.1 y con ayuda del programa Statgraphics, se establecié el orden en el que

se llevaron a cabo los experimentos. En la tabla 3.4 se presentan los resultados

obtenidos.
Tabla 3.4. Diseio experimental para la preconcentracion de As(V)
Volumen Caudal pH de Londgeltud
BLOQUE de carga de carga disoluciéon de Absorbancia
(mL)  (mL/min) As(V) columna
(cm)

1 18 0.72 7.2 3 0.267
1 18 1.44 7.2 1 0.294
1 30 1.44 7.2 3 0.454
1 30 0.72 4.4 3 0.394
1 18 0.72 4.4 1 0.308
1 18 1.44 4.4 3 0.288
1 30 1.44 4.4 1 0.372
1 24 1.08 5.8 2 0.369
1 30 0.72 7.2 1 0.445
1 24 1.08 5.8 2 0.379

Los resultados obtenidos se analizaron mediante un analisis de varianza
(ANOVA), y con los resultados obtenidos se observé que el efecto mas importante
era el volumen de carga de la disolucion. No se observo que el largo de la
columna ni el caudal fueran estadisticamente significativos, tal como se observa

en la figura 3.5.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Absorbancia

A:Volumen de carga

AC+BD

C:pH de disolucion de As (V)
AD+BC

AB+CD

D:Longitud de columna

B:Caudalde retencion

[l

N N N N N
2 4 6 8 10
Efecto estandarizado

Figura 3.5. Diagrama de Pareto para optimizacion de preconcentracion de As(V)
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Se analizaron nuevamente los resultados sin tomar en cuenta los efectos
debidos al largo de la columna de QAE-Sephadex A-25 y se observo que la
interaccion entre el volumen de carga y el valor de pH era estadisticamente

significativa, tal como se observa en la figura 3.6.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Absorbancia

A:Volumen de carga

AC

C:pH de la disolucion de As (V)

BC

AB

B:Caudalde carga

2 4 6 8 10 12
Efecto estandarizado

il

Figura 3.6. Diagrama de Pareto para la preconcentracion de As(V)

3.2.1.2.1 Evaluacién del volumen y caudal de carga de As(V)

El volumen de retencion se vario de 4 a 30 mL, se eligi6 como maximo un
volumen de 30 mL debido a que se obtendria un factor de preconcentracion mayor
a 100 y seria posible cuantificar concentraciones menores a 0.33 pumol/L (0.025
mg/L). De acuerdo al disefio experimental (figura 3.5), se observo que éste es el
factor que tiene mayor influencia en el aumento de la sefal analitica
(absorbancia). Los mejores resultados se obtuvieron con un volumen de 30 mL, tal
como se observa en la figura 3.7. El volumen de 30 mL no corresponde al volumen
maximo que puede hacerse pasar por la columna, pero no se evaluaron
volumenes mayores debido a que los resultados con este volumen son
satisfactorios y el aumento del volumen de carga involucraba un aumento en el

tiempo de analisis.

Se evalud el caudal de carga debido a que este parametro impactaba en el
tiempo de analisis, ya que el volumen requerido para la preconcencentraciéon fue
de 30 mL y utilizando un caudal de 0.24 mL/min se requeria un tiempo de 125

minutos y para un caudal de 0.72 mL/min un tiempo de 41.7 minutos. Por lo cual el
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caudal de carga se varié de 0.24 a 1.44 mL/min, sin observarse que existieran
diferencias estadisticamente significativas entre ellas, por lo cual se decidio
trabajar con el caudal de 1.44 mL/min, para asi reducir el tiempo requerido para la
preconcentracion (20.8 minutos) y se utilizé como maximo este caudal para evitar

problemas de sobrepresion en el sistema.

Superficie de Respuesta Estimada
audal de carga (mL/min)=1.08

Absorbancia

28 30 4.4 ""pH de disolucion de As (V)
Volumen de carga (mL)

Figura 3.7. Superficie de respuesta para la evaluacion del volumen de carga y pH en la

preconcentracion de As(V)

3.2.1.2.2 Evaluacién del volumen y caudal de elucion de As(V)

Para el volumen de elucion se seleccion6 el menor volumen con el que fuera
posible eluir. ElI volumen empleado fue de 260 pL, el cual permitié inyectar la

disolucioén por duplicado y limpiar la tuberia de la valvula de inyeccion utilizada.

El caudal de eluciéon se estudi6 de 0.24 a 0.72 mL/min, sin observarse
diferencias estadisticamente significativas entre estos caudales. Para la elucion

del As(V) se utilizé un caudal de 0.72 mL/min.

3.2.1.2.3 Evaluacion del pH de la disolucion de As(V)

Para seleccionar el valor de pH mas adecuado para la retencion de As(V) en
la columna de intercambio anionico se evaluaron diferentes valores desde 1.5 a

7.2. El ajuste de pH se realiz6 con NaOH 0.1 mol/L y HNO3 0.1 mol/L, no se utilizé
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un buffer debido a que en un trabajo de Silva (2013), se observaba que la
retencion se veia reducida drasticamente debido a que la concentracion de
aniones presentes en el buffer resultaban una interferencia en la preconcentracion
de As(V) ya que también ocurria una retencion de estos evitando la retencion de

arrsenatos.

Se observoé que a valores de pH de 1.5y 2.5 la retencidn se veia notoriamente
disminuida porque la mayor proporcion de As(V) se encontraba como H3zAsOy, es

decir en su forma molecular.

Se evaluo el intervalo de pH de 5 a 7.2 y se observé que la preconcentracion
era mayor a pH 7.2, no se utilizaron valores de pH mas altos porque se
favoreceria la adsorcidén de As(lll), ya que dejaria de estar en su forma molecular y

se encontraria cargado negativamente.

3.2.1.2.4 Evaluacion del largo de la columna

Se determind la influencia del largo de la columna empacada con la resina
evaluandose longitudes de 1, 2 y 3 cm sin observarse diferencias estadisticamente

significativas.

Se espera que la metodologia de preconcentracion propuesta para arsenatos
y arsenitos sea aplicada en muestras de agua potable, de rio y subterranea
contaminada con arsénico, lo cual implica que se espera que las muestras no
solamente contengan arsenatos y arsenitos sino también otros aniones tales como
nitratos, fosfatos, sulfatos, cloruros los cuales también pueden retenerse en la
resina de intercambio anidnico y asi provocar una disminucién de los sitios activos
donde se pueda llevar a cabo la preconcentracion de los analitos de interés, esto
al existir una saturacion de la columna. Por lo cual se propuso utilizar la columna
de mayor longitud (3 cm) al tener un mayor numero de sitios activos y asi disminuir

los problemas debidos a la saturacion de la columna con otros aniones.
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3.2.1.3 Evaluacion del factor de preconcentracion para As(V)

Se determind el factor de preconcentracion para las disoluciones de As(V) que
fueron preconcentradas en un intervalo de 0.04 a 0.8 umol/L (0.003 a 0.06 mg/L)

para determinar cual es el maximo valor de preconcentracion tal como aparece en

la figura 3.8.
Factor de preconcentracion de As(V)
S 300 -
© 4
8 250 -
c
(]
© 200 -
S
o5 | ¢
O
'5." ¢ ¢ 4
® 100 - ¢ ¢
©
1
S 50 -
8}
o
S 0 T T T T T T 1
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07
As(V), mg/L

Figura 3.8. Factor de preconcentracién de As(V)

Se observo que a concentraciones menores a 0.13 uM (0.01 mg/L) el factor de
preconcentracion es mayor y por lo tanto el grafico no tiene un comportamiento
constante. EI aumento en el valor del factor de preconcentracion se observé con
concentraciones que se encuentran fuera del intervalo lineal o por debajo del limite
de cuantificacion de la curva de calibracion para As(V) (figura 3.3) que

corresponden a 0.13 uM (0.01 mg/L).

Se determind el promedio del valor de factor de preconcentracion de 0.27-0.67
pmol/L (0.01 a 0.05 mg/L) que es cuando el valor del factor de preconcentracion
se hace constante y corresponde a un valor de 118, comparado con el valor
tedrico que corresponde a 115.4, por lo tanto el As(V) fue retenido totalmente por
la resina de intercambio aniénico fuerte, bajo las condiciones experimentales

propuestas.
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El factor de preconcentracion tedrico se evalud utilizando la ecuacion 2.1,
descrita en la secciéon 2.3.1. Para lo cual fue necesario calcular la concentracion

final de As(V) de forma tedrica.

La concentracion final tedrica de As(V) se calculd utilizando la ecuacién 3.1

Cinicial As ()] Vcarga

Crinal de as (v) = Voo Ecuacion 3.1

Donde Cinicia asvy €S la concentracion inicial de As(V), Cina asv) €S la
concentracion final de As(V), Vcaga €s el volumen de la disolucion de As(V)
cargado que fue de 30 mL y Vgiucisn €S €l volumen de la disolucion de KCI 0.5 mol/L

que se utilizé para la elucién de As(V) que fue de 0.26 mL.

La concentracion final de As(V) utilizando una disolucién de 0.01 mg/L se
calculé como se muestra en la ecuacion 3.2

(0.0179)(0.03 L)

Crinai de as (v) = (000026 ) = 1.154mg/L Ecuacion 3.2

El factor de preconcentracion se obtuvo utilizado la ecuacion 2.1 y se calculd
como se presenta en la ecuacion 3.3.

1.154mg/L

= 1154 Ecuacion 3.3
0.01mg/L

FP =

3.2.1.4 Curva de calibracién para As(V) preconcentrado

La curva de calibraciéon se construyd utilizando disoluciones estandar de
concentracion conocida de 0.07 a 0.67 umol/L (0.005 a 0.05 mg/L) de As(V), las
cuales se prepararon a partir de la disolucién madre de 133.5 umol/L (10 mg/L) de
As(V).

En la curva se observa una relacion directamente proporcional entre la
concentracion del analito y la altura del pico, obteniéndose la representacion
grafica de la curva de calibracion de As(V) preconcentrado como se presenta en la

figura 3.9.
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Curva de calibracion de As (V)
preconcentrado
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Figura 3.9. Curva de calibracién de As (V) después de la preconcentraciéon empleando una

columna empacada con una resina de intercambio aniénico (QAE Sephadex A-25)

Las caracteristicas de la ecuacidn se presentan en la tabla 3.5.

Tabla 3.5. Ecuacion de la curva de calibracion de la preconcentracion de As(V)

Analito Pendiente Ordenada al origen R?
As(V), mg/L 11.939+1.2691 0.1803+0.0401 0.9967
As(V), umol/L 0.8942+0.0096 0.1803+0.0401 0.9967

Para la curva de calibracion de la preconcentracion de As(V) se obtuvo un
limite de deteccion de 0.005 umol/L (0.0039 mg/L), un limite de cuantificacion de
0.17 umol/L (0.0129 mg/L) y un intervalo lineal de 0.07 a 0.67 umol/L (0.005 a 0.05
mg/L).

Con los resultados obtenidos de la curva de calibracion de la preconcentracion
de As(V) se observa que la ordenada al origen obtenida tiene un valor muy alto, lo
cual se puede deber a problemas en el lavado del material utilizado, ya que se

utilizé agua destilada que al parecer contiene niveles altos de fosfatos.
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3.3 DETERMINACION DE As(lll)
3.3.1 ESTUDIO DE LA OXIDACION EN LiNEA DE As(lll) A As(V) CON MnO,

En este trabajo se realizé la oxidacion del arsenito empleando como agente
oxidante una minicolumna empacada con 240 mg de MnO,, en otros trabajos se
han utilizado otros agentes oxidantes como KlO3 (Ramirez, 2007 y Silva, 2013),
KMnOy4, H2O,, NaCIO, FeCls (Lenoble et al., 2003).

3.3.1.1 Evaluacién de parametros hidrodinamicos en la oxidaciéon de As(lll)

Los factores que se analizaron para llevar a cabo la oxidacion de As(lll) fueron
el largo de la columna empacada con MnO,, el caudal al que pasa la disolucién de

As(lll) y el pH de la disolucién.

Empleando el disefio experimental descrito en la seccion 2.2.3.1.1 y utilizando
el programa Statgraphics se establecié el orden en el que se llevaron a cabo los

experimentos y en la tabla 3.6 se presentan los resultados obtenidos.

Tabla 3.6. Disefio experimental para la oxidacién de arsenitos

BLOQUE pH Longitud de Caudal de Absorbancia

columna de oxidacion
Mn02
1 2.8 3.8 0.24 0.136
1 2.8 5 0.24 0.269
1 2.8 3.8 0.15 0.247
1 2.8 5 0.15 0.417
1 1.5 5 0.24 0.409
1 1.5 3.8 0.15 0.35
1 1.5 3.8 0.24 0.215
1 1.5 5 0.15 0.482

Con el disefio experimental propuesto se observa que los tres efectos son
importantes, sin embargo, ninguno tiene una diferencia significativa y no hay una
importancia relevante de las interacciones de los factores analizados, en la grafica
de efectos principales se observa la tendencia de los factores analizados tal como

se observa en la figura 3.10.
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Figura 3.10. Grafica de efectos principales para la oxidaciéon de As(lll)

El experimento se realiz6 empleando una disolucion de As(lll) de 53.4 umol/L
(7 mg/L) y la oxidacion se llevé a cabo utilizando la configuracion Il (figura 2.4), se
selecciond esta concentracion debido a que se esperaba encontrar un intervalo
lineal semejante al de As(V), que iba de 6.7 a 53.4 umol/L (0.5 a 7 mg/L). Los
valores Optimos obtenidos corresponden a la minicolumna de O6xido de
manganeso(lV) de mayor longitud que fue la de 3 cm, el menor pH que
corresponde a 1.5 y el caudal menor que equivale a 0.15 mL/min. Se sigui6
evaluando cada factor por separado hasta encontrar el oOptimo para las
condiciones de estudio, se variaba un factor y los demas permanecian constantes

tal como se presenta en los puntos siguientes.

3.3.1.1.1 Evaluacion del caudal de oxidacion

Se estudié el caudal de 0.15, 0.26, 0.31 y 0.38 mL/min. Se observa que a
medida que disminuye el caudal, la oxidacion se ve favorecida debido a que el
As(lll) permanece mas tiempo en contacto con el MnO,, por lo tanto el caudal
Optimo corresponde a 0.26 mL/min, aun cuando a caudales menores la oxidaciéon
es mayor y mas eficiente, pero el tiempo de analisis aumenta significativamente. El

efecto es observado en la figura 3.11.
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Figura 3.11. Porcentaje de conversion de As(lll) a As(V) a diferentes caudales, utilizando 500
pL de una disolucion de As(lll) de 7 mg/L a un valor de pH 1.5 y una minicolumna de MnO,

de 5cm

3.3.1.1.2 Estudio del largo de la columna

Se analiz6 el largo de columna en un intervalo de 2.1 a 7 cm (2.1, 3.8, 5y 7
cm). Se observa que a medida que aumenta el longitud de ésta la oxidacion se ve
favorecida debido a que el As(lll) permanece mas tiempo en contacto con MnOy;
por lo tanto la longitud de columna seleccionada fue de 7 cm. Columnas de mayor
longitud provocaron sobrepresidn en el sistema. Los resultados de los estudios se

muestran en la figura 3.12.
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Figura 3.12. Porcentaje de conversidon de As(lll) a As(V) a diferentes longitudes de columna
de MnO,, utilizando 500 uL de una disolucion de As(lll) de 7 mg/L a un valor de pH 1.5 y un
caudal de 0.26 mL/min

3.3.1.1.3 Evaluacion del pH de la disolucion de As(lll)

Se analizaron disolucién de As(lll) a diferentes valores de pH 1,5, 2.5y 5. Se
observé que a pH 1.5 la conversion de arsenitos a arsenatos ocurre en un 80%,

mientras que para pH de 2.5y 5 es de 47 % y 10 %, respectivamente.

Segun lo trabajos realizados por Wu y colaboradores (2015), estas diferencias
en el grado de conversion se pueden deber a que el valor de pH afecta la cinética
de la reaccion de oxidacion. Se ha observado que a medida que aumenta el valor
de pH el tiempo necesario para la maxima conversion de As(lll) a As(V) cambia,
en el caso de los pH altos (pH=6) se alcanza mas rapido pero una vez que se
logra este maximo (80%) hay una disminucion drastica en la concentracion de
As(V) hasta que se vuelve constante, en cambio para pH bajos (pH=3) la maxima
conversion se mantiene constante (97%) por mayor tiempo y la disminucion en la
concentracion de As(V) es menos dramatica. Las posibles causas en la
disminucién de la concentracion de As(V) se pueden deber a la adsorcion en la
superficie de MnO., la formacién del precipitado de arsenato de manganeso(ll) y la
formacion de un intermediario de Mn(lll).
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Se construyeron graficas de la relacion de la concentracion de As(lll) y la
respuesta analitica obtenida (absorbancia), al realizar la oxidacién a distintos
valores de pH. Los resultados se muestran en la figura 3.13. Se observa que a pH

1.5 hay un intervalo lineal mas amplio comparado con la oxidacién a pH 2.5y 5.

Efecto del pH en la oxidacion de As (lll)
0.7 -
0.6 - *
c 0.5 - 3
‘o
S04 -
.g o3 ®pH15
é : * . WpH 25
0.2 -
n u = - pH 5
0.1 - 2
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0.0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
As (Il1), mg/L

Figura 3.13. Relaciéon de la concentracion de As(lll) y la absorbancia, al llevar a cabo la
oxidacién a distintos valores de pH. Se utilizaron 500 pL de una disolucion de As(lll) de 7
mg/L a diferentes valores de pH, un caudal de 0.26 mL/min y una minicolumna de MnO, de 7

cm

3.3.1.1.4 Evaluacion del volumen de muestra

Se evaluo el efecto del volumen de muestra de As(lll) que se hace pasar por
la columna en un intervalo de 0.5 a 5.2 mL para una disolucion de As(lll) de 93.5
umol/L (7 mg/L), utilizando las condiciones optimizadas de oxidacién para la
configuracion 1l (figura 2.4). Se obtuvieron porcentajes de conversion de 81.6%,
80.4% y 78.3% para volumenes de 0.5, 4 y 5.2 mL, tal como se observa en la
figura 3.14. Mediante un analisis de varianza (ANOVA) se observé que no hay
diferencias estadisticamente significativas entre las medias de los tres volumenes

con un 95% de confianza.
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Figura 3.14. Porcentaje de conversion de As(lll) a As(V) a diferentes volimenes de
disolucién de As(lll), utilizando una disolucién de As(lll) de 7 mg/L a un pH igual a 1.5, un

caudal de 0.26 mL/min y una minicolumna de MnO, de 7 cm

3.3.1.2 Curva de calibracién de As(lll)

La curva de calibracién se construy6 utilizando disoluciones estandar de
concentracion conocida de 6.7-93.5 umol/L (0.5 a 7 mg/L) de As(lll), las cuales se

prepararon a partir de la disolucion madre de 6675.6 umol/L (500 mg/L) de As(lll).

En la curva se observa una relacion directamente proporcional entre la
concentracion del analito y la altura del pico, obteniéndose la representacion
grafica de la curva de calibracién de arsenitos (figura 3.15).
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Figura 3.15. Curva de calibraciéon de As(lll) después de la oxidacion a As(V) a un pH=1.5.

Intervalo linea 6.7-93.5 umol/L (0.5 a 7 mg/L) de As(lll)

Se realiz6 la curva de calibracién para As(lll). La ecuacion obtenida se

presenta en la tabla 3.7.

Tabla 3.7. Ecuacion de la curva de calibracion de As(lll)

Analito Pendiente Ordenada al origen R?
As(lll), mg/L 0.0682+0.0038 0.0184+0.0140 0.9991
As(lll), umol/L 0.0050+0.0003 0.0184+0.0140 0.9991

Para la curva de calibracion de As(lll) se obtuvo un limite de deteccion de 3.7
umol/L (0.28 mg/L), un limite de cuantificacién de12.3 umol/L (0.92 mg/L) y un
intervalo lineal de 6.7-93.5 umol/L (0.5-7 mg/L).

3.3.1.3 Evaluacion de la precisiéon del método

Se analizé una disoluciéon de As(lll) de 53.4 umol/L (4 mg/L) por duplicado
inyectados once veces, los resultados obtenidos de la medicion fueron 55.6 y 51.7
pumol/L de As(lll) (4.167 y 3.876 mg/L). Los resultados se reportan como
porcentaje de desviacion estandar relativa (DER) y se calculé utilizando la
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ecuacion presente en la seccion 2.4.1, y se obtuvo una repetibilidad del 5.1%, que
indica que el método propuesto para la determinacion de arsenitos tiene una
buena precisién para los niveles de concentracion evaluados de 6.7 a 93.5 umol/L
(0.5a7 mg/L).

3.4 PRECONCENTRACION DE As(lll)

3.4.1 EVALUACION DE LA PRECONCENTRACION EN LINEA DE As(lll) UNA
VEZ QUE HA SIDO OXIDADO A As(V)

Se propuso realizar la preconcentracion de As(lll) realizando un proceso
previo de oxidacién a As(V) y la posterior retencion de esta forma en la columna

de intercambio anidnico como se propone en la seccion 3.2.1.

Se partié de una investigacion previa realizada por el grupo de trabajo donde
se utilizé una disolucién de KIO3; 1% como agente oxidante (Silva, 2013) sin lograr
resultados satisfactorios en la preconcentracion, debido a que no fue posible la
retencidn del As(V) obtenido de la oxidacion de As(lll), esto posiblemente por la
saturacion del intercambiador idnico con iones yodato, los cuales se encontraban
en exceso y dificultaban la retencién del As(V), otra posibilidad fue que la
preconcentracién se llevaba a cabo pero al existir un exceso de KIO3; este
reaccionaba con el acido ascorbico utilizado en la reacciéon de azul de molibdeno,
y eso generaba una disminucion considerable de la concentracion de acido

ascorbico y la deteccion no era posible.

En este trabajo se decidié utilizar una minicolumna empacada con MnO, y asi
evitar las interferencias debidas a las altas concentraciones de agente oxidante

como ocurrid con el KlIOs.

Para llevar a cabo la preconcentracion de As(lll) como As(V) se utilizaron los
resultados obtenidos en la seccion 3.3 que hace referencia a las condiciones mas
adecuadas para llevar a cabo la oxidacion de As(lll), en donde se determind que el
proceso de oxidacion se veia favorecido a un valor de pH de 1.5; por otra parte se

emplearon los resultados obtenidos en la seccion 3.2 referente al proceso de
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preconcentracion de As(V) y se definié que el pH 6ptimo era de 7.2. Por lo cual
para preconcentrar As(lll) como As(V) se realizd la oxidacion a pH=1.5, y
posteriormente se ajusté el pH a 7.2 (evaluando el empleo de disoluciones de
NaOH 1 mol/L y TRIS 1 mol/L para ajustar el pH) y se realizd el proceso de
preconcentracion empleando una columna empacada con QAE-Sephadex A-25,
los resultados obtenidos mostraron que no habia preconcentracién. Asi se evalué
el valor de pH para la oxidacién de As(lll), sabiendo que el % de conversion de
As(Ill) a As(V) disminuiria, tal como se demostro en la seccion 3.3.1.1.3. Se evalud
el valor de pH 2.5 para la oxidacion de As(lll), sin que bajo estas condiciones
ocurriera la preconcentracion. Los resultados obtenidos para los experimentos
anteriores se pueden deber a que al emplear disoluciones de acido clorhidrico
para ajustar el pH, la concentracion de cloruros presentes en las disoluciones de
arsenatos (provenientes de la oxidacion de arsenitos) es muy alta y eso dificulto la

retenciéon del As(V).

Debido a que los experimentos anteriores mostraron resultados desfavorables
para la preconcentracion de As(lll) como As(V), se optd por realizar la oxidacion a
pH=7.2 y la preconcentracién a pH=7.2. Los resultados de este experimento
mostraron que fue posible llevar a cabo la preconcentracion de As(lll) como As(V),
debido a que se observé un aumento en la sefal analitica con respecto a un
blanco, y se procedié a construir la curva de calibracion cuyos resultados se

muestran en la siguiente seccion.

3.4.1.1 Curva de calibracion de la preconcentracion de As(lll) una vez

oxidado como As(V)

La curva de calibracién se construy6 utilizando disoluciones estandar de
concentracion conocida de 0.13 a 1.07 umol/L (0.01 a 0.08 mg/L) de As(lll), las
cuales se prepararon a partir de la disolucién madre de 133.5 umol/L (10 mg/L) de
As(II).

Se construy6 la grafica de la relacion de la concentracion de As(lll) y la

absorbancia obtenida después de la preconcentracion como As(V), se presenta
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los resultados en la figura 3.16. Se observa un aumento de la absorbancia entre
las concentraciones 0.1 y 0.3 umol/L (0.01 y 0.02 mg/L) pero no fue posible

establecer un intervalo lineal.

A pH neutro disminuyé el porcentaje de conversion del As(lll) a As(V) aunque
se favorecidé la preconcentracion en la columna, pero no fue posible acoplar de
forma eficiente los procesos de oxidacidon del As(lll) y la posterior

preconcentracion como As(V).

Preconcentracion de As (lll) como As (V)
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Figura 3.16. Preconcentracion de As(lll) como As(V)

3.4.2 PRECONCENTRACION DE As(lll) EN MEDIO ALCALINO EMPLEANDO
LA RESINA DE INTERCAMBIO ANIONICO FUERTE (QAE SEPHADEX A-25)

La preconcentracion de As(lll) es de vital importancia, debido a que este
corresponde a la especie inorganica de arsénico mas toxica, ademas de que se ha
reportado que en la mayoria de los casos las concentraciones de As(lll) son

mucho menores a las de As(V).

De acuerdo a los resultados anteriores se optdé por desarrollar una
metodologia alterna para cuantificar As(lll) la cual consistid en llevar a cabo la

preconcentracion de As(lll) en medio basico (pH=11) empleando la misma resina
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de intercambio anidnico fuerte. La elucion se realizdé con una disolucion de KCI 0.5
mol/L y posteriormente se realizd el proceso de oxidacion del As(lll) empleando la
minicolumna de MnO,. Para realizar este ultimo paso fue necesario ajustar el pH,

lo cual se realiz6 empleando 15 uL de HCI 2 mol/L.
3.4.2.1 CURVA DE CALIBRACION DE LA PRECONCENTRACION DE As(lll)

La curva de calibracién se construy6 utilizando disoluciones estandar de
concentracion conocida de 0.05 a 1.07 umol/L (0.004 a 0.08 mg/L) de As(lll), las
cuales se prepararon a partir de la disolucién madre de 133.5 umol/L (10 mg/L) de
As(II).

En la curva se observa una relacion directamente proporcional entre la
concentracion del analito y la altura del pico, obteniéndose la representaciéon

grafica de la curva de calibracion de preconcentracion de arsenitos (figura 3.17).

Curva de calibracion de As (l1l) preconcentrado
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Figura 3.17. Curva de calibracién de preconcentracion de As(lll) después de Ia
preconcentracion en medio basico empleando una columna empacada con una resina de
intercambio anidnico (QAE Sephadex A-25) y la oxidacion a As(V) a pH 1.5
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La ecuacidén obtenida se presenta en la tabla 3.8, se presenta el valor de
ordenada al origen, pendiente, asi como su respectiva desviacién estandar y el

valor de correlacion lineal.

Tabla 3.8 Ecuacion de la curva de calibracion de preconcentracion As(lll)

Analito Pendiente Ordenada al origen R?
As(lll), mg/L 68.845+14.6819 0.0739+0.1767 0.9951
As(lll), pmol/L 5.1565+1.0995 0.0739+0.1767 0.9951

Para la curva de calibracion de preconcentracion de As(lll) se obtuvo un limite
de deteccién de 0.02 umol/L (0.0017 mg/L) y limite de cuantificacion de 0.08
umol/L (0.0058 mg/L), asi como el intervalo lineal de 0.05 a 0.27 umol/L (0.004-
0.02 mg/L).

Esta curva de calibracién tenia una pendiente mayor a la obtenida para la
preconcentracion de As(V), lo cual resulté de interés, por lo cual se analiz6 el
procedimiento que se llevd a cabo para lograr la preconcentracion y oxidacion de
As(lll), el cual consistid en lo siguiente: para la preconcentracion fue necesario
ajustar el pH de las disoluciones de As(lll) a un valor de 11, una vez que el As(lll)
fue retenido se llevé a cabo la elucidn del arsenito con una disolucion de KCI 0.5
mol/L, después de este paso fue necesario llevar a cabo la oxidacion del arsenito
para lo cual fue necesario modificar el pH, ya que la reaccidén de oxidacion se veia
favorecida en medio acido. Por lo anterior se puede suponer que no se realizé de
manera adecuada el ajuste del valor de pH y eso pudo provocar una modificacion
al realizar la reaccion de azul de molibdeno, la cual es dependiente de la
concentracion de protones. Aunque cabe senalar que los resultados mostraron
que la preconcentracion de As(lll) es posible y existe una relaciéon directamente

proporcional entre la concentracion inicial de As(lll) y la absorbancia.

Es importante sefalar que la especiacion del arsénico es posible aun cuando

en medio basico el As(V) y As(lll) puede ser retenido por la resina de intercambio
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anionico, para ello se proponen dos alternativas para la especiacion de arseénico,
pensando que la muestra que se analiza corresponde a una mezcla de As(V) y
As(II).

La primera opcion consiste en realizar la preconcentracion del As(V) a pH
neutro, con lo cual el As(V) quedaria retenido en la resina de intercambio aniénico
y la disolucion que pasaria a través del intercambiador iénico solo contiene As(lll),
a la que se le puede ajustar el pH a 11 y realizar el proceso de preconcentraciéon

para el As(lll).

La segunda opcion propuesta es realizar la preconcentracion de As(V) y As(lll)
a pH=11 y realizar la especiacion utilizando la selectividad de la reaccion de azul
de molibdeno, debido a que la reaccién solamente ocurre con As(V), por lo cual al
evaluar el eluato sin realizar el proceso de oxidacion se determina la
concentracion de As(V) y al realizar la oxidacion se cuantificara la suma de la

concentracion de As(lll) y As(V).
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CONCLUSIONES

La determinacion de As(V) se realizd6 mediante la reaccion de azul de
molibdeno, empleando un sistema de analisis por inyeccion secuencial.
Utilizando esta metodologia se redujo el volumen de muestra y reactivos asi
como el volumen de desechos generados en comparacion con una
determinacién en lote, lo cual es vital debido a la toxicidad del analito
estudiado. El empleo de un detector espectrofotométrico es relativamente
economico comparado con las espectroscopias atdmicas que son los métodos

mas empleados para cuantificar arsénico.

Utilizando una minicoluna empacada con la resina QAE Sephadex A-25 fue
posible cuantificar concentraciones de As(V) y As(lll) menores a 0.33 umol/L
(0.025 mgl/L), valor que corresponde a la concentracién permisible de arsénico
en agua potable. Resulta un método alternativo al empleo de espectroscopia
de absorcion atomica de generador de hidruros (HG-AAS) u horno de grafito
(GF-AAS) asi como espectroscopia de emision atdémica-plasma de
acoplamiento inductivo (ICP-OES) y espectrometria de masas-plasma de
argon de acoplamiento inductivo (ICP-MS), que requieren equipos mas
costosos y condiciones especiales, con los métodos propuestos en el presente
trabajo se tiene la ventaja de poder realizar el proceso de especiacion del

arsénico.

Empleando una minicolumna empacada con éxido de manganeso(lV) se logro
la oxidacion de As(lll) a As(V), la oxidacion se llevo a cabo de forma rapida y
con una eficiencia del 80%. Las ventajas de utilizar una minicolumna
empacada con Oxido de manganeso (IV) es que fue reutilizable y no era

necesario realizar procesos de centifugacion para recuperar el oxidante.

Para la preconcentracion de As(lll) previa oxidacion a As(V) con una
minicoluna de MnO; no fue posible y los resultados obtenidos no muestran una

tendencia lineal y no fue posible la construccion de una curva de calibracion.

86



CONCLUSIONES

Se propuso una metodologia para la preconcentracién de As(lll), en la cual a
preconcentracion se llevé a cabo en medio basico y posteriormente se realizé
el proceso de oxidacién en medio acido utilizando una minicolumna de 6xido
de manganeso(lV), al realizar la preconcentracion de esta manera los
resultados obtenidos mostraron una relacion proporcional entre la
concentracion inicia de As(lll) y la absorbancia, por lo cual fue posible la

construccion de una curva de calibracion.
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PERSPECTIVAS

e Evaluar las metodologias de preconcentracién para cuantificacion de As(V)
y As(lll) como mezcla o individualmente en muestras de agua potable

(agua embotellada, agua de la llave), agua de rio y aguas subterraneas.

e Evaluar la influencia de aniones presentes en las muestras reales en el

proceso de preconcentracion.
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