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Resumen

El estudio de los suelos es un area de suma importancia debido a que controlan la
movilidad y la biodisponibilidad tanto de especies nutrientes como de Elementos
Potencialmente Toxicos (EPTs). De manera natural un EPT en el suelo puede ser
remediado a través de dos procesos: por su precipitacion como especie insoluble,
0 por su retencion en la interfaz mineral-agua. La posibilidad de que un sorbente
(goethita [a-FeOOH], por ejemplo) pueda retener un EPT, dependerda de la
estructura y carga superficial del soélido, y de la afinidad entre ambos

componentes.

Durante estos estudios, la determinacion de la cantidad de sorbato retenido en el
sorbente se realiza indirectamente a través de la especie remanente en solucién
acuosa. Por lo tanto, su cuantificacion se debe realizar con la mayor certeza y
confiabilidad posible, requiriendo contar con metodologias validadas que permitan

obtener resultados adecuados para el fin propuesto.

Un EPT que suele ser estudiado bajo este y otros procesos es el arsénico (As)
(como arseniatos, principalmente) debido a su toxicidad y distribucién ambiental,
por lo que existen diferentes técnicas que permiten cuantificarlo en la solucion
remanente (ICP-OES, EAA-HG, voltamperometria, etc.). Lamentablemente
muchas de estas técnicas instrumentales no determinan al As directamente como
arseniatos, sino como otra especie quimica de él, ademas de tener tiempos de
analisis prolongados, utilizar instrumentacion de alto costo y requerir consumibles

dafinos al medio ambiente.

Por lo tanto, la Cromatografia l6nica (Cl) resulta una excelente opcién para la
cuantificacion de arseniatos ya que sus procedimientos son de facil entendimiento,
analizan a la especie quimica de interés, no requiere consumibles costosos o
toxicos y tiene tiempos de analisis bajos. Esta técnica instrumental se basa en la
afinidad de los analitos (iones) con la fase estacionaria (resinas) y la fase movil,
permitiendo eluir a los iones a diferentes tiempos (separacién) y, posteriormente,

cuantificandolos a través de un detector.
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En el presente trabajo se desarrollé y valido una metodologia de cuantificacion por
Cl de arseniatos en presencia de nitratos. Para el desarrollo del método se utilizé
un disefio experimental tipo factorial para estudiar el efecto de las sales en la fase
movil y la disolucion del supresor, mientras que en la validacion analitica se
determind los limites (deteccion y cuantificacion), la linealidad e intervalo de
trabajo del método, la selectividad, la exactitud (bajo condiciones de veracidad y

precision) y la robustez de este.

Ademas de ello, en este trabajo de investigacion se aplico el método en muestras
reales provenientes de isotermas de adsorcién de arseniatos en goethita, y se
plantearon los modelos de mensurando a través de los cuales se estimd la

incertidumbre.

Con base en los resultados obtenidos, la metodologia desarrollada cumple con los
criterios de aceptacion para los parametros de validacién estudiados y es aplicable
a las muestras de estudio, por lo que representa una alternativa analitica rapida,
sencilla, de bajo costo y amigable con el ambiente para la determinacion de
arseniatos en muestras con presencia de nitratos, como las provenientes de los

estudios de adsorciéon descritos.
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1. Introduccién

El arsénico (As, numero atémico 33) es un elemento perteneciente a los
semimetales (0 metaloides) y que se encuentra naturalmente en la corteza
terrestre. Este elemento existe principalmente en cuatro estados de oxidacion;
como As®* (arseniatos, AsO4* y sus versiones protonadas), como As3* (arsenitos,
AsOz* y sus versiones protonadas), como As® (arsénico metalico) y como As*
(arsina, AsHs(g)). El grado de toxicidad del arsénico dependera de la forma quimica
en que se encuentre y del estado de oxidacion, principalmente. Ademas, cuenta
con una gran distribucibn ambiental, lo que eleva su probable interaccién y
posterior posible dafio en los seres humanos (Virender, 2009; Dipali et al., 2019).

En el Laboratorio de Geoquimica Ambiental Molecular (LGAM) se estudian los
procesos haturales de retencion de Elementos Potencialmente Toxicos (EPTS) en
el suelo, uno de estos estudios es la sorcion de arseniatos en la superficie del
mineral goethita (a-FeOOH). Para conocer la cantidad de arseniato adsorbido, es
necesario cuantificar al anion remanente que se encuentra en solucion, i.e.,
posterior al proceso (método indirecto), por lo que se requieren metodologias que
permitan adecuadamente analizar al analito de interés.

Actualmente existen diversas técnicas instrumentales (espectroscopicas Yy
electroguimicas, principalmente) que permiten su cuantificacion. Sin embargo,
algunas de estas tienen ciertas desventajas ya que, a pesar de ofrecer amplios
intervalos lineales y/o bajos limites de cuantificacion, requieren equipos de alto
costo, consumibles dafiinos al medio ambiente y de elevado precio, tratamientos
de muestra y anadlisis complejos y, lo mas importante, no suelen cuantificar
directamente a la especie de interés, sino que lo hacen a través de otra forma
quimica del As.

Por ello, y debido a sus caracteristicas de analisis, la Cromatografia I6nica (ClI) es
una técnica instrumental capaz de analizar arseniatos a través del intercambio
ionico, por lo que se propone desarrollar un método analitico por CI rapido,
econdémico, sencillo y amigable con el ambiente para la determinacion de
arseniatos en muestras acuosas con presencia de nitratos, como las obtenidas de
los procesos de adsorcion realizados en el LGAM.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo General

Desarrollar, validar e implementar una metodologia para la cuantificacion de
arseniatos acuosos en cromatografia idénica con deteccidon conductimétrica, en

presencia de nitratos.

2.2. Objetivos particulares

e Encontrar las mejores condiciones de analisis para la cuantificacion de
arseniatos en presencia de nitratos a través de los parametros

cromatograficos del sistema y del disefio experimental propuesto.

e Determinar los parametros de validacion del método propuesto y evaluar el

desempeiio conforme a los criterios de aceptacion establecidos.

e Aplicar el método validado en muestras acuosas provenientes de las

isotermas de adsorcion de arseniatos en goethitas.
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3. Marco Teo6rico

3.1. Suelo

Se denomina suelo a la parte superficial de la corteza terrestre, biologicamente
activa, que proviene de la desintegracion o alteracion fisica y quimica de las rocas
y de los residuos de las actividades realizadas por los seres vivos que se asientan
sobre él (Villalaz, 2005). El suelo es un recurso de suma importancia, pues en €l

se llevan a cabo un sinfin de actividades, por ejemplo (Villalaz, 2005):
e Es un medio para el desarrollo de la agricultura.
e Es habitat de flora y fauna.
e Funge como soporte y aporta materia prima en la construccion.

¢ Es un medio descontaminante (retencién de especies toxicas).

3.1.1. Composicion del suelo

Los suelos dependen directamente de la composicién quimica de la roca madre,
ya que ésta, a través del intemperismo de los minerales primarios, generara
minerales secundarios con diferentes caracteristicas. La presencia de minerales
primarios (comunmente en la fraccion gruesa) y secundarios puede ser utilizada
para conocer el tiempo de formacién que lleva un suelo. En los suelos jovenes hay
mayor proporcion de minerales primarios, mientras que en los suelos maduros
predominan las arcillas y los éxidos de hierro y aluminio, asi como piroxenos,

anfiboles y micas (Fassbender et al., 1987).

El proceso de formacion de un suelo tiende a ser muy lento, 1 cm de espesor se
tarda hasta 1000 afios, por lo que ese considera un recurso no renovable en los

periodos de tiempo de varias generaciones. De manera general, un suelo esta
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compuesto por minerales (materia inorganica), materia organica, organismos y

microorganismos, aire y agua (Buckman, 1991).

En la Figura 1 se muestra la composicién porcentual (%v/v) para un suelo en

buenas condiciones de crecimiento.

B Materia Inorganica
W Agua
Aire

Materia Organica

Figura 1. Composicion porcentual del suelo (Buckman, 1991)

Al morir, las plantas y algunos animales de mayor tamafio que habitan en el suelo
son descompuestos por los microorganismos y transformados en materia
organica. Existen dos tipos de microorganismos de interés en el suelo, los que
degradan a la materia organica (insectos y lombrices) y los que la descomponen
liberando los nutrientes (hongos y bacterias). Ademas, algunos de estos
microorganismos ayudan a desintegrar las rocas (intemperismo bioldgico), airean

el sistema, almacenan agua y favorecen el crecimiento de raices.

El agua y el aire en un suelo son llamadas fases de union, ya que transportan
especies quimicas a través de los intersticios (estructura del suelo), debido
principalmente a las irregularidades generadas por las raices y algunas lombrices.
La fase acuosa en los suelos suele ser un reservorio de solidos y gases disueltos,
por ello, se le suele decir “solucion del suelo”. Las especies acuosas que
tipicamente exceden en concentracion a las otras, en suelos no contaminados,
son HCOz, NOs, Na*, Mg?*, [Si(OH)4], SO4?", CI-, K* y Ca?* (Sposito, 2008). En

cuanto al aire, la composicion tipica suele ser muy diferente a la atmosférica, ya
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que la actividad biologica afecta directamente a los gases presentes. Ademas del
O2, N2 y el COz, un suelo puede tener una importante contribucion de Hz, NO,
N20, NHs, CHs y H2S (Sposito, 2008).

3.1.2. Oxidos de hierro

El hierro es uno de los elementos mas frecuentes en las rocas y en los suelos
agricolas. El color del suelo y, en consecuencia, la diferenciaciéon visual de los
horizontes del perfil se relaciona frecuentemente con la forma y composicion de
los depdsitos de Oxidos e hidréxidos de hierro, entre otros. Bodek et al. (1988)
mencionan que el contenido de hierro en el suelo varia de 0.5 a 5.0% y que la

media estimada es de 3.8%.

La principal forma en que se presenta el hierro en el suelo es como 6xido e
hidroxido Fe(lll), teniendo una forma de pequefios granos de mineral o
revestimientos amorfos sobre otros minerales. Los minerales de Fe(ll) son
solubles y persisten en suelos que presenten condiciones anaerobias, pero
cuando las condiciones cambian, se oxidan y precipitan como el oxido Fe(lll)

mencionado.

La formacion de 6xidos de hierro en el suelo es afectada por la materia organica y
por las bacterias, ya que el hierro forma quelatos metélicos con los &cidos de la
materia organica, y algunas bacterias se alimentan de él (ej. Thiobacillus
Ferrooxidans). En la Tabla 1 se presenta los (hidroxi-)6xido de hierro tipicos en

suelos.
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Tabla 1. Oxidos e hidréxidos de hierro presentes en el suelo. Elaborada a partir de Acevedo et al.

(2004).
Grupo Férmula Nombre S'.Stema Color Presencia en suelos
Cristalino
Principalmente en suelos de
a-Fe20s3 Hermatita Hexagonal Rojo zonas tropicales.
Ocasionalmente en zonas
templadas y en paleosuelos.
Pardo Principalmente en suelos de
y-Fe20s3 Maghemita Tetragonal r0jizo climas calidos tropicales o
Oxidos subtropicales.
FesOa Magnetita Clubico Negro Material primario no
pedogenético.
Suelos acidos de climas frios o
Fe101s-9H,0 | Ferrihidrita | Romboédrica | 2o templados con abundante
rojizo materia organica. Baja
cristalinidad.
Suelos de climas himedos,
. o Pardo templados. En suelos tropicales
a-FeOOH Goethita Ortorrombico amarillo y suelos hidromorficos con
climas de verano caliente.
Oxihidréxidos
Suelos hidromérficos, no
y-FeOOH Lepidocrocita | Ortorrombico | Anaranjado calcareos o suelos bien

drenados, climas de verano
caliente.

3.1.2.1. Goethita (a-FeOOH)

El oxihidroxido de hierro existe en la naturaleza en dos fases minerales, la fase a

(goethita) y la fase Y (lepidocrocita). Debido a su alta estabilidad, la goethita es el

mineral de los Oxidos de Fe mas presente en los suelos, y en ausencia de

hematita, su color es responsable del tono marrén amarillento de muchos de ellos.

La formacion de goethita se ve favorecida por la hidrdlisis lenta de los cationes

hidroxilados de Fe3* a baja temperatura. La distribucién uniforme de la goethita en

un horizonte de suelo indica, por lo tanto, que este suelo se ha formado bajo

aireacion y condiciones templadas y humedas (Scheinost, 2005).




La estructura cristalina de la goethita consiste en cadenas dobles que comparten
una de las aristas de cada octaedro de forma paralela a la direccion (001) (Figura
2), Y que se unen a otras cadenas dobles a través de un vértice y por puentes de
hidroégeno (Scheinost, 2005).

Figura 2. Representacion poliédrica de la Goethita “a-FeOOH” (Scheinost, 2005).

En la naturaleza su composicién quimica va de un 62.9 % Fe, 27.0 % Oy 10.1 %
H20 y en algunas ocasiones suele tener cantidades pequefias de Mn que
alcanzan hasta un 5 % (Klein, C.,1997). Ademas, es uno de los 6xidos de hierro
mas usados en estudios de laboratorio, ya que sirve como sistema modelo para
una gran variedad de investigaciones. Por un lado, por su quimica superficial y
morfologia bien caracterizadas, y por el otro, porque es el 6xido de hierro mas

comun en la naturaleza.

Una de las aplicaciones mas comunes para la goethita es en el area de la
Geoquimica Ambiental Molecular, donde en ella se estudian los procesos de
sorcion (retencién) de Elementos Potencialmente Toxicos (EPT’s) bajo
condiciones controladas (pH, fuerza ibnica, etc.). Ya que, debido al tamafio de
particula y la distribucion de caras, se busca conocer la transformacion superficial
qgue presenta el EPT y la constante que rige a estos equilibrios. En estos trabajos
de investigacion la goethita es, generalmente, sintetizada (a partir del
Fe(NO3);-9H.0 y en ausencia de CO2) y suele controlarse el tamafio de particula
gracias al flujo en que se adiciona uno de sus reactivos (Villacis-Garcia et al.,
2015). Aunque existen otras formas de sintesis (hidrotérmica o sol-gel), esta forma

suele ser la mas utilizada debido a su eficiencia.
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3.2. Equilibrios de precipitacion y sorcién en los suelos

Existen varios procesos fisicoquimicos que ocurren en los suelos de manera
natural, gran parte de estos suceden en la interfaz solido-agua, ya que rige en
gran medida el comportamiento del medio edafico mediante procesos de sorcion y
precipitacion de especies quimicas en la fase sdlida del suelo. Muchos de estos
procesos ocurren en la parte coloidal del suelo (fraccion arcillosa, material humico
coloidal, etc.) ya que su Area Superficial Especifica (ASE) es mayor,

permitiéndoles ser mas reactivos.

3.2.1. Precipitacién

La precipitacion es la aparicion de una fase solida en el seno de un liquido, que
ocurre por la adicion de un reactivo que forma un producto insoluble con alguno de
los iones de la disolucién, o por un cambio en el disolvente o en sus propiedades.
Al solido formado se le llama precipitado y tiene una constante quimica que es
llamada constante del producto de solubilidad (Kps). (Marti, 2002). Aunque al
tratarse de una constante tedrica, su aplicacion experimental suele estar

relacionada con el indice de Saturacion (IS), cuya ecuacién es la siguiente:

IS = Log <PAI> (Ecuacién 1)
Kps

Dénde:

PAI= Producto de Actividad Iénica, que es expresado igual que la Kps pero

utilizando las actividades encontradas en solucion.

Un IS= 0 indica que la solucion esta saturada, es decir, que PAI=Kps, € indica la
posible presencia del sélido. Cuando el I1S>0, la solucién esta sobresaturada, es
decir, que PAI>Kps, y las probabilidades de que se forme el sélido aumentan. Y,
cuando el 1S<0, la solucion no esta saturada, PAI<Kps, y no se puede formar el

solido.
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3.2.2. Sorcién

La estabilidad de los coloides del suelo en medio acuoso se explica considerando
fendbmenos superficiales o en el interior de un solido. El contacto de este con las
fases de union en el suelo (agua y aire) genera interacciones entre las especies
quimicas disueltas y él; lo que provoca fendémenos de sorcion (adsorcion,
desorcidn, biosorcion y precipitacion en la interfaz) relevantes en el entendimiento
de los procesos de remediacién en suelos. En este tipo de equilibrios el sorbato
suele ser un EPT que se acumula gracias a la interfaz generada en la superficie o

en el interior del sorbente (minerales, materia organica, raices, etc.).

Cuando la acumulacién de una sustancia ocurre en la superficie de un sélido y la
solucion acuosa (interfaz solido-agua), suele definirse como adsorcion. Este
proceso suele ser uno de los mas importantes que se lleva a cabo en el suelo, ya

que controla la cantidad de nutrientes en plantas y la remocion de contaminantes.
Para la adsorcion, se consideran dos tipos de fuerzas:

e Las fisicas, donde podemos tener las Fuerzas de Van der Waals y los
complejos de esfera externa.

e Y las quimicas, que incluyen interacciones de corto alcance (esfera interna)
gue implican un intercambio de ligante, un enlace covalente o puentes de
hidrogeno (Sparks, 1997).

La adsorcién es generalmente descrita por medio de una isoterma, y estas indican
como las moléculas adsorbidas se distribuyen entre la fase liquida y la sélida
cuando el proceso de adsorcion alcanza un estado de equilibrio. Dicho proceso
suele ser bajo ciertas condiciones conocidas, como lo son la fuerza idnica, el pH o
las concentraciones del sorbato, principalmente. Ademas, hoy en dia existen
muchos modelos que describen el equilibrio de adsorcion, sin embargo, unos de
los mas simples y que se siguen utilizando, son los propuestos por Langmuir y
Freundlich (Rivas et al., 2014).
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3.3. Elementos potencialmente toxicos (EPT)

Es un término general que incluye a todos aquellos elementos que debido a sus
caracteristicas y concentraciones pudieran ser toxicos para los seres humanos y la
biota. La toxicidad de los elementos depende en gran medida de la dosis o
cantidades de las que se traten, ya que existen elementos esenciales que en
grandes dosis son toxicos (Zufiga, 1999). Actualmente este es el término mas
utilizado para describir aquellos elementos que son dafinos bajo ciertas
condiciones, ya que antiguamente se les solia denominar metales pesados o
traza, cuando los primeros excluyen elementos metalicos o metaloides como el
As, y los segundos incluyen, ademas de los toxicos, a elementos esenciales y

benéficos.

Ademas, algunos compuestos pueden sufrir acumulacion en la cadena tréfica
(bioacumulacion), lo que origina que, a pesar de estar naturalmente en dosis muy
bajas en el ambiente, pueden llegar a encontrarse en plantas o animales a

mayores concentraciones de las normales, provocando dafios en la salud.

La presencia de niveles excesivos de EPT se debe principalmente a actividades
antropogénicas como: el quemado de combustibles fosiles, la extraccion
desmedida de minerales, a la descarga de residuos industriales, agricolas y
domésticos, entre otros (Alimentarius, 2002). Por lo que factores como el de
Movilizacion Antropogénica (AMF, por sus siglas en inglés) son de gran uso, ya
gue permiten conocer la relacién entre la extraccion del EPT por el hombre y la

liberacion natural del mismo.

3.4 Arsénico

El arsénico (As, nimero atomico 33) es un elemento ubicuo, perteneciente a los
semimetales (0 metaloides) y que se encuentra naturalmente en la corteza
terrestre y aguas subterraneas. Es un componente principal en alrededor de 245
especies minerales (National Research Council, 1977) y ocupa el puesto 20° en
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abundancia en la naturaleza y 14° en agua de mar. Los primeros documentos que
hablan sobre él datan del 1250, y fueron elaborados por Albertus Magnus. El As
existe principalmente en cuatro estados de oxidaciéon; como As®* (arseniatos,
AsO4* y sus versiones protonadas), como As3* (arsenitos, AsOs* y sus versiones
protonadas), como As® (arsénico metdlico) y como As® (arsina, AsHz()). El grado
de toxicidad del arsénico depende de la forma quimica en que se encuentre y del
estado de oxidacion, principalmente. Ademas, se sabe que existen tres alotropos
del As, el gris metalizado, el amarillo y el negro, siendo el arsénico gris el mas
comun y al cual se transforman las otras dos formas por ser el mas estable
(Virender et al.,2009).

El arsénico se ha utilizado en diferentes campos dentro de la sociedad, por

ejemplo:

¢ Uso médico: Como medicamento durante los siglos XVIII, XIX y XX a través

de compuestos con arsfenamina y trioxido de arsénico.

e Agricola: Como conservante de madera (arseniato de cobre cromado
(CCA)) e insecticida en arboles frutales (PbHAsOa4).

e Aleaciones: Como mejora en los componentes de las baterias de

automoviles y como semiconductor en circuitos integrados.

e Militar: Como arma bélica durante la Primera Guerra Mundial. Estados
Unidos utilizé el Agente Azul, una mezcla de cacodilato [(CHs)2AsO2] de
sodio y su forma acida, como uno de los herbicidas del arcoiris para privar a

los viethamitas de cultivos valiosos (Dipali et al., 2019).

3.4.1. Especiacién guimica

El As en la naturaleza ocurre en formas organicas e inorganicas y su especiacion
guimica depende fuertemente del potencial redox (En) y del pH del medio en que
se encuentren. Por ejemplo, bajo condiciones oxidantes (En elevados) el arsénico

existe como As®* en sus diferentes especies dependientes del pH, mientras que a
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valores por debajo de 0.25 V (condiciones reductoras fuertes) es posible,

dependiendo el pH, la formacién de arsina y arsénico metalico (Virender et al.,

2009).

En la Figura 3 podemos ver la especiacion del arsénico en presencia de azufre

considerando la variacion del potencial respecto al pH.

0.75 ¢

0.5

0.25

Eh (volts)

0 2 4 6 8 10 12 14
pH

Figura 3. Diagrama de especiacién del As (a una T=25 °C y 1 atm con una concentracion total de
As de 10~° mol L™ y azufre total de 103 mol L) (Eh vs pH) (Tomado de Virender et al., 2009).

Ademas de la arsina, existen compuestos organicos que contienen As, en la Tabla

2 se muestran algunos de estos compuestos.
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Tabla 2. Compuestos organicos del Arsénico. Elaborada a partir de Virender et al. ( 2009)

Nombre Formula o estructura
Metilarsina CHs3AsH2
Dimetilarsina (CHs)2AsH
Trimetilarsina (CHs)sAs
Acido monometilarsénico(MMAY) CH3AsO(OH):
Acido monometilarsénioso(MMA!! CHs3As(OH):
Acido dimtilarsénico(MMAVY) (CHz3)2AsO(OH)
Acido dimetilarsenioso(DMAY) (CHs)2AsOH
Oixidotrimetilarsinico(DMA'" (CH3)2AsO
I6n tetrametilarsonio (TMAO) (CH3)2As*
Arsenobetaina(TMA*) (CH3)2As*CH2COOr
Arsenocolina (AB) (CH3)2As*CH2COOH

3.4.2. Distribucién en el medio ambiente

El arsénico se encuentra presente en la atmdsfera, suelo, rocas, cuerpos de agua,
minerales y organismos, en formas inorganicas y organicas. Su potencial de
afectacion a los seres vivos proviene de su facil movilizacion bajo condiciones
naturales, por lo tanto, la comprension del comportamiento geoquimico del
arsénico para comprender su transporte y destino final es importante para el

desarrollo de estrategias de remediacion (Range et al., 2015).

Suelo

El arsénico esta presente en la mayoria de los suelos, y su contenido lo determina
la historia geoldgica de cada suelo. En los suelos virgenes la concentracion de
arsénico varia desde 0.1 a 40.0 ppm, teniendo un promedio de 5.0 a 6.0 ppm,
aproximadamente. Los suelos que recubren los depdsitos de sulfuro suelen
contener arsénico en varios cientos de partes por millén; el maximo reportado es
de 8,000 ppm (National Research Council, 1977).

El arsénico puede estar presente en minerales de sulfuro no degradados o en un
estado anionico inorganico en el suelo. El sulfuro mas comun es la arsenopirita
[FeAsS], mientras que las diferentes especies anidnicas acuosas pueden unirse a

oxihidroxidos de hierro y aluminio (adsorcion). Ademas, el arsénico también se
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puede unir a la materia organica en los suelos, liberandose al medio acuoso
cuando la materia organica se oxida, por lo que se puede absorber por las plantas.
En zonas agricolas esto resulta en la ingesta de cultivos contaminados y por tanto
afecta la salud de humanos o animales. Por otro lado, la fijacién de arsénico por
ciertas plantas se puede utilizar a propdésito para removerlo del medio acuoso

(fitorremediacion) (National Research Council, 1977).

En ambientes aerdbicos, los arseniatos son las especies estables y se encuentran
fuertemente adsorbidos en (hidr-)oxidos de hierro y aluminio, principalmente. En
suelos contaminados simultdneamente por hierro, pueden precipitar como
arseniatos de hierro, aunque bajo condiciones reductoras, lo hacen como
arsenitos. Por lo tanto, las especies predominantes de arsénico en suelos son
As(Ill) y As(V), donde el estado de oxidacion del arsénico dependera del potencial

redox y del pH.

Las especies organicas de arsénico también se pueden encontrar en suelos, no
obstante, su concentracion suele ser menor del 5 % del arsénico total, y se cree
que su presencia puede deberse fuertemente al empleo de herbicidas que
contengan sales sédicas de MMA y DMA, o al tratamiento y almacenamiento
inadecuado de compuestos de arsénico empleados con fines militares. Las
especies de MMA, DMA Y TMAO, presentes en los suelos aerobios, pueden sufrir
procesos de reduccion en condiciones anaerobias (bajo inundacién, por ejemplo),

dando lugar a metilarsinas que tienden a ser volatiles (Garcia, 2013).

Agua

El arsénico esta presente en el agua por la disolucion natural de minerales de
depdsitos geologicos, la descarga de los efluentes industriales y la sedimentacion
atmosférica. La principal via de dispersion del arsénico en el ambiente es el agua.
Aln si se considera la sedimentacion, la solubilidad de los arseniatos y arsenitos
es suficiente para que este elemento se transporte en los sistemas acuaticos. La
concentracion del arsénico en aguas naturales es muy variable y dependera de las

formas de arsénico en el suelo local (Alarcon, 2014). De manera general, las
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mayores concentraciones de arsénico se encuentran en aguas subterraneas, pues
en suelos hay mayor influencia de las interacciones agua-suelo, por lo que en
acuiferos hay mayor capacidad de movilizacion y acumulacion del arsénico,

debido a condiciones fisicas y geoquimicas favorables (Garcia, 2013).

Plantas

El arsénico es omnipresente en el reino vegetal, su concentracion varia de menos
de 0.01a 5.00 mg/Kgseco, aproximadamente. Este amplio intervalo se debe al tipo
de planta y los factores ambientales y edéaficos de la zona. Por ejemplo, las
plantas que crecen en suelos contaminados con arsénico generalmente tienen
concentraciones mas altas que las plantas que crecen en suelos normales
(National Research Council, 1977).

En el caso de las plantas marinas, particularmente las algas, se pueden tener
contenidos extremadamente altos de arsénico. Por ejemplo, en 11 variedades de
algas britdnicas examinadas, se registré un intervalo de 5.20 mg/Kgseco, mientras
que, en las algas verdes, la cantidad de arsénico varié inversamente con el
contenido aparente de clorofila, desde 0.05 a 5.00 mg/Kgseco (National Research
Council, 1977).

Animales y Humanos

El arsénico esta presente en muchos organismos vivos, los peces marinos pueden
contener hasta 10.0 ppm, mientras que las coelenteratas, algunos moluscos y
crustdceos pueden contener concentraciones mas altas de arsénico. Los
camarones pueden tener desde 3.8 a 128.0 ppm, en las langostas de 22.1 ppm,
en ostras de 16.0 ppm y en almejas de 15.9 ppm, aproximadamente. Para los
peces de agua dulce, el contenido puede ser de hasta 3.0 ppm, aunque la mayoria

de los valores son inferiores a 1.0 ppm (National Research Council, 1977).

Los animales domésticos y el hombre, generalmente, contienen menos de 0.3
ppm en peso humedo, y dicho contenido tiende a aumentar con la edad. Con la

excepcion del cabello, las ufias y los dientes, los andlisis han revelado que la
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mayoria de los tejidos corporales contienen menos de 0.3 ppm y que, en el
cabello, la mediana del contenido de arsénico en 1,000 muestras fue de 0.51 ppm,
teniendo concentraciones medias mayores en hombres que en mujeres (0.62 y
0.37 ppm, respectivamente). Esta capacidad del cabello para acumular este metal
ha sido aprovechada para determinar el posible envenenamiento en personas, ya
que valores de 2.0 a 3.0 ppm de As suelen ser indicativas de intoxicacion (National
Research Council, 1977).

Generalmente, la concentracion media de arsénico inorganico y sus metabolitos,
MMA y DMA, en orina es inferior a 10.0 yg L*. En sangre, para individuos no
expuestos fuertemente, la concentracion de arsénico reportada varia entre 0.3 y
2.0 yg L%, mientras que en individuos expuestos (por beber agua contaminada,
por ejemplo), los niveles de arsénico pueden alcanzar los 6.0 0 9.0 ug Lt. El DMA
es la especie mayoritaria del As en sangre, con bajas concentraciones de arsénico
inorganico y MMA. Los niveles de arsénico tanto en orina como en sangre pueden
aumentar significativamente después de la ingestion de pescados y mariscos

contaminados con este elemento (bioacumulacién) (Garcia, 2013).

Aire

En areas alejadas de la contaminacién industrial, las concentraciones de arsénico
en el aire generalmente son inferiores a 0.02 pg/m3, mientras que en areas
urbanas varian desde menos de 0.01 a 0.16 pg/m?3. Por ello, la Administraciéon de
Seguridad y Salud Ocupacional (OSHA, por sus siglas en inglés) ha propuesto
estdndares de exposicion al arsénico inorganico, limitando la concentraciéon
promedio en el aire a 4.00 ug/m® de As durante un periodo de ocho horas y
teniendo como limite maximo de exposicién a 10.00 pg/m2en 15 minutos (National
Research Council, 1977).
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3.4.3. Toxicidad

El arsénico es toxico tanto para plantas como para animales en mayor o menor
grado, y se ha probado que en humanos los arsenicales inorganicos (arsenitos,
arseniatos, etc.) son carcinégenos. Los dafios a la salud humana por este
metaloide abarcan desde lesiones cutaneas hasta cancer de cerebro, higado,
rifidn y estbmago. El envenenamiento por la presencia natural como compuestos
del arsénico en el agua potable, sigue siendo un problema en muchas partes del
mundo, y aunque algunas evidencias sugieren que pequefias cantidades de As
pueden ser esenciales para una buena salud, se ha demostrado que, a largo
plazo, la exposicién a este metaloide produce intoxicacion crénica (arsenicosis).
La mayoria de los casos de intoxicacion aguda por As ocurren por ingestion
accidental de insecticidas o pesticidas, aunque también existen los casos por

intento de suicidio (Dipali et al., 2019).

Ademas, la toxicidad del As depende de la especie quimica, siendo las especies
inorganicas mas toxicas que las organicas. Y que dentro de las inorganicas
aguellas especies de As(lll) son mas toxicas que las de As(V). La dosis letal media
oral para el arsénico inorganico oscila entre 11-150 mg Kg* para As(lll) y 15-293
mg Kg* para As(V) de peso corporal en ratas de laboratorio (con 100 a 300 dias
de edad) (Virender, 2009).

Las principales fuentes de exposicion son: el agua destinada al consumo humano,
los cultivos regados con agua contaminada y los alimentos preparados con esta
(OMS, 2020). Como vimos, los pescados, mariscos, carnes, aves de corral,
productos lacteos y cereales también pueden ser fuentes alimentarias de arsénico,
aunque la exposicion a través de estos alimentos suele ser muy inferior a la
exposicion a través de aguas subterraneas contaminadas (OMS, 2020). Por tales
motivos, es importante el monitoreo y control del contenido de arsénico en los
diversos ambientes en los cuales puede estar presente. Buscando siempre
alternativas menos dafiinas para el medio ambiente y cuyos porcentajes de

remocion del contaminante sean los mas altos posibles.
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3.4.4. Normatividad

Existe diferente normatividad respecto al contenido “permitido” de arsénico. Dichos
contenidos varian segun la fuente o matriz en la que este se encuentra presente,
ademas del medio por el cual entra en contacto con el ser humano. A
continuacion, se mencionan algunas normativas que fueron emitidas por

organismos nacionales e internacionales.

En agua potable, la OMS indica que el limite maximo permitido para el arsénico es
de 10 ug L. Aunque este valor de referencia se considera provisional, dadas las
dificultades de medicién y las dificultades practicas relacionadas con la eliminacion
del arsénico en el agua. Ademas, debido a las circunstancias locales, los recursos
disponibles y los riesgos asociados a fuentes con bajos niveles de arsénico
contaminadas microbiolégicamente, los estados pertenecientes a este organismo

pueden modificar/adaptar el valor guia (OMS, 2020).

En México, la NOM-127-SSA1-1994 que dicta los limites permisibles que debe
tener el agua para consumo humano, asegurando que no causara efectos nocivos
a la salud, menciona que el limite maximo es 50 ug L de As total. Para esta
NOM, el método de andlisis establecido para el As es el que se reporta en la
NOM-117-SSA1-1993 “Método de prueba para la determinacion de cadmio,
arseénico, plomo, estafio, cobre, fierro zinc y mercurio en alimentos, agua potable y
agua purificada por absorcién atémica”, donde la espectroscopia mencionada
utiliza un horno de grafito o un generador de hidruros y realiza una digestién con
bastantes pasos por via himeda-seca. Este procedimiento de Espectroscopia de
Absorcion Atémica con Generaciéon de Hidruros (EAA-GH) cuyo limite de
cuantificacion es de 0.10 ug L. Ademas, dentro de los métodos de prueba en el
apendice normativo A (NOM-127-SSA1-1994), también se menciona la
determinacién del As por un método espectrofotométrico (535 nm) a través de la
reduccion del arsénico a arsina y su posterior complejacion, que presenta un

intervalo de linealidad igual al de EAA-GH.
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Por otra lado, la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 que establece criterios para
determinar las concentraciones de remediacion de suelos contaminados por
arsénico, bario, berilio, cadmio, cromo hexavalente, mercurio, niquel, plata, plomo,
selenio, talio y/o vanadio, especifica que si un suelo se presume como
contaminado y tiene una superficie <1000 m?, el responsable procedera a
remediar el area, y asegurar que no existe riesgo de que se generen efectos
adversos para la salud, a una concentracion total de As de 22 mg Kglseco €n
suelos agricolas, residenciales y comerciales, y de 260 mg Kglseco €n suelos de

uso industrial.

También se menciona que, para la determinacién de la concentracién objetivo
para sitios sin poblacion humana potencialmente expuesta, la concentracion de
referencia de contaminantes solubles es 0.500 mg L para el arsénico. Aqui, la
determinacién del contenido de As puede ser analizada, por un lado, por EAA-GH
teniendo un limite de deteccion estimado de 2 ug L' (donde se utiliza una
digestion acida asistida por microondas, un rango desde 190 a 800 nm y una
curva de calibracion desde 0 a 25 ug L™?). Y, por otro lado, por la Espectroscopia
de Emision Atomica por Plasma Inductivamente Acoplado (ICP-OES), teniendo un
limite de deteccion estimado de 53 ug L a una longitud de onda de 193.696 nm y

utilizando una digestién dependiente del estado de conservaciéon de la muestra.

3.4.5. Técnicas instrumentales habituales para la cuantificacion de As

Como ya vimos, la necesidad del andlisis y especiacion de arsénico es crucial
para conocer de manera certera los niveles de arsénico que pueden afectar
aguas, suelos y sedimentos, asi como las cantidades presentes en alimentos a ser
ingeridos en organismos vegetales y animales, especialmente en seres humanos
(Litter et al., 2009). En la Tabla 3 se describen, de manera breve, una serie de
técnicas que pueden ser utilizadas para la cuantificacion del As, algunas de las
cuales ya se han mencionado en la seccion anterior. Se hace mencidn
nuevamente de las técnicas descritas por la normativa para facilitar la

comparacion entre ellas a través de sus ventajas y desventajas.
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Tabla 3. Técnicas utilizadas en la cuantificacion de arsénico. Elaborada a partir de Litter et al.

(2009).

Técnica instrumental

Ventajas

Desventajas

Espectroscopia UV-Vis
“Basada en reacciones
colorimétricas selectivas a As(lll) y
As(V)’

Metodologia simple
Econémica

Moderada repetibilidad y reproducibilidad
Elevado tratamiento de muestra para
eliminar interferencias

Espectroscopia de Absorcién
atomica con Generacion de
Hidruros (EAA-GH)

Alto poder de deteccion
para arsénico total,
organico e inorganico.

Requiere previa separacién de la muestra
(orgéanico e inorganico).
Instrumentacion costosa.

Espectroscopia de Absorcién
Atomica con Horno de Grafito.
(EAA-HG)

Similar a la anterior, pero
con limites de deteccién
menores.

Requiere de analistas altamente
entrenados.
Instrumentacion costosa.

Espectroscopia de Emision Atomica
por Plasma Inductivamente
Acoplado (ICP-OES, por sus siglas
en inglés)

Bajos limites de
deteccion
Amplio rango lineal

Instrumentacién y consumibles costosa.
Requiere analistas capacitados.

Espectrometria de Masas con
Plasma Inductivamente Acoplado
(ICP-MS, por sus siglas en inglés)

Limites de deteccion y
cuantificacion bajos.
Técnica muy robusta y
sensible.

Requiere de equipamientos y consumibles
muy costosos, instalaciones especiales y
largas y complejas capacitaciones para los
analistas.

Espectroscopia de Fluorescencia
Atomica con Generacion de
Hidruros
(EFA-GH)

Similar a la técnica de
EAA-GH pero con
mejores limites de

deteccion

Necesita altos volumenes de muestra por
cada ensayo.

Técnicas electroquimicas

Usan equipamiento
econdmico y de facil
utilizacion.

Alta sensibilidad

Limites moderadamente efectivos
Técnicas generalmente mono elementales
y, en ocasiones, andlisis de larga
duracion.

Espectrometria de fluorecencia de
Rayos X (ERX)

Método rapido y sencillo
gue requiere un uso
minimo de ordenadores.
No genera desechos
Registro de datos in situ
de las muestras.

Se aplica solo a muestras solidas en
polvos finos
Posibles exposiciones a radiacion
Intervalo de trabajo elevados
Limites altos

El acoplamiento de técnicas permite determinar especies arsenicales tanto
organicas como inorganicas, haciendo posibles los estudios de especiacion.
Cuando la técnica no lo permite, el tratamiento de muestra surge como una
herramienta Gtil que facilita esta actividad, obteniendo muchas veces resultados

confiables.



Para el analisis de arseniatos, debido a las desventajas mencionadas y a la
cuantificacion de otras formas quimicas no deseadas del arsénico, muchas de
estas técnicas instrumentales no son la opcion adecuada, por lo que la
Cromatografia l6nica surge como una excelente opcion ya que permite agilizar y
economizar el analisis, ademas de no utilizar consumibles altamente dafinos para

el medio ambiente.

3.5. Cromatografia

3.5.1. Generalidades

La cromatografia segun la IUPAC es un método fisico de separacion mediante el
cual los componentes se distribuyen entre dos fases, una de las cuales es fija
(fase estacionaria, FE) y la otra se mueve en una direccion definida (fase movil,
FM). La cromatografia es un potente método de separacién que tiene aplicacion
en todas las ramas de la ciencia, la técnica fue inventada y denominada asi por el
botanico ruso Mikhail Tswett a principios del siglo XX. La cromatografia agrupa un
conjunto importante y diverso de métodos que facilitan la separacién, identificacién
y determinacion de componentes estrechamente relacionados en mezclas
complejas; donde muchas de dichas separaciones son imposibles por otros
medios (Skoog et al., 2008).

En general, los componentes mas afines a la fase estacionaria avanzan
lentamente (mas retenidos) mientras que los mas afines a la fase movil (menos
retenidos) se mueven con mayor rapidez. Por consecuencia, el medio
cromatografico (columna, placa o papel) funciona como un controlador de la
velocidad de cada sustancia que constituye la mezcla, logrando asi su separacion
y mediante el uso de un detector, su caracterizacién quimica (Skoog et al., 2008).
Aunque el principio fundamental es el mismo, la clasificacion de los diferentes

meétodos cromatograficos se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4. Clasificacion de los métodos cromatograficos. Elaborada a partir de Skoog et al. (2008).

Clasificacién general

Método especifico

Fase estacionaria

Tipo de equilibrio

1.-Cromatografia de gases
(CG)

a) Cromatografia de
gas-liquido (CGL).

b) Gas-Sélido.

Liquido adsorbido o unido a
una superficie sélida.

Sélido.

Distribucién entre un gas y
un liquido.

Adsorcion.

2.- Cromatografia de liquidos
(Cy

a) Liguido-liquido o
reparto

b) Liguido-solido o
adsorcion.

c¢) Intercambio de iones

d)Exclusion por
tamafio

e) Afinidad

Liquido adsorbido o unido a
una superficie solida.

Sélido.

Resina de intercambio i6nico.

Liquido en los intersticios de
un so6lido polimérico.

Grupo de liquidos especificos
unidos a una superficie soélida.

Distribucién entre liquidos
inmiscibles.

Adsorcion.

Intercambio iénico-adsorcion
Distribucién-exclusion.

Distribucion entre el liquido
de la superficie y el liquido
movil.

3.- Cromatografia de fluidos
supercriticos (CFS, fase
moévil: fluido supercritico)

Especies organicas enlazadas
a una superficie soélida.

Distribucién entre el fluido
supercritico y la superficie
enlazada.

3.5.1.1. Cromatografia de gases

En este caso la fase movil es un gas inerte (He, N2 0 Hz, principalmente) y la fase

estacionaria es un sélido (cromatografia gas-sélido) o un liquido “sostenido” por un

sélido inerte (cromatografia gas-liquido). Este tipo de cromatografia siempre es en

columna, ya que es la Unica manera en que la fase moévil gaseosa se mantenga

fluyendo en el sistema. La columna puede estar rellena con la fase estacionaria,

en forma semejante a la cromatografia liquida, o bien, la fase estacionaria puede

depositarse sobre las paredes de un tubo muy delgado (0.25 mm de didmetro) y

de hasta 100 m de largo. Este tipo de columnas se conocen como columnas

capilares y proporcionan la mayor capacidad de separacion con respecto a las

columnas empacadas, donde la longitud es menor (0.5 a 5 m) y el diametro suele

ser mayor (Técnicas Cromatogréficas, 2007).
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3.5.1.2. Cromatografia de liquidos.

La fase movil es un disolvente o mezcla de disolventes y la fase estacionaria es un
sélido que interactia con las sustancias que se desea separar (cromatografia
liquido-solido), o bien un liquido inmiscible con la fase mavil, depositado en la
superficie de un sélido (cromatografia liquido-liquido). Esta forma de cromatografia
puede realizarse con diferentes arreglos experimentales: en columna, en capa
delgada o en papel. En el primer caso, la fase estacionaria se encuentra
rellenando un tubo; en el segundo, se dispersa sobre una lamina de vidrio o
aluminio formando un lecho de espesor uniforme; y en la cromatografia en papel,
la fase estacionaria es la solucion acuosa contenida en el interior de las celdas

formadas por las fibras de la celulosa (Técnicas cromatogréficas, 2007).

3.5.2. Parametros cromatograficos

Un parametro es una cantidad que puede tener distintos valores y que caracteriza
a un proceso, una operacion o un resultado. La parametrizacion de datos en
cromatografia, como en otros métodos, facilita la tabulacién y la comunicacion de
dichos datos. Se puede parametrizar la forma, la posicién y la resolucién de las
bandas en un cromatograma (representacion grafica de la respuesta registrada en
unidades arbitrarias con respecto al tiempo). Ademas, estos pueden
correlacionarse satisfactoriamente con descripciones de los procesos moleculares

que tienen lugar durante la separacion.

Los pardmetros cromatograficos son claves para el disefio de un andlisis, pues
son herramientas que ayudan a evaluar las condiciones en las que se esta
llevando a cabo. Y con ellas, determinar si el analisis es aceptado o requiere
modificaciones que permitan mejorar su desempefio (optimizacion) (Técnicas
cromatograficas, 2007). En la Tabla 5 se muestran los parametros cromatograficos

de mayor interés.
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Tabla 5. Parametros cromatograficos.

Parédmetro Simbolo Pardmetro Ecuacidén
Tiempo muerto t Factor de k' = tL’ (Ecuacion 2)
P 0 capacidad Tt
Tiempo de retencion t Factor de = k—é (Ecuacién 3)
P r selectividad a= k;
t\2
N =16 (W) ... (Ecuacion 4)

Tiempo de retencién e NUmero de
corregido r platos teéricos
£\
N = 5.545( r ) ... (Ecuacion 5)
Wi1/2
. Altura

. L ..

Ancho dbe;Sp;co enla w equivalente a un H=— .. (Ecuacion 6)
plato tedrico N

Ancho del pico a la g _ 2(trp = t1) .

mitad de la base Wi/2 Resolucion ST Twtw, (Ecuacion 7)
Longitud de la columna L

*Los subindices 0,1 y 2 en las ecuaciones hacen referencia al orden de elusion de los diferentes analitos en un analisis
cromatografico. Teniendo en cuenta que el 0 es el tiempo muerto (todo lo que no se retuvo) y que el analito 1 eluy6 primero
respecto al analito 2.

Generalmente en los métodos cuantitativos debemos esperar que nuestros
pardmetros adquieran ciertos valores para considerar que el método puede ser
aplicable. Por ejemplo, la resolucién depende proporcionalmente de la retencion,
selectividad y de la eficiencia, por lo que se recomienda utilizar k> 2 v,
generalmente, a>1. Una resolucion de al menos 1.5 implica el minimo valor
deseable para tener una correcta separacion de dos sefiales de tamafio similar
respecto a la linea base (99.7 % de separacion), lo que se traduce en una
cuantificacion confiable entre sefiales continuas. Ademas, la eficiencia de las
columnas cromatograficas aumenta a medida que es mayor el nimero de platos N
(>1,000 platos tedricos/m) y, en consecuencia, disminuye la altura equivalente a

cada uno de ellos (Técnicas cromatogréficas, 2007).
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3.5.3. Cromatografia Ionica

Como vimos en la Tabla 4, otra forma de clasificar a la cromatografia es a través
del mecanismo de retencion del analito, los equilibrios utilizados son: de adsorcion
(normal y fase reversa), de particion liquido-liquido, permeacion sobre gel, de
afinidad y de intercambio i6nico (Técnicas cromatograficas, 2007). Siendo este
altimo mecanismo el tipo de cromatografia liquida de interés en esta investigacion.
La cromatografia ibnica, o de intercambio ionico, esta relacionada con los métodos
modernos y eficaces para la separacion y determinacion de iones basados en el

uso de resinas de intercambio iénico.

La cromatografia idbnica empez6 a desarrollarse a mediados de los afios setenta,
cuando se demostr6 que mediante las columnas para CLAR (Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion) empacadas con resinas de intercambio catiénico o
anionico, podian analizar facilmente mezclas de cationes o aniones (Lopez, 2013).

3.5.3.1. Fundamento

La cromatografia de intercambio i6nico se lleva a cabo en empaques de columna
que tiene grupos funcionales cargados unidos a una matriz polimérica (resina)
cuya carga es contraria a la de la fase mévil, por lo que ambas fases son idnicas.
Los grupos funcionales son enlazados permanentemente y asociados a

contraiones (Lopez, 2013).

La naturaleza de los iones unidos a las resinas define el tipo de cromatografia
idnica, por ejemplo, si se requiere analizar aniones, la naturaleza de los grupos
funcionales unidos a la resina debe ser catidnica (columna anidnica), e
inversamente, si se desea separar cationes. Las columnas catibnicas mas
comunes tienen grupos sulfonicos unidos a una matriz polimérica, aunque también
existen las de grupos carboxilicos unidos a una matriz de gel silice. Mientras que

las columnas anidnicas mas comunes tienen grupos amino cuaternario unidos a
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una matriz de alcohol polivinilico, o a un copolimero de poliestireno/benceno

divinilico, entre otras (Metrohm, 2021).

El mecanismo de retencion més comun es el intercambio simple de los iones de la
muestra y de la fase movil con el grupo cargado de la fase estacionaria, gracias a
las fuerzas electrostaticas existentes. A continuacion, se describe paso a paso

dicho proceso para la cromatografia anionica, ya que es la de interés.

Paso 1. Cuando una columna aniénica de grupos amonio cuaternario (Fase
Estacionaria, FE) entra en contacto con solo la Fase Mévil (FM), cuya composicion
quimica es de bicarbonatos, estos son fijados gracias a las fuerzas electrostéaticas

en los sitios de intercambio (Ecuacion 8)

[HCO3 |py S [HCO3 |pg .- (Ecuacién 8)

Paso 2. Cuando la muestra que contiene al analito “A™ entra en contacto con la
FM (a través de la posicion de inyeccion del loop que alimenta un volumen fijo de
la muestra a la corriente de dicha fase movil), y ésta es eluida hasta la FE, existe
el intercambio simple expresado en la Ecuacion 9. Aqui el analito sera retenido
con base a su carga y a la afinidad que tenga con ambas fases, principalmente.

A_FM + [HCO3_]FE (—_) [HCOIS_]FM + A_FE (Ecuacién 9)

Paso 3. Conforme avanza el analito gracias al flujo del eluyente y su capacidad de
interaccionar con la FE, A" vuelve a la FM (Ecuacion 10), dejando los sitios de
intercambio nuevamente con bicarbonatos (provenientes de la FM) listos para un
nuevo analisis y permitiendo la identificacion de A" gracias a su tiempo de elucién

en el cromatograma.

[HCO:;]FM + A—FE (:) A—FM + [HCOB_]FE (Ecuacién 10)
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3.5.3.2. Sistema cromatografico

El sistema cromatogréfico de intercambio i6nico estd compuesto por diferentes
partes, la Figura 4 muestra, de manera general, cada una de ellas.

Fiyo

v oo
&9

s T  prveozo Procesamiento de
» Coumna v 1 Detector } ) 43005 —>
J Calcs

Automuestreasor Cromatograma

Figura 4. Esquema general de las partes de un Cromatégrafo I6nico (modificado a partir de
Loredo, 2019)

Donde las partes son:

Contenedores de la fase movil (eluyente)

Son los encargados de almacenar la fase mévil, generalmente se usan reservorios
de vidrio que sean inertes a la FM. Para cromatografia de intercambio catiénico, la
composicién de la FM puede ser a base de acido dipicolinico o 4cido oxalico con
acido nitrico. Mientras que, para la cromatografia de intercambio aniénico, su

composicién puede ser desde carbonatos y/o bicarbonatos.

La FM siempre debe ser desgasificada, ya que esto elimina CO2 y O2 disueltos

gue pudieran interferir en el correcto funcionamiento del sistema cromatografico.

Inyector

Las valvulas de inyeccion introducen la muestra al sistema cromatografico.

Muchos equipos hacen uso de un loop, que es un parte del equipo que tiene un
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diametro interno pequefio y cuyo volumen es fijo (posicion de carga), lo que le
concede la cualidad de alimentar siempre el mismo volumen de muestra en la
corriente de la FM que ira a la columna (posicién de inyeccién), perturbando lo
menos posible el proceso de circulacion ya establecido por la FM en el sistema

cromatografico.

El uso de automuestreadores trae consigo la optimizacion del andlisis con
respecto a la inyeccion manual, ya que disminuye los tiempos de inyeccion,
favorece la repetibilidad en los analisis y aumenta el coeficiente de correlacion
(que se ve reflejado en la linealidad del método). Su funcionamiento es a través de

un sistema de bombas que toman la muestra y la introducen al loop.

Bombas peristéalticas y de alta presién

Los equipos cromatograficos cuentan con diferentes sistemas de bombeo, su
composiciéon estructural es de rodillos, soportes, resortes y pernos, los cuales se
encargan de impulsar a la FM para que recorra todo el sistema cromatografico.
Incluido el proceso de “forcé” que ocurre en la columna, ya que, debido a su
tamafo, existe una sobrepresion en el sistema. Dicha sobrepresion depende del
caudal, el tamafo de las particulas de la FE y la viscosidad, y puede generar
dafos irreparables a la columna. Las bombas suelen ser peristalticas (cuando el
flujo deseado no es tan elevado) y de alta presion, cuyo objetivo es mantener el

caudal estable (sin pulsaciones).

De manera general, existen dos formas de elucion, la isocratica y con gradiente de
concentracion, el equipo de cromatografia ionica suele utilizar la elucién isocratica,
donde no se modifica la composicion de la fase mavil, lo que facilita el sistema de

bombas que utiliza.
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Columna

La columna es un tubo recto de diferentes longitudes (van desde 3.0 hasta 25.0
cm) donde el diametro interno depende del tamafio de particula seleccionado con
base en el sustrato (poliestireno, copolimeros, etc.), y cuya funcién es la de
separar a los analitos. La mayoria de ellas trabaja bajo un intervalo de pH, el mas
comun suele ser desde 3.0 hasta 12.0/13.0, aunque todo depende de la
composicién quimica de la fase estacionaria (FE), principalmente.

Las columnas suelen ser consideradas como el corazon del cromatografo, por lo
que es muy importante protegerlas y optimizar su uso, por ejemplo, recordando
siempre filtrar sus muestras (0.45 pm o menos). Generalmente, antes de que la
muestra pase por la columna, muchos sistemas cromatogréaficos incluyen una pre-
columna, cuya composicion quimica es igual a la de la columna, aunque con un
tamafo de particula mayor. Su objetivo es retener cualquier contaminante por si
no se llego6 a filtrar correctamente la muestra, o si alguno de ellos provenia de la
fase movil. Cuando una pre-columna ya no funciona, la presion del sistema
aumenta, indicando la necesidad de su cambio. En la Figura 5 se muestra la

imagen de una columna de cromatografia idnica.

Figura 5. Columna de cromatografia ionica marca Metrohm.

Supresor (conductividad)

Tiene la funcién de disminuir los efectos de conductividad que ocasiona la FM de

eleccion. Estd compuesta por resinas de intercambio idénico que tienen en la
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superficie contraiones que retienen a los iones de interés durante el analisis
(supresion quimica). Un supresor quimico tiene, generalmente, un total de 3
unidades de supresion (cartuchos) que estan conectados a un rotor, formando un
sistema que se le conoce como “Mddulo de Supresor”. El rotor permite que los
cartuchos giren y pasen de una a otra posicion llevando a cabo diferentes
actividades. La primera posicion es la de “trabajo” y es en esta por donde pasa la
FM con o sin la muestra una vez que sale de la columna, la segunda posicién es la
de “regeneracion” y consiste en hacer pasar una disolucién de concentracion
conocida de un éacido fuerte (acido sulfurico, por ejemplo) para volver a protonar
los sitios de intercambio. Por altimo, la tercera posicidon es la de “lavado”, y es aqui
donde se elimina todo aquello que no fue retenido posterior a la regeneracion,
permitiendo tener nuevamente listo al cartucho al momento de rotarlo a la posicion
de “trabajo” (Metrohm, 2021).

Siguiendo con el ejemplo de una FM de bicarbonatos donde el contraion de este,
generalmente es el ion sodio, la reaccién que ocurre en la unidad de supresion es

la siguiente:

Na+FM+H+R10 (—_)Na+RIO +H+FM"' (Ecuaciénll)

La Resina de Intercambio l6nico (RIO) presente en la unidad de supresion se
encuentra inicialmente protonada (reactivos, Ecuacion 11) debido a la
regeneracion previamente realizada con un &cido fuerte (H2SOa4, por ejemplo).
Cuando la FM fluye a través de la cAmara de supresiéon (posicién de trabajo) los
H* en la RIO son intercambiados por los Na* que se encuentran en la FM
(Ecuacion 11), liberando los H* que, posteriormente, reaccionaran con los
bicarbonatos provenientes también de la FM para formar H2COs. Al ser esta una
especie neutra, la conductividad de fondo (la perteneciente a la FM) disminuye,
logrando disminuir la relacion sefial-ruido y aumentando la sensibilidad del sistema
de medicion (Metrohm, 2021).
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Detector

Su objetivo es generar una sefal con base en una propiedad de los analitos, es
por ello que existen diferentes tipos de detectores. Para seleccionar un tipo de
detector se debe tener en cuenta las propiedades del analito (si es i6nico, Si
absorbe luz, si genera fluorescencia, etc.), la sensibilidad del equipo, el ruido de
fondo que genera, el que mantenga una respuesta estable en el tiempo, los
alcances del método, la relacibn costo-beneficio, etc. Existen dos tipos de
detectores ampliamente utilizados en la cromatografia de intercambio i6nico; el

conductimétrico y el amperométrico.

El detector conductimétrico (Figura 6) mide continuamente la conductividad (uS
cm?) del liquido que pasa a través de él y la registra en funcién del tiempo
(cromatograma). El detector de conductividad posee una extraordinaria estabilidad
térmica y garantiza condiciones de medida reproducibles. Ademas, es utilizado
para detectar un amplio rango de analitos que van desde cationes y aniones

organicos e inorganicos (Metrohm, 2021).

Figura 6 . Detector de conductividad marca Metrohm.

En el detector amperométrico (Figura 7) se pueden determinar las sustancias
electroactivas (ya sea por oxidacion o reduccion) en la FM. Para la determinacion
se utilizan métodos amperométricos que combinan una excelente sensibilidad con
un alto grado de selectividad. El potenciostato integrado genera las tensiones para

la amperometria de corriente continua (CC), la amperometria de pulsos (PAD) y la
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amperometria de pulsos flexible integrada, asi como para el registro de ciclo

voltamperogramas (Metrohm, 2021).

Figura 7. Detector amperométrico marca Metrohm.

Procesador de datos

Generalmente son programas computacionales (softwares) que se encargan de
modificar la sefal del detector a una sefal digital, integrar y generar los

cromatogramas.

3.6. Método Analitico

3.6.1. Generalidades

La ciencia se guia por una serie de pasos ordenados (método) con el fin de
construir conocimiento. La Quimica Analitica se apoya de métodos analiticos para
conocer especies quimicas presentes en la naturaleza, ya sea de forma

compuesta o elemental.

Un método analitico es aquel que sigue una serie de pasos de forma ordenada y
concisa para la identificacion de los componentes de dichas sustancias de interes,
por forma clasica (gravimetrias y volumetrias) o de forma instrumental

(cromatografias, espectroscopias, técnicas electroquimicas, etc.).

La eleccion de la metodologia analitica se basa en muchas consideraciones, tales
como: propiedades quimicas del analito, matriz de la muestra, la velocidad y el

costo del andlisis, el tipo de mediciones (cuantitativo o cualitativo), y el nimero de
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muestras. Un método cualitativo proporciona informacion de la identidad quimica
de la especie en la muestra, mientras que un método cuantitativo proporciona
informacion numeérica sobre las cantidades relativas de uno o més de los analitos

en la muestra.

Los pasos para el desarrollo y la validacion de un método dependen de sus
caracteristicas. Sin embargo, los siguientes pasos son comunes para la mayoria

de los métodos (Toomula et al., 2011):
¢ Definicion del plan de desarrollo del método
e Recoleccién de informacién

e Desarrollo del método de laboratorio (preparacion de muestras, seleccién

del método de analisis, etc.)
e Generacién del procedimiento de prueba.

e Validacion del método

3.6.2. Desarrollo del método analitico

La busqueda de métodos de andlisis mas rapidos, selectivos y sensibles son
algunos de los objetivos esenciales perseguidos por los quimicos analiticos. La
ISO/IEC17025 (2017) recomienda usar los métodos publicados en normas
internacionales, regionales o nacionales 0 por organizaciones técnicas
reconocidas, revistas cientificas o como lo especifique el fabricante.
Lamentablemente no siempre se cuenta con las condiciones para hacerlo, por lo
gue el desarrollo de nuevos métodos surge como una opcion viable. El desarrollo
de un método analitico es el proceso de seleccionar un procedimiento de ensayo
preciso para determinar la variable deseada (Chauhan et al., 2015). En el
desarrollo de un nuevo procedimiento analitico, la eleccidén de la instrumentacion

analitica y la metodologia debe basarse en el propésito y el alcance del método

46



analitico y debe ser evaluado conforme a criterios de aceptacion establecidos
(Chauhan et al., 2015).

Una de las principales caracteristicas para la eleccion de un método analitico es el
conocer las propiedades del analito de interés (si es soluble, si es volatil, si
conduce la electricidad, si absorbe en el visible u otro intervalo, si se oxida o se
reduce, si es fluorescente, etc.). Ademas, es importante conocer si la fuente del
analito previamente requiere de un tratamiento (separacién, extraccion,
descomposicion, entre otras). También es importante tener en cuenta el costo del
analisis, los insumos necesarios, la disponibilidad de los instrumentos y espacios,
asi como de las necesidades del analista y/o cliente. Por lo tanto, la eleccion del
método es de suma relevancia, y tiene un sinfin de necesidades a cubrir (Arrieta et
al., 2017).

Una vez seleccionado el método analitico, se debe verificar que se cuenta con:
¢ Instrumentos calificados y calibrados
e Estandares de referencia confiables
e Analistas calificados

e Condiciones adecuadas para realizar el método (temperatura controlada,
presencia de extractores, material volumétrico u otro indispensable,

balanzas analiticas, etc.)
e Equipo de seguridad adecuado

Durante las primeras etapas del desarrollo del método la solidez de este debe ser
evaluada, ya que ésta ayudara a definir si es o no util, permitiendo que continde el
desarrollo (hasta optimizar el método) o que sea necesario buscar alguno otro
(Chauhan et al., 2015).
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3.6.3. Herramientas estadisticas de apoyo

La ISO/IEC17025 (2017) en su punto 7.2.1.1 “Seleccion y verificacion de métodos”
dice que en el laboratorio se deben usar métodos y procedimientos apropiados
para todas las actividades y, cuando sea necesario, para la evaluacion de la
incertidumbre. Asi como las técnicas estadisticas para el andlisis de datos. Por lo
tanto, las herramientas estadisticas son importantes al momento de desarrollar (y
validar) un método, ya que nos permiten expresar resultados numeéricos que

puedan ser interpretados y, con base en ello, tomar decisiones objetivas.

La estadistica descriptiva es la encargada de recolectar, analizar y caracterizar un
conjunto de datos. Los parametros estadisticos mas utilizados son media
aritmética (X), varianza (So?), desviaciéon estandar (So) y coeficiente de variacion
(CV) (Tabla 6).

Tabla 6. Parametros estadisticos.

Nombre Ecuacion
Media aritmética g == (Ecuacion 12)
n
N (xi—%)2
M (Ecuacion 13)

Varianza 55 =
n

Desviacion estandar S, = /M (Ecuacion 14)
n

Coeficiente de Variacion C.V.= i—f’ * 100... (Ecuacion 15)
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3.6.4. Validacion de un método analitico

Generalmente se considera que la validacion del método esta ligada
estrechamente con su desarrollo, por lo que se dice que un método bien
desarrollado debe llevar a una validacion facil. La validacion de un método es el
proceso de definir una necesidad analitica y confirmar que el método en cuestion
tiene capacidades de desempefio consistentes con las que requiere la aplicacion
(Eurachem, 2016). El concepto de validacion suele utilizar la palabra confirmacion
para referirse al aporte de evidencias objetivas (datos de experimentos
planeados), que seran evaluadas para que cumplan con los requisitos particulares

(pardmetros de validacion) para un uso especifico previsto.

Un método debe ser validado cuando (Eurachem, 2016):

Se trata de un método nuevo.

e Es un método ya establecido y que es revisado para incorporar mejoras o

extenderlo a un nuevo problema.
¢ Un método ya establecido que cambi6 con el tiempo.

e Un método establecido usado en un laboratorio diferente, con diferentes

analistas o con diferente instrumentacion.

Para mejorar la equivalencia entre dos métodos.

El grado de validacién debera ser tan amplio como sea necesario para satisfacer
las necesidades del tipo o campo de aplicacién. La validacién es siempre un
equilibrio entre los costos, los riesgos y las posibilidades técnicas (ISO/IEC17025,
2017), por lo que una validacion parcial suele ser utilizada en muchos casos. En la
Tabla 7 se muestran los parametros propuestos por el CENAM para la validacion

parcial y completa en un método.
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Tabla 7. Parametros de validacion conforme al grado deseado (CENAM, 2004).

Validacién parcial

Validacion completa

Linealidad Linealidad
Limites Sensibilidad
Intervalo de trabajo Selectividad
Reproducibilidad Robustez
Repetibilidad Limites
Veracidad Intervalo de trabajo
Incertidumbre Reproducibilidad
Repetibilidad
Veracidad

Incertidumbre

3.6.4.1. Parametros de validacion o desempefio

3.6.4.1.1. Linealidad

La linealidad es la capacidad del método analitico para obtener resultados
directamente proporcionales a la concentracién o cantidad del analito en un rango
definido. Se determina mediante el tratamiento mateméatico de los resultados
obtenidos en el analisis del analito a diferentes cantidades o concentraciones. La
seleccion del rango y del nimero de puntos experimentales esta estrictamente

relacionada con la aplicacién del método (Castillo et al., 1996).

En el eje de las "x" aparecera la cantidad o la concentracién del analito y en el eje
IIy
gastado, etc.), donde la amplitud de la relacién descrita por un modelo dependera

la respuesta analitica (absorbancia, area, cantidad de agente valorante

de la aplicabilidad (concentraciones deseas, estudios de estabilidad, etc.). Los
estimadores de regresion para un nivel de significacion dado, en la mayoria de los
trabajos quimicos es el coeficiente de correlacion (r) y determinacion (r?) (Castillo
et al., 1996). Donde el primero indica si el conjunto de datos se ajusta a los de una
linea recta, y el segundo si el modelo lineal es adecuado para los datos. De
acuerdo con el Miller y Miller (2002) la linealidad también puede ser determinado

de manera visual, siempre y cuando se tenga un numero elevado de datos.
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3.6.4.1.2. Intervalo de trabajo

El intervalo de trabajo es el intervalo en el cual el método proporciona resultados
con una incertidumbre aceptable (Eurachem, 2016) y suele ser definido con base
en las necesidades de las muestras a analizar. Los estimadores de regresion

usados son los mismos que en la linealidad.

3.6.4.1.3. Limite de Deteccion (LOD)

Una cualidad deseada de los métodos analiticos es la capacidad de detectar
pequefias cantidades de un analito. El limite de deteccion (LOD) es la
concentracion minima de un analito en la matriz de una muestra que puede ser
detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo condiciones analiticas

especificas (Eurachem, 2016).

Normalmente, para propositos de validacion es suficiente proporcionar un
indicativo del nivel al cual la deteccion resulta probleméatica. Para este propdsito la
Ecuacion 16 es adecuada. Cuando el trabajo es para soportar la conformidad con
una norma o especificacion, probablemente serd necesaria una aproximacion mas
exacta tal como la que describe la IUPAC (CENAM, 2008).

LOD = x + 3 So ... (Ecuacion 16)

Donde x es la respuesta promedio del blanco y So es la desviacion estandar de las
respuestas. Cuando el blanco no presenta sefal del analito, se debe adicionar el
analito al blanco (fortificacién), de tal forma que se tenga una sefial diferencial con

respecto a la sefal del ruido.
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3.6.4.1.4. Limite de cuantificacion (LOQ)

El limite de cuantificacion (LOQ) es la concentracion mas baja del analito que
puede ser determinada con un nivel aceptable de precision de repetibilidad y
veracidad (CENAM, 2008). Y suele ser definido como la Ecuacion 17.

LOD = x + 10 So ... (Ecuacion 17)

Un LOQ suele ser una caracteristica de desempefio muy util en los métodos, ya
que a partir de €l se suele indicar que existe linealidad. Tanto el LOD como el LOQ

suelen ser encontrados bajo la misma serie de experimentos.

3.6.4.1.5. Sensibilidad

La sensibilidad con base en la IUPAC es el cambio en la respuesta de un
instrumento de medicion dividido por el correspondiente cambio en el estimulo
(CENAM, 2008). La sensibilidad analitica relaciona la aleatoriedad de la respuesta
con la aleatoriedad debida a la variacién de la concentracion y se considera que, a
mayor pendiente (m), mayor sensibilidad (m>1) y que mientras mas pequefia sea

la pendiente (m<1) la sensibilidad ser4 menor.

3.6.4.1.6. Selectividad

La selectividad es la habilidad de un método para determinar exacta y
especificamente al analito de interés en la presencia de otros componentes en la

matriz bajo condiciones establecidas de prueba (CENAM, 2008).
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En la cromatografia este parametro de validacion suele ser evaluado a través del
parametro cromatografico llamado Resolucion (Ecuacion 7). Aunque de manera
general, se suele evaluar la identidad de un analito respecto a la presencia de

otros.

3.6.4.1.7. Exactitud

El término exactitud se utilizé durante cierto tiempo para referirse Unicamente a la
componente ahora denominada veracidad, pero hoy en dia también indica la
dispersion total de un resultado. Por lo anterior, el término general de exactitud

implica a la veracidad y a la precision (Figura 8) (CENAM, 2008).

| ERROR DE MEDIDA |

I
y y

ERROR ALETORIO ERROR SISTEMATICO

VERACIDAD

Figura 8. Relacion de Exactitud con precision y veracidad (Tomado de CENAM, 2008).

3.6.4.1.7.1. Veracidad

El término veracidad, en la NMX-CH-5725-1-IMNC-2006 se define como el grado
de concordancia existente entre la media aritmética de un gran namero de
resultados y el valor de referencia. La veracidad se relaciona con la presencia de
errores de tipo sistematico, también llamado “sesgo”, que puede expresarse como
se muestra en la Ecuacién 18 (CENAM, 2008).

X—x
s = M X 100 % ...(Ecuacién 18)
Xref
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Donde xret €s el valor de referencia a considerar, que en mediciones quimicas

suele asociarse a una concentracion que se obtiene de un material de referencia.

3.6.4.1.7.2. Precision

La precision es el grado de concordancia entre los valores de una serie repetida
de ensayos, utilizando una muestra homogénea, bajo condiciones establecidas
(CENAM, 2008).

Por lo general, se expresa mediante parametros estadisticos que describen la
propagacion de los resultados, tipicamente la desviacién estandar (o desviacion
estandar relativa) calculada a partir de los resultados obtenidos mediante la
realizacion de mediciones repetidas en un material adecuado en condiciones
especificas (Eurachem, 2016). Usualmente la precision de un método es evaluada

a través de la repetibilidad, repetibilidad intermedia y la reproducibilidad.

3.6.4.1.7.2.1. Repetibilidad

La repetibilidad es aquella donde los resultados analiticos independientes se
obtienen bajo las mismas condiciones experimentales a corto plazo (CENAM,
2008). Las condiciones de repetibilidad incluyen: el mismo procedimiento,
analista/observador, ubicacion, instrumento y condiciones de medicién. Por
mediciones sucesivas se entiende aquellas mediciones repetidas dentro de un
corto periodo de tiempo (CENAM, 2008). Se utiliza como parametro estadistico

para conocer la repetibilidad el CV, que es descrito en la ecuacion 17.

3.6.4.1.7.2.2. Repetibilidad intermedia

La precision bajo repetibilidad intermedia ofrece una estimacién de la variacion en
los resultados cuando las mediciones se realizan en un solo laboratorio, pero en

condiciones que son mas variables que las condiciones de repetibilidad. Las
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condiciones exactas utilizadas deben establecerse en cada caso (Eurachem,
2016) y no deben variar completamente como lo hacen en la reproducibilidad. Al
igual que la repetibilidad, la repetibilidad intermedia utiliza el CV del conjunto de
datos como parametro estadistico.

3.6.4.1.7.2.3. Reproducibilidad

Este tipo de precision es aquella donde los resultados analiticos independientes se
obtienen bajos las mismas condiciones experimentales a largo plazo o bajo
modificaciones de las condiciones experimentales (material, laboratorio, analista,
instrumento analitico) independientes del método (CENAM, 2008). Para este
parametro, el CV del conjunto de datos resulta también necesario como parametro

estadistico.

3.6.4.1.8. Robustez

La robustez de un procedimiento analitico es una medida de su capacidad para
permanecer no afectado por pequefias variaciones premeditadas de los
parametros del método. La robustez proporciona una indicacion de la confiabilidad
del método durante su uso normal. Gracias a esto es posible identificar las
variables en el método que tienen un efecto significativo y garantizar que, cuando

se utilice, estaran controladas estrictamente (Eurachem, 2016).

Para evaluar la robustez teniendo en cuenta el efecto de la concentracion del

analito se recomienda evaluar el porcentaje de recuperacion (%R) (Ecuacion 19).

%R = % X 100 % ... (Ecuacién 19)

Donde:
e Cr=Concentracion del analito en la muestra sin fortificar
e Cu=Concentracion del analito en la muestra fortificada

e Ca=Concentracion del analito adicionada a la muestra.
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4. Metodologia

4.1. Reactivos, materiales y equipos

En la Tabla 8 y 9 se muestran los reactivos, equipos y materiales utilizados.

Tabla 8.Reactivos.

Nombre Marca Caracteristicas generales
Estandar de arseniatos High Purity Standards L 1
(NazHAsO4-7H:0) (HPS) Concentracion=1000 mgL

Estandar de NO3z- High Purity Standards L 1
(NaNO3) (HPS) Concentracion=1000 mg L
Nitrato de sodio (NaNO3) Meyer Pureza= 99.0%
Carbonato de sodio : : _ 0
(Na2COs) Sigma Aldrich Pureza= 99.5%
Bicarbonato de sodio Sigma Aldrich Pureza= 99.5%
(NaHCO3) 9 ~ 99970
Agua ultrapura MilliQ Resistividad= 18 MQcm'?
Acido sulfirico (H2S0a) Meyer Pureza= 95-98%

Tabla 9.Equipos y materiales de mayor interés.

Nombre Marca Caracteristicas generales
Balanza Analitica OHAUS Carga maxima= 1logg, resolucién= 0.0001
Balanza Analitica OHAUS | Carga maxima= 3100 g, resolucién =0.01 g.

Cromatografo Iénico con .
detector de conductividad Metrohm Modelo 883 Basic IC plus
Auto-muestreador Metrohm Modelo 863 Compact Autosampler
Columna Cromatografica | Metrohm Modelo Metrosep A Supp 5-150/4.0
Bafio ultrasénico Auto Modelo AS Serial
Science AS5150B
Refrigerador Ojeda Modelo RVP-500, T=-2a5°C
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4.2. Método

El material de vidrio y plastico manejado en esta tesis fue usado después de un
lavado analitico utilizando jabon libre de fosfatos y un bafio de HCI al 10% m/m.
Para enjuagar el mismo se utilizo tres bafios de agua destilada y finalmente tres

con agua tipo MilliQ (ultrapura).

4.2.1. Desarrollo del método

4.2.2. Seleccion de la fase movil y concentracion del supresor

Tomando como punto de partida las concentraciones establecidas por el
fabricante para los componentes (n) del eluyente estandar (experimento No. 1-
Tabla 10) y el aumento de estos en un 100%, se realizé un disefio de
experimentos tipo factorial “2"™ con el objetivo de conocer la fase mévil y la

concentracion del supresor adecuada para eluir al analito de interés (Tabla 10).

Tabla 10. Planeacion de experimentos utilizando un diseio tipo factorial.

Concentracion Concentracion Concentracion del
# de de NaHCOszen la | de Na2COgsen la
. o e supresor HSO4
experimento fase movil fase movil (mmol L)
(mmol L (mmol L
1 1.0 3.2 50
2 1.0 3.2 150
3 3.0 3.2 50
4 3.0 3.2 150
5 3.0 9.6 50
6 3.0 9.6 150
7 1.0 9.6 50
8 1.0 9.6 150

Para la preparacion de las fases méviles a la concentraciéon correspondiente
segun el niumero de experimento (Tabla 10), se pesé la cantidad necesaria de
cada una de las sales (carbonatos y bicarbonatos) en una balanza analitica.
Posteriormente, las masas fueron depositadas en un matraz volumétrico Clase A

de 1.0 L y llevadas a la marca del aforo con agua tipo MilliQ. En el caso del acido
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sulfarico (atil para el supresor), con la ayuda de una micropipeta se tomaron los
volimenes adecuados y se adicionaron en un vaso de precipitados que contenia
una cama de agua, para subsecuentemente trasvasarlo cuantitativamente a un
matraz volumeétrico Clase A de 1.0 L donde fue aforado utilizando agua tipo MilliQ.
Todas las fases moviles y disoluciones de acido sulfurico fueron sonicadas por 20
minutos previamente a su introduccion al sistema, ya que la presencia de burbujas
afecta a la medicion. Para asegurar menor incertidumbre en las mediciones, todas
las disoluciones (muestras) se prepararon por adiciones gravimétricas utilizando

agua tipo MilliQ y en frascos y tubos de polipropileno.

Debido a la facil hidratacién de los reactivos utilizados para las soluciones madre,
y para evitar una baja confiabilidad en la exactitud de las concentraciones
obtenidas, se decidié conocer la concentracion real de las soluciones utilizando los

estandares apropiados por Cromatografia I6nica (CI).

A partir de las disoluciones madre se preparé por triplicado e independientemente
los patrones de medida que serian introducidas al sistema, teniendo una
concentracion final (solo de los aniones) de 3.0 mg L de arseniatos y 20.0 mg L
de nitrato (relacion encontrada en las muestras reales provenientes de isotermas
de adsorcion después de diluir, el NaNOs es adicionado para imponer una fuerza
i6nica en los sistemas de adsorcion estudiados en el LGAM). La secuencia de
analisis introducida al programa del equipo de Cl se muestra en la Tabla 11,

donde el blanco corresponde a agua tipo MilliQ.

Tabla 11. Secuencia de mediciones en cada experimento.

# de lectura Tipo de tubo
Blanco
Tubo 1
Blanco
Tubo 2
Blanco
Tubo 3
Blanco

N(OOAWIN|E-
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Para evaluar el desempefio de cada experimento, se tomaron en cuenta los
resultados obtenidos para los parametros cromatograficos de mayor relevancia (q,
N, Hy Rs). Y con ello, se selecciond la fase mévil y la concentracion del supresor
que seria utilizada para la validacién del método bajo las condiciones de trabajo

requeridas.

4.2.3. Preparacion de la muestra

Las muestras provenientes de las isotermas de adsorcién sobre goethita estan
compuestas por dos fases, una de ellas es la goethita en estado solido en
suspensioén y la segunda es la fase acuosa. El tratamiento consiste en la filtracidén

del sobrenadante utilizando un sistema como el que se muestra en la Figura 9.

~ T
Jeringa con i
embolo 1
S~ Filtro con membrana
} y empaque
Vial etiquetado Muestra
A

Figura 9. Sistema de filtracion de muestras.

El sistema consta de una jeringa de 10 mL con su embolo conectada a un filtro
swinnex-25 (Millipore), sellado previamente con una membrana de filtro de 0.05
um VMWP (Millipore) y un empague. El sistema se somete a presion manual de tal
modo que la fase solida queda retenida en el filtro y la fase acuosa pase a traves

de ella a un vial.
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Para la conservacion de las muestras después de su etiquetado, se cerraron, se
les coloco Parafilm y se llevaron a refrigeracion a 5 °C. Cuando se requirié analizar
las muestras estas fueron atemperadas y, subsecuentemente, diluidas llevando
0.5 mL de muestra a un volumen total de 10.0 mL utilizando agua tipo MilliQ

(adiciones gravimétricas).

4.2.4. Validacion del método

4.2.4.1. Linealidad

Para conocer la linealidad se eligieron 9 niveles de concentracién de arseniatos
desde 0.5 mg L hasta 80.0 mgL? de manera equidistante y por triplicado. Los
resultados obtenidos se graficaron de forma individual (grafico funcion respuesta)
y para asegurar la calidad de las mediciones, entre cada analisis se leyd un blanco

y cada muestra fue analizada por triplicado.

4.2.4.2. Intervalo de trabajo

Se determind a través de las especificaciones requeridas para los experimentos
de adsorcion. Para evaluar el intervalo de trabajo se eligieron 9 niveles de
concentracion de arseniatos desde 0.5 mg L' hasta 5.0 mg L' de manera
equidistante. Los resultados obtenidos se graficaron (grafico funcién respuesta) y
para asegurar la calidad de las mediciones, entre cada analisis se ley6 un blanco y

cada muestra fue analizada por triplicado.
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4.2.4.3. Limite de deteccion (LOD)

Se realizaron 10 mediciones independientes de un blanco fortificado a la
concentracion minima (150 ug L) que present6 una sefial representativa respecto
a la sefal-ruido. Entre cada blanco fortificado se ley6 un blanco de muestra. Para
determinar el limite de deteccion se utilizé la Ecuacion 16.

4.2.4.4. Limite de cuantificacion (LOQ)

Se realizaron 10 mediciones independientes de un blanco fortificado a la
concentracion minima (150 yg L) que presentd una sefal representativa respecto
a la sefal-ruido. Entre cada blanco fortificado se leyé un blanco de muestra. Para

determinar el limite de cuantificaciéon se utilizé la Ecuacién 17.

4.2.45. Sensibilidad

A partir de la regresion lineal de los datos obtenidos para la linealidad, se analizd
la sensibilidad a través del valor numérico generado para la pendiente.

4.2.4.6. Selectividad

Se evalué mediante el parametro cromatografico de resolucién, en el cual se
compararon los tiempos de retencion y el ancho del pico a la base entre el analito
de interés (arseniatos) y el presente en la matriz de la muestra debido a la
imposicion de la fuerza idnica (nitratos). Siendo el objetivo separar completamente
los componentes en el menor tiempo posible. ElI procedimiento consistié en
analizar por triplicado 5 muestras reales de isotermas de adsorcion de arseniatos
(pH=7.0 y una I= 0.01 mol L, caracteristicas iniciales) utilizando un blanco entre

cada lectura.
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4.2.4.7. Exactitud

4.2.4.7.1. Veracidad

Se determindé a través del sesgo (Ecuacion 18), para ello se realizaron 10
mediciones independientes, con una lectura de blanco entre cada analisis, a tres
niveles de concentracién (0.8, 1.5 y 3.0 mg L) dentro del intervalo de trabajo.
Donde la concentracion de referencia es la esperada debido a las adiciones

gravimeétricas.

4.2.4.7.2. Precision

4.2.4.7.2.1. Repetibilidad

Se realizaron 10 mediciones independientes con una lectura de blanco entre cada
analisis a tres niveles de concentracién (0.8, 1.5y 3.0 mg L!) dentro del intervalo
de trabajo. Estos experimentos fueron realizados en el mismo dia, por el mismo
analista y bajo las mismas condiciones de trabajo. Con los resultados obtenidos se

determiné el coeficiente de variacion (CV) haciendo uso de la Ecuacion 15.

4.2.4.7.2.2. Repetibilidad intermedia

Se realizaron 10 mediciones independientes con una lectura de blanco entre cada
andlisis a tres niveles de concentracion (0.8, 1.6 y 3.2 mgL™) dentro del intervalo
de trabajo. Estos experimentos fueron realizados con mes y medio de diferencia,
por diferente analista, con diferente estandar, con diferente fase moévil y disolucién
de supresor. Con los resultados obtenidos se determiné el coeficiente de variacion

(CV) haciendo uso de la Ecuacién 15.
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4.2.4.8 Robustez

La robustez del método fue evaluada de dos formas, realizando un disefio
experimental (desarrollo del método) donde se tuvieron en cuenta tres variables de
interés para la elucion del analito (FM y supresor) y, a través del porcentaje de
recuperacion (% R) para conocer el efecto de la concentracion de arseniatos. Para
esto ultimo, se adicionaron 3 niveles de concentracion del anién (0.8, 1.6 y 3.2 mg
L1, a partir del estandar) por separado a cinco disoluciones (0.5 mL de muestra
llevada a 10.0 mL de disolucion total, adiciones gravimétricas) hechas a partir de
las muestras reales provenientes de isotermas de adsorcion. Cada disolucion ya
fortificada fue analizada por triplicado utilizando un blanco entre cada lectura y el

calculo de %R se realiz6 utilizando la Ecuacion 19.
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5. Discusion de resultados

5.1 Desarrollo del método

5.1.1. Seleccién de la fase movil y concentracién del supresor

A partir de los experimentos de la Tabla 10, donde se trabajé con las tres variables
de interés (concentracion de carbonatos, bicarbonatos y acido sulfarico), se
obtuvieron los pardmetros cromatograficos a, N, H y Rs (Figuras 10-12) que
sirvieron para seleccionar la fase moévil y la concentracion del supresor adecuadas.
En el caso del experimento 7 y 8, debido a que el analito de interés y el NOs
(Unico anién procedente de la matriz, por la imposicién de la fuerza iénica) no
presentan una resolucién adecuada (>1.50), no fue posible determinar los demas

pardmetros cromatograficos, por lo que no se muestran sus resultados.

A partir de la Figura 10 los experimentos 5 y 6 presentan una selectividad menor a
1.00, indicando que el analito 2 (arseniatos) se retiene menos que el analito 1
(nitratos), permaneciendo mayor tiempo en la fase movil que en la fase
estacionaria (fendbmeno no deseado). El experimento 2 presenta la mayor
selectividad respecto a los experimentos restantes (Experimentos 1, 3 y 4, Figura
10), reteniendo 1.93 veces mas a los arseniatos respecto a los nitratos.

Ademas, un aumento en las concentraciones de las sales presentes en la fase
movil influye negativamente en la selectividad (Experimentos 3, 4, 5y 6 respecto a
1y 2, Figura 10), siendo esto mas notable al variar la concentracion del carbonato
de sodio respecto a la de bicarbonatos (Experimento 5y 6 respecto a 3 y 4, Figura
10). Contrario a ello, se observa que una mayor concentracion en el supresor
favorece a la selectividad (150 mmol L*> 50 mmol L), ya que los experimentos
similares donde esta variable es la Unica diferencia asi lo demuestran (Tabla 10,
Figura 10).
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2.00 1.93 Selectividad (a)

1.70
1.51 1.53
1.50
1.00 0.89 0.88
0.50 I
0.00
1 2 5

3 Experimento 4

Magnitud del pardmetro

Figura 10. Grafico de selectividad por experimento.
Las barras de error (CV) se indican en color rojo y el nimero superior a ellas es el valor promedio obtenido.

En la Figura 11 se muestran el numero de platos tedricos obtenidos para los
nitratos y los arseniatos en cada experimento, respectivamente. A pesar de
tratarse de CI donde las sefales/picos en muchos casos no son tan finas/ideales,
los experimentos 1 y 3 presentan N>10,000 para nitratos y arseniatos, siendo
mayor el nimero para arseniatos respecto a nitratos, indicando que internamente
existen mas equilibrios durante su interaccion con la FE para los arseniatos. A
pesar de que los experimentos 5 y 6 presentan los valores menores para N en
ambos analitos, sus valores son bastante mayores a 1,000, algo bueno para la Cli
donde es comun observar cierta asimetria en las sefiales de analitos con

relativamente elevadas masas molares.

Al comparar los experimentos 1 y 3 (donde es mayor la concentracion de
bicarbonatos en el segundo), se observa el mismo fendmeno que en los
experimentos 2 y 4, donde N aumenta para los nitratos, pero disminuye para los
arseniatos (Figura 11), por lo que se puede decir que no resulta favorable el
aumento en la concentracion de bicarbonatos en la fase movil para este
pardmetro, y mucho menos el aumento de la concentracion de carbonatos
(experimento 5 y 6, Figura 11). Respecto a la concentracién en el supresor, se
observa que, de manera general, una concentracion de 50 mmol L permite tener

un mayor numero de equilibrios de los aniones en la FE (Figura 11).
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Numero de platos tedrico (N)
10639 10288
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Figura 11. Grafico de nimero de platos tedricos por experimento.

Las barras de error (CV) se indican en color rojo y el niimero superior a ellas es el valor promedio obtenido.

La eficiencia de la columna cromatografica es evaluada a través de la altura
equivalente de plato tedrico (H), en la Figura 12 se presentan los resultados
obtenidos para los nitratos y arseniatos en cada experimento, respectivamente.
Tratdndose de la misma columna (L= 150 mm), es de esperarse que las mejores
eficiencias las obtengan los experimentos 1,2,3 y 4 (indicando que el equilibrio de
los analitos entre fases se realiza en una fraccién longitudinal menor), y que las
peores eficiencias sean para 5 y 6 (Figura 12). En todos los experimentos se
obtienen CV inferiores al 3.5% para ambos aniones, presentando las mayores

diferencias para arseniatos en los experimentos 1y 2.

Altura equivalente de plato tedrico (H)

2.50 2.34 2.35
o 2.01 2.00
@ 2.00
E 1.661 60 161 1.63
< 1.50; 44 1.47 1.46
® 1.50 :
5 M Nitratos
©
3 1.00 ® Arseniatos
2
S
& 0.50
=

0.00

1 2 3Experimento4 5 &

Figura 12. Grafico de altura equivalente de platos tedricos por experimento.

Las barras de error (CV) se indican en color rojo y el nimero superior a ellas es el valor promedio obtenido.
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La resolucidon (Rs) es una medida cuantitativa que indica el grado de separacion
entre 2 picos adyacentes, y los parametros o y N (e indirectamente H) influyen en
ella. Con base en la Figura 13, los experimentos 1 y 2 presentan la mayor
resolucién, mientras que los experimentos 5y 6 tienen los menores valores de los

seis experimentos (todos con un solapamiento de las sefales menor al 0.3 %).

Resolucion (Rs)

11.60 12.09

10.00
3.21 8.04
8.00
6.00
4.00
161 1.70
2.00 I
0.00 -
1 2 3 4 5

6

.
g
(=)
S

Magnitud del pardmetro

Experimento

Figura 13. Grafico de resolucion por experimento.

Las barras de error (CV) se indican en color rojo y el niimero superior a ellas es el valor promedio obtenido.

La maxima eficiencia cromatografica se logra con una interaccion del analito con
las fases donde se obtenga una mejor retenciéon de este (o), un mayor numero de
equilibrios (N) y un menor nimero de dichos equilibrios respecto a una longitud
(H), traduciéndose todo ello en una mayor separacion (Rs). Por ello, considerando
los valores obtenidos de estos pardmetros en los experimentos, y conociendo la
variabilidad que existe en las concentraciones de nitratos en los experimentos de
adsorcion (mayores si se desean mayores fuerzas ionicas), se eligié como la fase
movil adecuada a 1.0 mmol L! de NaHCOs + 3.2 mmol L? de Na2COz y una
concentracion en el supresor de H2SO4 igual a 150 mmol L1, ya que cumple con
los objetivos dependientes del tipo de muestra generando una cuantificacion

confiable del analito de interés.
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5.1.2. Flujo

Con base en las especificaciones de la columna (Metrosep A Supp 5 - 150/4.0), el
flujo utilizado para el andlisis fue el estandar (0.7 mL min?). Un aumento en el
mismo haria llegar al flujo méaximo permitido en la columna (0.8 mL min?),
afectando su integridad, mientras que una disminucion del flujo afectaria los
tiempos de elucion, aumentando el tiempo de analisis (modificacion no deseada).

5.1.3. Condiciones seleccionadas para el analisis

La Tabla 12 muestra el resumen de las condiciones seleccionadas para el analisis

de arseniatos en muestras acuosas que contienen nitratos.

Tabla 12. Condiciones de analisis de arseniatos.

Fase movil 1.0 mmol L de NaHCOs + 3.2 mmol L™ de Na,COs
Supresor Tipo quimico; 150 mmol L de H,SO4

Flujo 0.7 mL min*

Modo Isocratico

Columna Metrosep A Supp 5 - 150/4.0

Detector Conductimétrico (Modelo 850.901, Metrohm)
Cromatografo l6nico | Modelo 883 Basic IC plus, Metrohm (con automuestreador)
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5.2. Validacion del método

Para todos los parametros analiticos a excepcion de selectividad y robustez, se
trabajé con disoluciones provenientes del estandar de arseniatos cuyo pH es

cercano a la neutralidad.

Durante la determinacion de todos los pardmetros cromatogréficos, el blanco
alimentado entre cada analisis no presentd sefiales y obtuvo un cromatograma
similar al de la Figura 14, donde se observa que el tiempo muerto es de 2.2 min,

aproximadamente.

pSlem

1560 4

1540 4

15204

1500 1

T T
1020 30 40 30 B0 7D B0 40 100 10 120 130 0 130 %60 70 18D W0 A0 1D

Figura 14. Cromatograma de un blanco analizado bajo las mismas condiciones que las
muestras.

5.2.1. Linealidad

Para la linealidad se prepararon estdndares de arseniatos a 9 niveles de
concentracion (0.5 mg Lt — 80.0 mg L) y se realizé un triplicado en las lecturas
del analisis. En la Figura 15 se muestran los cromatogramas obtenidos al

introducir estas nueve disoluciones.
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Figura 15. Cromatogramas obtenidos para determinar linealidad.

A patrtir de la integracion del area bajo la curva de las diferentes disoluciones se
elabor6 el grafico de calibracion donde se relaciona el area (uS cm™ min'?)
respecto a la concentracion de arseniatos (mg L?). Posteriormente, se realizé el
analisis de regresion lineal de cada analisis por separado (Figura 16) y se
aplicaron los respectivos cinturones de confianza a un 95 % con base en la

Ecuacion 20.

(Xsear—%)2

Ystar = (M~ Xgpqr +b) £ t“/z *Se* %-i— ... (Ecuacion 20)

Sxx

Donde yswr son los valores superior e inferior del cinturon, m es el valor de la
pendiente, b el valor de la ordenada al origen, ty2 en un valor de t de student al 95
% de confianza, n el nimero de mediciones, Xstr la concentracion obtenida, x el
valor promedio de la concentracion obtenida. El célculo de los valores de Sey Sxx,

se desglosa en el Anexo A, Modelo I.

Ademas, para conocer si la distribucion de los datos experimentales fue aleatoria,
se calcularon los residuos (e) con base en la Ecuacion 21 y se elabor6 su gréafico

con respecto a cada concentracion (Figura 16).

e =Yy —Yy* . (Ecuacién21)

%9

Donde “y” es el valor de la respuesta obtenida y “y*” es el valor de la respuesta

esperada calculada utilizando la ecuacion de la recta.
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Figura 16. Curvas de calibracion obtenidas para la linealidad con su grafico de residuales.

Las lineas punteadas azules en las curvas de calibracion corresponden a los cinturones de confianza al 95%.




En la Tabla 13 se presentan la ordenada al origen, la pendiente y los coeficientes

de determinacién y correlacion obtenidos para la linealidad.

Tabla 13. Valores obtenidos en las curvas de calibracién para la linealidad

Ordenada al Pendiente | Coeficiente de Coef|C|_ente_(lje Linealidad
Curva : - determinacion 1
origen (b) (m) correlacion (r) (r?) (mg L™)
A -0.0010 0.0701 0.9999 0.9999
B 0.0053 0.0699 0.9999 0.9999 0.8-80.0
C -0.0007 0.0703 0.9999 0.9999

Los resultados obtenidos muestran que existe una correlacion adecuada de los
datos al ser ajustados a una linea recta, ya que el criterio de aceptaciéon para la
linealidad (coeficiente de correlacién “r’) se verifica mayor o igual a 0.995 (Tabla
13). Por lo tanto, el método presenta una respuesta lineal de la sefial analitica
(area) respecto a la concentracion desde 0.5 mg L hasta 80.0 mg L't. Ademas, el
modelo lineal propuesto (ecuacion de la recta) es adecuado para describir los
datos debido a que su r’2 0.995 (Tabla 13). Afirmacién que se corrobora
visualmente a través del grafico y por la ausencia de datos experimentales afuera

de los cinturones obtenidos a un 95% de confianza (Figura 16).

Como puede observase en la Figura 16, los datos experimentales graficados en
las curvas de calibracién no siguen tendencias para los graficos de residuales A 'y
C. Mientras que en el grafico B se puede observar que hasta 40.0 mg L parece
que hay una tendencia que puede ser debido a las condiciones de andlisis, ya que
no se observa en los otros dos graficos. Por lo tanto, se puede decir que, en
general, se sigue una distribucion aleatoria, existiendo homocedasticidad

(dispersion constante de los datos).

5.2.2. Intervalo de trabajo

Para el intervalo de trabajo se prepararon estandares de arseniatos a 9 niveles de
concentracion (0.5 mg L't — 5.0 mg L), este intervalo fue seleccionado con base

en los valores obtenidos al analizar muestras reales con este método. En la Figura
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17 se muestran los cromatogramas obtenidos al introducir estas nueve

disoluciones.
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A partir de la integracion del area bajo la curva de las diferentes disoluciones se
elabor6 el grafico de calibracion donde se relaciona el area promedio obtenida
(n=3) (uS cm? min?t) respecto a la concentracion de arseniatos (mg L7).
Posteriormente, se realizé el analisis de regresion lineal (Figura 18) y se aplicaron
los respectivos cinturones de confianza a un 95 % con base en la Ecuacion 20.

Figura 17. Cromatogramas obtenidos para el intervalo de trabajo.
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Figura 18. Curva de calibracion obtenida para el intervalo de trabajo.

Las lineas punteadas azules corresponden a los cinturones de confianza al 95%.
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En la Tabla 14 se presentan la ordenada al origen, la pendiente y los coeficientes

de determinacién y correlacion obtenidos para la linealidad.

Tabla 14. Valores obtenidos en la curva de calibracion para el intervalo de trabajo

Ordenada al Pendiente (m) Coeficiente de Coeficiente de Intervalo de
origen (b) correlacién (r) | determinacion (r?) |trabajo (mg L?)
-0.0020 0.0560 0.9999 0.9999 0.5-5.0

Al igual que en la linealidad, los resultados obtenidos muestran que existe una
correlacion adecuada de los datos al ser ajustados a una linea recta, ya que el
criterio de aceptacion para la linealidad (coeficiente de correlaciéon “r’) se verifica
mayor o igual a 0.995 (Tabla 14). Ademas, el modelo lineal propuesto (ecuacion
de la recta) es adecuado para describir los datos debido a que su r?= 0.995 (Tabla
14). Afirmacion que se corrobora visualmente a través del grafico y por la ausencia
de datos experimentales afuera de los cinturones obtenidos a un 95% de

confianza (Figura 18).

5.2.3. Limite de deteccion (LOD)

Debido a que el blanco no presenté una sefial diferenciable respecto a la sefal-
ruido, para el limite de deteccion se analizaron 10 blancos independientes
fortificados con el estandar a una concentracion de 150 ug L de arseniatos. De
estos analisis se integré el area, se aplicé la ecuacion de la recta y, con base en la
Ecuaciéon 16, el LOD obtenido fue de (0.202 + 0.018) mg L utilizando un k=2

(factor de cobertura) para la incertidumbre! expandida.

! Estimacion a partir del modelo planteado en el Anexo A, Modelo Ill.
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5.2.4. Limite de cuantificacion (LOQ)

Al igual que en LOD, debido a que el blanco no present6 una sefial diferenciable
respecto a la sefial-ruido, para el limite de cuantificacion se analizaron 10 blancos
independientes fortificados con el estandar a una concentraciéon de 150 ug L de
arseniatos. De estos analisis se integro6 el area, se aplico la ecuacién de la recta y,
con base en la Ecuacién 17, el LOQ obtenido fue de (0.232 + 0.018) mg L*

utilizando un k=2 para la incertidumbre! expandida.

5.2.5. Sensibilidad

Para conocer la sensibilidad del método se tomdé en cuenta las pendientes
obtenidas en la linealidad (Tabla 13, Figura 16), teniendo valores de 0.0701,
0.0699 y 0.0703 puS L cm* mg? min-. Al ser un valor mayor a cero, este resultado
indica que el detector es sensible a los cambios de concentracion. Sin embargo,
se desearia una mayor sensibilidad (mayor pendiente) ya que esto permitiria

diferenciar mejor ciertas concentraciones.

5.2.6. Selectividad

Para la selectividad se analizaron por triplicado 5 muestras reales de isotermas de
adsorcidon cuyas caracteristicas iniciales (es decir, previas a su dilucién) de pH y
fuerza iénica son de 7.0 y 0.01 mol L?, respectivamente. En la Figura 19 se
muestra un ejemplo del cromatograma obtenido para una de las muestras reales,
la sefial a 9.5 minutos aproximadamente corresponde a nitratos, mientras que la

cercana a 15.0 min es la de arseniatos.
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Figura 19. Cromatograma del andlisis de una muestra proveniente de las isotermas de
adsorcion.

A los cromatogramas obtenidos se les obtuvo los tiempos de retencién y el ancho
del pico a la base para los dos aniones. Se determind la resolucion para cada

muestra con ayuda de la Ecuacion 7 (Tabla 15).

Tabla 15. Valores obtenidos en resolucién para evaluar selectividad.

Muestra | (Resoluciéon £ S,)
1 (6.75 £ 0.08)
2 (7.07 £0.10)
3 (7.22 £ 0.04)
4 (7.28 £ 0.01)
5 (7.28 £ 0.03)

Como se puede observar todos los valores de resoluciébn son mayores a 1.5
(criterio de aceptacion), lo cual indica que las sefales de nitratos y arseniatos no
tienen un solapamiento mayor al 0.3 % entre ellas, de tal modo que el método
también es selectivo ya aplicado en muestras reales. Afirmacion que se puede
corroborar visualmente con el cromatograma de la Figura 19. Las diferencias
encontradas en este parametro entre las muestras son debido a la concentracion
presente de arseniatos (que afecta en el ancho del pico a la base), ya que ésta

varia dependiendo la muestra o punto de la isoterma de adsorcion.

5.2.7. Exactitud

La exactitud fue determinada mediante la veracidad y la precision.
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5.2.7.1. Veracidad

Para el parametro de veracidad se analizaron 10 mediciones independientes a tres
niveles de concentracion (0.8, 1.5 y 3.0 mg L?, concentraciéon de referencia)
dentro del intervalo de trabajo (ecuacion de la recta). A las areas generadas se les

determind su concentracion promedio (concentracion obtenida) y con ello y la

Ecuacion 18 se obtuvo el Sesgo (Tabla 16).

Tabla 16. Valores obtenidos para evaluar la veracidad a través del sesgo.

Concentracién referencia | Concentracién obtenida + Uy-2 | Sesgo
(mg L) (mg L) (%)
0.8 0.775 +0.019 3.75
15 1.518 + 0.021 1.34
3.0 3.068 + 0.020 2.34

Los valores de sesgo obtenidos a los tres niveles de concentracion son menores al

5.0 % (criterio de aceptacion), por lo que el método genera resultados veraces

respecto a la determinacién de arseniatos bajo estas condiciones.

5.2.7.2. Precisién

La Precision fue analizada mediante la repetibilidad y la repetibilidad intermedia.

5.2.7.2.1. Repetibilidad

Para la repetibilidad se realizaron 10 mediciones independientes a tres niveles de
concentracion (0.8, 1.5 y 3.0 mg L) dentro del intervalo de trabajo. Con las
concentraciones obtenidas se determind el CV a través de la Ecuacion 15 y los

resultados generados se muestran en la Tabla 17 indicando la incertidumbre

expandida? con un factor de cobertura k=2.

2 Estimacion a partir del modelo planteado en el Anexo A, Modelo IIl.
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Tabla 17. Valores obtenidos para evaluar la precision bajo repetibilidad.

- P

Concentrack?nngolf)_'i)enlda tUka | oy (%)
0.775+£0.019 1.45
1.518 + 0.021 1.37
3.068 + 0.020 0.99

Los coeficientes de variacion obtenidos a los tres niveles de concentracion son
menores al criterio de aceptacion establecido (CV < 3.0 %), por lo que el método
tiene una alta precision para analizar arseniatos bajo condiciones de repetibilidad
(manteniendo todas las condiciones de andlisis iguales). Ademas, el CV aumenta
conforme disminuye la concentracion, lo que resulta esperable debido a que el
andlisis de pequefias cantidades conlleva una menor precision respecto a las

mayores.

5.2.7.2.2. Repetibilidad intermedia

Con el objetivo de tener condiciones de andlisis diferentes a las de repetibilidad,
cinco muestras a cada nivel de concentracion fueron analizadas por un analista A
utilizando una fase moévil, concentracion del supresor y estandar diferentes a las
otras cinco muestras, este segundo grupo de muestras fueron analizadas por otra

persona (analista B) un mes y medio después del analista A.

Para repetibilidad intermedia se realizaron 10 mediciones independientes a tres
niveles de concentracién (0.8, 1.6 y 3.2 mg L?) dentro del intervalo de trabajo y
ligeramente diferentes a las de repetibilidad. Con las concentraciones obtenidas se
determiné el CV a través de la Ecuacion 15 y los resultados generados se
muestran en la Tabla 18 indicando la incertidumbre expandida® con un factor de

cobertura k=2.

3 Estimacion a partir del modelo planteado en el Anexo A, Modelo IIl.




Tabla 18. Valores obtenidos para evaluar la precision bajo repetibilidad intermedia.

N + _
Concen(tr:lz;c:_qlr; * Up=2) CV (%)
0.806 + 0.019 3.27
1.590 + 0.018 3.75
3.199 + 0.018 3.48

Los coeficientes de variacion a los tres niveles de concentracion son menores al
criterio de aceptacion establecido (CV < 6.0%, el doble del valor dado para
repetibilidad debido a las diferentes condiciones de trabajo que exige el
parametro), por lo que el método tiene una alta precision para analizar arseniatos
bajo las condiciones de repetibilidad intermedia estudiadas (diferente fase mdvil,

concentracion de supresor, analista, tiempo y estandar).

5.2.8. Robustez

Una parte de la robustez del método fue analizada en el desarrollo de este, sin
embargo, el efecto de la concentracion del analito en muestras reales no, por lo

que se planted hacerlo a través de la Robustez.

Para conocer el porcentaje de recuperacion (% R) se adicionaron 3 niveles de
concentracion de arseniatos por separado a cinco disoluciones preparadas a partir
de las muestras provenientes de isotermas de adsorcién en goethita. Cada
muestra generada fue analizada por triplicado y con los resultados obtenidos y la

Ecuacion 19 se determiné el % R.

En la Tabla 19 se muestra las concentraciones* de cada muestra y la
concentracion al fortificar las mismas con los tres niveles de concentracion (con su

respectiva incertidumbre expandida® utilizando k=2). Los tres niveles de

concentracion de fortificacion A, By C son 0.8, 1.6 y 3.2 mg L%, respectivamente.

4 Las concentraciones obtenidas, son provenientes de una previa dilucidn. En el Anexo B se menciona la
concentracion real de cada muestra.
5> Estimacion a partir del modelo planteado en el Anexo A, Modelo IIl.




Tabla 19. Valores obtenidos en los porcentajes de recuperacion.

Concentracién obtenida de la muestra Recuperacion
o 5
Concentracion de fortlfl(crsda};_;)u(k:z) (%R)
Muestra | la muestra + U= {
-1
(mg L) A B C A | B | c
1 0.92 £0.10 1.70 £ 0.10 247+0.10 | 4.06£0.10 | 974 | 96.5 | 98.0
2 1.28 £ 0.10 2.07 £0.10 295+0.10 | 446£0.10 | 99.1 | 104.5 | 99.6
3 1.95+0.10 278+0.11 | 3.62+0.11 | 5.15+£0.11 | 103.2 | 103.6 | 99.8
4 3.16 £ 0.10 3.99+0.11 | 476+0.11 | 6.34+£0.11 | 103.3 | 100.2 | 99.2
5 4.37 £0.10 5.18+0.12 592+0.12 | 744 +£0.12 | 101.6 | 97.1 | 95.9

El criterio de aceptacion propuesto es de (100.0 + 5.0) % debido a la naturaleza de
las muestras, por lo que los resultados de la Tabla 19 demuestran que el método
no presenta problemas debido al aumento en la concentracion del analito en las
disoluciones, siendo robusto bajo el intervalo de 1.70 hasta 7.44 mg L' de

arseniatos.
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6. Conclusiones

A través del disefio experimental y la evaluacion de los parametros
cromatograficos de mayor interés (a, N, H y Rs), se desarrollé una metodologia
confiable para el andlisis de arseniatos en muestras acuosas que tienen altos
contenidos de nitratos. Las concentraciones seleccionadas para la fase movil y el
supresor fueron 3.2 mmol L* de Na2COs + 1.0 mmol L de NaHCOs y 150 mmol L-
! de H2S04, respectivamente.

Con base en los parametros de validacion, las herramientas estadisticas elegidas
y los criterios de aceptacion aplicados, el método propuesto es adecuado para su
propésito, ya que:

e Tiene un LOD de (0.202 + 0.018) mg Ly un LOQ de (0.232 + 0.018) mg L.

e Presenta un comportamiento lineal y homocedasticidad bajo las condiciones
de trabajo (r>0.995).

e Es sensible (m> 0) a las variaciones vistas en el método.

e Aplicado en las disoluciones elaboradas a partir de muestras reales es
selectivo (Rs>1.5) ante la presencia del ion nitrato (5x10* mol L7,
aproximadamente) a diferentes concentraciones de arseniatos.

e Es veraz (S< 5.0%) a los tres niveles de concentracion evaluados dentro del
intervalo de trabajo.

e Presenta precisibn bajo condiciones de repetibilidad (CV < 3.0%) y
repetibilidad intermedia (CV < 6.0%) a los tres niveles de concentracion
evaluados para cada uno dentro del intervalo de trabajo.

e Y, es robusto pues presenta % R= 100.0 £+ 5.0 bajo el intervalo de
concentracion de 1.70 a 7.44 mg L de arseniatos en solucion.

Ademas, y a pesar de no ser un parametro de validacién obligatorio, se estimé la
incertidumbre de las mediciones realizadas con el método a partir del uso de
modelos para el mensurando.

Por ultimo, la aplicacion de la metodologia en cinco muestras reales permitio
conocer los alcances del método ya que no se presentaron interferencias de
matriz significativas (% R), logrando determinar su concentracion y su respectiva
incertidumbre expandida (k=2) adecuadamente.
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Anexo A. Modelos matematicos

Modelo I. Célculo de los valores Sey Sxx para los cinturones de confianza.

S,C,C=Zx2—M

n

2
S,y :zyz _(ZZ)

=Yy - EDE)

n

Donde los valores de “x” corresponden a las concentraciones y “y” corresponde a
los valores de cada area de pico, correspondientes a cada punto en la curva de

calibracion.

Modelo Il. Célculo de la concentracion de una disolucién estandar y

estimacion de su incertidumbre.

Descripcion del mensurando: Concentracion de una disolucién para curva de
calibracion, a partir de una disolucibn madre preparada con el estandar de

arseniatos.

- R
— >
Std 4 Muestra A
.
Disolucion
Estandar de Disolucién madre

para la curva

arseniatos " o
de calibracion

Figura 20. Esquema de preparacion de disoluciones estandar.




Modelo para calculo del mensurando

Ecuaciones: Donde:
e Cwm: Concentracion de la disolucion
Cor = Cstq * Mstq madre (mg L)
M My, e Csw: Concentracion del estandar de
arseniatos (1000 mg L)
Cp - mpj e msw: Masa tomada del estandar (g)
Cois = m—M2 e mwm: Masa total de la disoluciéon madre
(9)
|gua|amos a partir de Cwm obteniendo: e Chpis: Concentracion de la disolucién
para la curva de calibracién (mg L)
e mpis: Masa total de la disolucion para
Csta " Mgeq * My, la curva de calibracion (g)
Cpis = Mmp;s * My e mmz Masa tomada de la disolucion
! madre (Q)

Modelo para la estimacion de la incertidumbre expandida

2 2
UC = 2 . CD- . (&)2 + (umstd)z + <umM2> (umDiS>2 <UmM1>
” i Csta 'std My, Mp;s mpy,
Donde:

e u= Incertidumbre asociada a cada variable
e U= Incertidumbre expandida

e 2= Factor de cobertura (k)




Modelo Ill. Calculé de la concentracion de una muestra y estimacién de su

incertidumbre a partir de una curva de calibracion.

Descripcion del mensurando: Concentracion de una disolucion a partir de una

curva de calibracion (Miller y Miller, 2002).

Modelo para el calculo del mensurando

Considerando un modelo | Donde:
general de regresion lineal:
e y: Respuesta analitica — Area de pico (uS

y=mx+Db cmimin-t)
e m: Pendiente de la curva (uS L cm™* mg?
mint)
Despejamos “x’: e x: Concentracién del analito (mg L)
e Db: Ordenada al origen (uS cm™ min 1)
y—>b
X =—
m
Modelo para la estimacion de la incertidumbre
Sy /x 1 1 o — )2
SXo:yT/' 1+;+E+b2FYZ(Xi}2)_()2 Sy/x =

Donde:

y: Respuesta promedio de la muestra.

*  Sxot Incertidumbre de la concentracion e Xi: Concentracion calculada en la muestra.

e Syx: Incertidumbre aleatoria eny.

e b: Pendiente de la recta.

e n: Niumero de mediciones para cada punto
de la recta.

e m: Numero de mediciones en la muestra.

* VYo. Respuesta obtenida de la muestra.

muestra.
curva de calibracion.

punto de la curva de calibracion.

e X: Concentracién promedio calculada en la
¢ Vi Respuesta obtenida en cada punto de la

e . Respuesta corregida obtenida en cada
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Anexo B. Datos de concentracion real de las muestras.

Para la lectura de las muestras provenientes de las isotermas de adsorcion,
después del respectivo proceso de filtracion se aplicé una dilucién cuyo factor
corresponde a 1/20 (0.5 mL de cada muestra en 10.0 mL de volumen total).
Considerando este factor de dilucibn, en la Tabla 20 se muestran las
concentraciones reales con su respectiva incertidumbre expandida con un factor

de cobertura k=2.

Tabla 20. Concentraciones reales de las cinco muestras seleccionadas provenientes de
las isotermas de adsorcion.

Concentracion + Uk=2)
(mg L*)
18.4+2.1

Muestra

255+21

39.1+21

63.2+2.2

gl K| Wl N|

87.3+24
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Anexo C. Glosario

Blancos de reactivos: Los reactivos utilizados durante el proceso analitico
(incluyendo disolventes utilizados para extraccion o disolucién) que seran
analizados para determinar si contribuyen a la sefial de la medida (Eurachem,
2016).

Blancos de muestra. Se trata de muestras sin presencia de analito (Eurachem,
2016).

Blanco fortificado: Son materiales o soluciones en los que el analito(s) ha sido
adicionado a valores conocidos. La adicion no tiene que limitarse al analito de
interés. Se pueden adicionar otros componentes para medir el efecto de la adicion
(Eurachem, 2016).

Cadena trofica: Cadena alimentaria, serie de especies existentes en todo
ecosistema, a través del cual se transmiten la energia pues unos organismos se

nutren de otros (Ramirez, 2006).

Escorrentia: Agua de lluvia que circula libremente sobre la superficie de un

terreno.

Fase mineral: Es aquella porcidbn de un sistema que es microscopicamente
homogénea en cuanto a sus propiedades fisicoquimicas y se encuentra separada
de otras porciones similares por regiones limites bien definidas, llamadas
interfaces. Por nomenclatura, se diferencian dos fases de un mineral utilizando
letras griegas previo a la formula quimica o después del nombre de este, por
ejemplo, cuarzo-a o a-SiO2 (CIDTA, 2020).

Horizontes: Serie de estratos horizontales que se desarrollan en el interior del

suelo y que presentan diferentes caracteristicas quimicas, fisicas y biolégicas.

Intemperismo: También llamado meteorizacion, es la alteracion de los materiales
rocosos expuestos al aire, a la humedad y al efecto de la materia organica (Duque,
2020).
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Perfil del suelo: Corte vertical en el suelo que va desde la superficie hasta la roca

madre.

Paleosuelos: Suelos que se formaron en el pasado geolégico bajo condiciones

(factores de formacion) distintas a las actuales. (Porta, 2019).
Pedogénesis: Proceso por el cual se crea un suelo.

Roca madre: Roca que mediante procesos de meteorizacion y erosion da lugar a

la formacion de la parte inorganica del suelo (Oxford Languajes, 2021).

Suelos Hidromoérficos: Suelos encontrados entre dos zonas caracterizadas por

un exceso de humedad permanente. (ALEGSA, 2016).

Suelo Calcéareo: Son aquellos suelos que tienen un alto contenido de carbonato
de calcio ya sea en forma de calcita (CaCOs sistema cristalino Romboédrico) o

aragonita (CaCOs sistema cristalino Ortorrombico).

Sustancia humica: Definidas como macromoléculas organicas, con una
estructura quimica compleja, distinta y estable que provienen de la degradacion de
plantas y animales, por la actividad enzimatica de microorganismos vy
metamorfismo organico (Lopez et. al., 2014).
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