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RESUMEN

Son importantes los estudios sobre la especiacion de elementos toxicos en agua por la
valiosa informaciéon que proveen. A través de los estudios de especiacion es posible
conocer el estado de oxidacion, las especies quimicas y la concentracion total de un
elemento en una muestra. La informacion sobre las especies de un elemento en agua
se utiliza para realizar evaluaciones de impacto ambiental y toxicolégicas. ademas de
apoyar en los estudios de procesos de remocion de un elemento en agua.

Este trabajo monografico se fundamenta en la recopilacion de informacion de
metodologias analiticas para ia especiacion de aluminio, arsénico, cromo, mercurio y
plomo en agua. La busqueda de informacion se realizo principalmente en publicaciones
de educacion cientifica en el area de quimica analitica y ambiental.

La informacion recopilada para cada elemento se analizd y organizé de acuerdo a los
siguientes conceptos: generalidades del elemento, principios y métodos de los estudios
revisados, descripcion de las metodologias analiticas de acuerdo con la aplicacion en
muestras sintéticas y naturales, y finaimente el analisis de las metodologias descritas.
Por otra parte, para la mayoria de los elementos se hace una breve descripcion de
estudios aplicados a diversas muestras naturales.

Posteriormente se describen las cinco técnicas analiticas mas aplicadas en los
estudios revisados, entre las que figuran Espectroscopia de Absorcion Atémica,
Espectroscopia de Ultravioleta Visible, Polarografia, Cromatografia y Espectroscopia
de Emision Atomica-Plasma Acoplado Inductivamente. En la descripcion de las
técnicas se menciona principalmente el fundamento en el que se basa la técnica, los
componentes basicos que conforman el equipo analitico, asi como aplicaciones,
interferencias y limites de deteccion.



Por ultimo, se evaiua una metodologia analitica de especiacion de arsénico trivalente y
pentavalente en una muestra acuosa sintética. Se describe el material, reactivos y
equipo analitico utilizados., procedimiento experimental,

resuitados obtenidos y
conclusiones.

Con base en la revision, se concluye que la especiacion de los elementos

seleccionados es importante y compleja a la vez. La importancia se denota en cada
estudio, y es compleja por que implica conocimientos mas profundos de la quimica del
elemento y su comportamiento en sistemas acuosos; ademas de que la experiencia
juega un papel importante para realizar cualquier estudio de especiacion.



1. INTRODUCCION

En los ultimos afos, se ha observado un incremento en la concentracion de algunos
elementos en el medio ambiente principalmente por la actividad industrial. Varios de

estos elementos son téxicos y causan danos a la salud y bienestar del hombre y seres
vivos.

El seguimiento de estos elementos toxicos en el ambiente se realiza determinando la
concentracion total y estableciendo un maximo nivel

permisible en normas de
declaracion ambiental. En la Norma Oficial

Mexicana-127-SSA1-1994 los niveles
maximos permisibles se reportan en términos de concentracion total para varios

elementos, a excepcion del cromo que esta especificado con valencia hexavalente. El
uso de la concentracion total como un criterio para avaluar ios efectos potenciales de
toxicidad, implica que todas las formas de un elemento en particular tienen similar
impacto en el ambiente. Sin embargo, se ha demostrado que la capacidad toxica de los

elementos depende de la forma organica o inorganica y del estado de oxidacion en el
que se encuentre.

En la actualidad se han desarrollado nuevas metodologias analiticas que permiten

determinar las especies presentes de un elemento en muestras de estudio. En quimica
analitica éstas metodologias se conocen con el nombre de especiacién. La
especiacion se define como |la determinacion cualitativa y cuantitativa de cada una de
las formas bioquimicas, organica e inorganica y su estado de oxidacion de un eiemento
en una muestra. Asi, la especiacion no sélo permite conocer la concentracion total de

un elemento, sino también las especies que lo representan en su totalidad.

La especiacién es importante por diversas razones. En los sistemas biolégicos se
requiere conocer de las especies de un elemento para establecer la forma en la que
dichos sistemas manejan y dirigen las formas quimicas del elemento. En los ciclos

geoquimicos las propiedades quimicas de las especies afectan considerablemente las



velocidades de descomposicion y transportacion local y/o global de varios elementos,
asi también las propiedades fisicas de solubilidad y volatilidad repercuten en los
cambios fisicos.

Los estudios de especiaciéon se requieren en diferentes circunstancias. En los estudios
de evaluacion toxicolégica se determinan las especies presentes de un elemento para
aquilatar el potencial de toxicidad. Por ejemplo, Chen et al (1994) realizaron un estudio
sobre la especiacion de arsénico en muestras de agua subterranea (pozo) con el fin de
correlacionar la presencia de especies toxicas como arsénico trivalente y Ia
enfermedad de “pies negros” en Taiwan.

Con relacion a lo anteriormente citado, la especiacién de elementos téxicos en agua
contaminada resulta ser relevante. La especiacién de elementos téxicos en agua, por
ejemplo iones metalicos, es importante por su toxicidad y comportamiento acumulativo,

ya que a diferencia de otros contaminantes no son bio-degradables.

E! presente trabajo tiemne como objetivo recopilar informacion de las metodologias
analiticas para especiar aluminio, arsénico, cromo. mercurio y plomo en muestras de
agua. Los cinco elementos fueron seleccionados de los parametros inorganicos
reportados en la NOM-127-SSA-1994 para agua de consumo humano considerando la
importancia ambiental y toxicolégica que poseen. Con la finalidad de acentuar la
importancia de los elementos seleccionados, se citan brevemente estudios de
especiacion aplicados a otros tipos de muestras.

El propdsito del trabajo es disponer de informaciéon actualizada y resumida de las
metodologias de especiacion desarrolladas en investigaciones de los elementos
seleccionados, para facilitar a estudios futuros la evaluacion y aplicacion de esas
metodologias en la solucion de problemas de interés. El conocimiento de las especies
del metal en soluciéon permitira definir adecuadamente los niveles de concentracidén
permisibles en agua de consumo humano, asi como también determinar los procesos

de tratamiento que optimicen la remocion del metal en agua.
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2. ESPECIACION

2.1 Especiacion de aluminio

El aluminio es el tercer elemento mas abundante en la corteza terrestre (8%). El metal
no se encuentra libre en la naturaleza ya que es altamente reactivo, pero compuestos

de Al existen en todos los materiales geolégicos. Ademas de encontrarse en minerales,

especialmente feldespatos y micas, se halla en arcillas sedimentarias como

montmorillonita y kaolinita (Howells, 1995).

Generalmente la concentracion de Al en cuerpos de agua es muy baja debido a que los
minerales de Al (feldespatos en rocas igneas y metamorficas) son poco solubles. La
concentracion de Al en agua de rio y lago a pH > 5.5 es aproximadamente de 100 ug
Al/L; en agua superficial y subterranea a pH < 5.5 las concentraciones varian en el
intervalo de 0.1 a 0.7 mg AlL (Friberg et al, 1990).

El aluminio en solucion presenta propiedades particulares de comportamiento
anfotérico, cinéticas de hidrolisis lentas, marcada influencia del pH en la solubilidad,
etc., que lo caracteriza como un analito (Campbell et al, 1983). El estado de oxidacion
mas comun es 3+, y aunque es metalico exhibe marcada tendencia covalente para
formar complejos estables con compuestos inorganicos y organicos. Los compuestos
inorganicos son especies solubles que incluyen el ion acuoso AP y productos de
hidrolisis [AI(OH)?", AI(OH) 2, AI(OH)s. AI(OH) 4] que dependen dei pH de la solucién
(Howells, 1995). La zona de dominio para cada especie se presenta en la figura A1-1

(anexo 1).
La presencia de Al en suelos y sistemas acuaticos se ha incrementado como resuitado

de la precipitacion atmosférica en forma de lluvia acida (Quintela er al, 1993). La
acidificacion del agua tiene el efecto de incrementar la solubilidad de los iones
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metalicos. El cambio de pH debido a la acidificacion permite solubilizar la especie
neutra de AI(OH),, originando especies toxicas de AI(OH)"; y AI** (Kramer et al, 1991).

La quimica del Al es importante debido a la toxicidad de este elemento hacia
organismos acuaticos y terrestres. El Al en un intervalo de pH 5 a 6 es mas toxico
debido a que esta presente en forma de hidroxilo. La formas hidroxi son toxicas para
peces a concentraciones cerca de 60 ug/L, su presencia afecta ias funciones de las
branquillas aiterando los procesos de regulacion de ion y respiracion (Howelis, 1995).
En la salud humana el Al altera ia homeostasis de calcio, la energia del metabolismo y
la produccion de macromoléculas como RNA. También juega un papel importante con
la degeneracion neuronal asociada con “neurofibrillary degeneration™ observada en la
enfermedad de Aizheimer’'s (Zakrzewski, 1991).

La Norma Oficial Mexicana (NOM)-127-SSA1-1994 establece que el limite permisible
de Al es de 0.20 mg/L para agua de consumo humano, a diferencia de Ia Secretaria de
Desarrollo Urbano y Ecologia en los Criterios Ecoléogicos de Calidad del Agua CE-CCA-
001/89, que establecié 0.02 mg/L de Al para agua potable.

En los ultimos afos se ha observado un incremento en la movilidad geolégica del Al
probablemente debido a la depositacion acida, que aunado con los estudios de
toxicidad del Al para la salud humana y seres vivos especiaimente marinos, hace que

la especiacion de Al adquiera importancia en estudios ambientales.

2.1.1 Principios y métodos

Los estudios que se citan posteriormente se aplicaron a la especiacion de aluminio en

muestras acuosas sintéticas y naturales. Se describen a continuacion las metodologias
de especiacion revisadas.



En la mayor parte de los estudios se utilizé la cromatografia y UV-Vis (Ultraviolet-
Visible) como métodos de separacion y deteccion, respectivamente. LaZerte et al
(1988) aplican una resina de intercambio i6nico para retener el Al monomérico
inorganico y separario del Al monomeérico organico, después cada uno reacciona con
violeta de catecol para formar un complejo que sera determinado por colorimetria. De
forma similar, Quintela et al (1993) empiean un resina de intercambio ionico para
enlazar los complejos inorganicos de aluminio (hidroxidos, sulfatos, fluoruros) y
separarlos de los complejos monomeéricos organicos, posteriormente reaccionan con
violeta de pirocatecol para determinarse por UV-Vis (Ultraviolet-Visible). Ademas.
determinan aluminio total y aluminio monomeérico total por la formacion de complejos

con violeta de pirocatecol a diferentes condiciones de pH.

Campbell et al (1983) separaron fisica y quimicamente las especies de ailuminio. La
separacion fisica implicé la filtracion de las especies solubles de ilas “no solubles”
(aluminio en particula). La separacion quimica se efectud por intercambio i6nico con
diversas muestras en condiciones diferentes para diferenciar las especies
intercambiables de las "no intercambiables”. Posterior a la separacion cada muestra se
analizé por AAS (Atomic Absorption Spectrometry). No todas las especies se
determinaron directamente, sino que dos se cuantificaron por diferencia de las

mediciones realizadas.

Jones y Paull (1992) mediante intercambio ionico separaron las especies de aluminio
cargadas positivamente (hidroxidos y fluoruros) de las especies organicas de aluminio.
El aluminio organico no retenido se determind por fluorescencia después de reaccionar
con un reactivo especifico. Las especies positivas intercambiadas después de eluidas
se determinaron igual que el aluminio organico. Similarmente, Bertsch et al (1989)
intercambiaron los complejos inorganicos de aluminio cargados positivamente
utilizando una resina de cromatografia idnica. Después de un proceso de elucion las
especies reaccionaron con un agente especifico para formar un complejo y

determinario por UV-Vis.



Por ultimo, los autores Sutheimer y Cabaniss (1995) emplean cromatografia liquida de
alta resolucion para separar las especies de aluminio de acuerdo a su densidad de
carga. El AP y especies positivas de complejos organicos de aluminio (citratos,
acetatos, silicatos) reaccionaron con "lumogalion™ para detectar la fluorescencia de los
complejos formados.

2.1.2 Metodologias analiticas

a) Aplicaciéon en muestras sintéticas

Bertsch et al (1989) consideraron importante especiar aluminio en un sistema acuoso
por el incremento del elemento en los sistemas acuaticos y la toxicidad que representa
hacia los organismos en estos sistemas. La determinacidon de los complejos

hidroxialuminio mononucleares vy polinucleares se realizo utilizando
Chromatography (1C).

lon

Las soluciones acuosas de prueba contenian 6.2 < 107 M de Al. Todas las soluciones
se prepararon 48 horas antes de usarse sin especificar la forma de conservarias. La
figura 2.1.2.1 muestra el procedimiento analitico para determinar los complejos
inorganicos de hidroxialuminio. En la columna se inyecté la muestra junto con el
eluyente (NH.CI, 0.7 M) para separar los complejos cationicos de Al. Después de ser
eluidos de ia columna, los iones hidroxialuminio a diferentes tiempos se mezclaron con

Tiron (4.5 dihydroxi-m-benzenedisuffonic acid) para detectarse por espectroscopia
UV/VIS (Ultraviolet Visible).

Mediante IC se logré determinar las especies mononucieares de aluminio,
consideréindose AI(H:0)s>", AIOH)(H:0)s>* y AI(OH)(H:0),". Las especies

polinucleares de Al [Al;;0(OH)2H-0,2"", Al(OH)z(H:0):*"] se detectaron en Al NMR

6



(Nuclear Magnetic Resonance) y s6lo aqui se observaron. El limite de deteccion fue de
0.01 mg/L.

Muestra de 200 ul.

NH.C1, 0.7 M
apH 4.2

1 mi/min

COLUMNA CS-3

[ FRACCIONES ELUiDASJ

TIRON a pH 6.3 l

O,{L:on 1 M de acetato de amonio

l 0.7 mi/min
uUv/vIS
A=310 nm

Figura 2.1.2.1. Determinacién de complejos inorgarnicos de hidroxialuminio por
cromatografia iénica.

Campbell et al (1983) realizaron un estudio con el propodsito de desarrollar y validar
una metodologia analitica apropiada para determinar las especies de aluminio en
aguas naturales que sufren depositacion acida. La metodologia analitica se estudio en

soluciones sintéticas y luego se evaludé en una muestra de agua natural.

Las soluciones sintéticas contenian de 20 a 80 ug de Al por litro. Las muestras de agua
natural se colectaron del Lago Tantaré (Québec) en recipientes de polietileno (o
policarbonato) previamente lavados con HNO; al 10% por 24 horas y enjuagados con

agua desionizada. El esquema analitico separd el Al no soiuble (aluminio en particula)

o et i B 2 A



del soluble, de este ultimo se determinaron las especies solubles inorganicas y

organicas de Al (figura 2.1.2.2).

El! Al filtrable intercambiable (E) y el Al filtrable organico no-intercambiable (F) se
determinaron por diferencia (E= B-C, F= C-D). Las concentraciones de todas las
muestras se analizaron por AAS (Atomic Absorption Spectrophotometry). En soluciones
sintéticas se determind que las especies filtrables intercambiables (E) en pH 3.3 a 5.0
consistieron de complejos monomeéricos de hidroxialuminio [AI>°, AIOH?* y AI(OH)";] vy

polinucieares. Las especies filtrables no intercambiables (F) se supuso consistieron de

especies de Al coloidales.

En las muestras naturales y sintéticas se determinaron las especies filtrables

intercambiables como complejos monoméricos de hidroxialuminio y polinucleares. Las
especies filtrables no intercambiables organicas (F) se asignaron al Al asociado con

acidos falvico y humico de origen natural.

En las sintéticas la retencion de las especies intercambiables de las no intercambiables
en la resina fue >85%. En las muestras de agua de lago se observo que el intercambio
de aluminio en la resina descendid en comparacion con las muestras sintéticas,

obteniéndose aproximadamente un 45% de retencion de las especies intercambiables.

Se estudiaron las interferencias de ciertos ligandos naturales sobre el intercambio del
Al en la resina en soluciones sintéticas. El ion fluoruro presente en el agua natural se
considera un ligando inorganico potencial que puede afectar la especiacion de Al. Los
resultados mostraron que a los niveles de concentracion del ion fluoruro estudiados (O,

50 y 100 nug/L) no hay efecto en el intercambio de Al en la resina. El limite de deteccion

fue de aproximadamente 1ug de Al/L.

Se concluy6 que por medio del uso de la resina Chelex 100 es posible diferenciar entre
las formas intercambiables de Al y aquellas formas no-intercambiables asociadas con

acidos fulvico y humico.
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b) Aplicacion en muestras de agua natural

La depositacion acida en lagos del noreste de los Estados Unidos ha llamado la
atencion de varios investigadores. Sutheimer y Cabaniss (1995) propusieron una
metodologia para determinar el ion AI’* y complejos orgdnicos idnicos de At en
muestras de agua de Ilago. Emplearon HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) con deteccion por fluorescencia del complejo aluminio-lumogalion



para separar y determinar las especies ionicas.

Las muestras del lago Adirondack (New York) se hicieron pasar a través de un filtro de
0.45 um y se conservaron bajo refrigeracion. El analisis de la muestras se realizd
dentro de los cuatro dias de la coleccién. La determinacion de AI’" y los complejos

idnicos de Al (fluoruro, citrato, silicato y acetato) se muestra en la figura 2.1.2.3.

£=0.9 mi/min

Inyector de
muestra, 100 ut.

precolumna CATPC

H20 R
COLUMNA ANALITICA—

CAT-15

CaCl, 0.2 M

HNO,, pH 4

0.4 mi/min

rLUMOGALION (0.5 mMU—f’ l

FLUOROMETRO
2=595 nm

Figura 2.1.2.3. Determinacion de Al¥* y complejos organicos iénicos de alurminio.

Para este experimento, el eluyente se sometié a limpieza con la precojumna CATPC
para eliminar las trazas de aluminio y posteriormente se mezcldé con la muestra. El
eluyente (constituido por H.O + CaCli; + HNO;) junto con la muestra se introdujo a la
columna analitica CAT-15 para que las especies fueran separadas de acuerdo a su
densidad de carga. Las especies eluidas a diferentes tiempos se mezclaron con
lumogalion para formar el complejo correspondiente y detectario por fluorescencia.

En la separacion de las especies de Al por HPLC la columna resulté ser un excelente

medio para la separacion de las especies cargadas. El cromatograma de las muestras
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det lago Adirondack, para las diferentes especies del complejo, ya sea citrato, acetato.
fluoruro o silicato, muestra principalimente

tres picos: el primero a 3.6 min
correspondiente a especies con carga igual o menor a 1+ asignado al Al enlazado

organicamente, el pico de 7.4 min correspondio a especies con carga 2+, y finalmente

el pico de 11.6 min representd el Alf, que es el AI>” y sus productos de hidrolisis AP,
AI(OH)*". AI(OH)"2, AHOH)s, A{OH)].

El pico predominante de la muestra de agua fue el correspondiente al Alf, indicando
que se encuentran cantidades considerables de aluminio monomeérico (65-76%) en el
lago. El iimite de deteccion fue de 7 nM (nanomolar) y la desviacion estandar relativa
fue de 3% en 2)M. El sistema de HPLC propuesto fue selectivo para aluminio y no

informo algun tipo de interferencia. sin embargo, se indicé que el galio puede ser
detectado si esta presente en la muestra de agua natural.

La especiacion de aluminio inorganico y organico en muestras de agua natural se
realizé por LaZerte et al, 1988. El sistema para determinar las dos forrmas de Al
consistido de una columna de intercambio iGnico y la reaccion con el violeta de catecol
para detectarse por colorimetria. Las aguas en estudio sufrieron acidificacion por
depositacion acida y se obtuvieron de agua natural superficial en Muskoka-Haliburton,
Ontario. Se almacenaron en recipientes de poliestireno a 4 °C y se analizaron entre los

tres dias a partir de la coleccion. En la figura 2.1.2.4 se presenta el diagrama analitico
para determinar las especies de aluminio.

Las especies fueron separadas utilizando

fa columna de intercambio ionico que
contenia Amberlite IR-120. En la resina se retuvo el Al monomeérico inorganico cargado

positivamente y el Al monomérico organico paso sin retencion. Despueés de eluir. el Al
monomeérico organico reacciond con el violeta de pirocatecol para detectarse por

colorimetria. La determinacion del Al total y el Al monomérico organico permitio
cuantificar por diferencia el Al monomeérico inorganico.

La determinacion del Al monomeérico

inorganico fue satisfactoria. El intervalo de
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aluminio inorganico en las muestras fue aproximadamente de 0 a 500 /L. Los autores
mencionan que el procedimiento puede ser aplicado a estudios de lixiviacidn de suelo

debido a la pequefa cantidad de muestra que se requiere (10 mi).

COLUMNA DE INTERCAMBIO IONICO
~N-

Muestra de 10 mi O
LN

1 mi/min
0.32 mi/min

[1 .10 Fenantrolina (39/0.%() »

0.6 mi/min

[Catechol Violet (1.8g/L)

b
Amortiguador de pH Og_r_mm
hexametilentetramina (200g/1)

COLORIMETRO
A=590 nm

Figura 2.1.2.4. Diagrama analitico para deternmunar Al inorganico y organico por
intercambio ioruco.

Quintela et al (1993) citaron que en anteriores investigaciones han demostrado que en
solucion acida, las especies ionicas de hidroxialuminio son mas toxicas para los peces
que los complejos organicos de aluminio. Por lo anterior, propusieron una metodologia
analitica para determinar las especies de aluminio en cuerpos de agua. La metodoiogia
se baso en intercambio idnico-quelatacion con VPC (violeta de pirocatecol) y deteccion

por UV-VIS (Ultraviolet-Visible Spectrophotometry).

Las muestras de agua de grifo y rio se colectaron en recipientes de polietileno y se
guardaron a temperatura ambiente en la obscuridad. Los recipientes de polietileno se
descontaminaron con HNO; al 10% por 48 horas y se enjuagaron con agua ultrapura.

E! diagrama para determinar las especies de Al se muestra en la figura 2.1.2.5.
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Mediante el diagrama se determinaron el aluminio total reactivo (Alr), el aluminio total

monomeérico (Ala) y el aluminio monomeérico no-labil (Alo).

El (Alr) se determind con 10 ml de muestra y acidificando a pH 1 con 150 uL de HCI. El
(Ala) se determind acidificando 10 ml de muestra a pH 3.5 y analizando
inmediatamente. E! (Alo) se determindé con 10 mi de muestra a pH 3.5 obtenida de la
columna de intercambio idnico. Las muestras por separado se inyectaron al sistema
para formar el complejo y detectarlo por UV-VIS. El aluminio monomérico labil (Al'o) y
aluminio soluble acido (Ali) se cuantificaron por diferencia entre Ala - Alo y Alr - Ala,

respectivamente.

En todas las muestras de agua estudiadas se detecto el (Alr). (Ala), (Alo) y (Al'o). Eil
(Alo) representdé a los complejos monomeéricos organicos de aluminio y (Afl'o)
representd a los complejos con sulfato, fluoruro e hidroxidos de aluminio. No se detecto

en las muestras de agua (Ali). El limite de deteccion fue de 5 ng/L.

Se estudio el potencial de interferencia debido al ion Fe”" en la especiacién de Al al
sustituir la solucidn del reactivo enmascarante de hierro por agua destilada. El Fe®*
interfirio cuando su concentracion fue de 5.5 ng/mi. El reactivo enmascarante también
previno las interferencias de Cu®’, Ni*", Zn®", Pb”" y Co”" cuando las concentraciones

de estos fueron de 15 ng/ml.

Debido a las recientes investigaciones que han surgido en relacion a los niveles de Al
en agua y la enfermedad Alzheimers, autores como Jones y Paulil (1992) se interesaron
en l|la especiacion de aluminio. Por esta razéon, llevaron a cabo un estudio de
especiacion de Al en agua potable utilizando IC (lon Chromatography) para separar las

especies y analizarlas por fluorescencia.

Las muestras de agua potable se obtuvieron de Dartmoor, Torquay y Exeter,
localidades que se sitiuan en el sudoeste de Inglaterra. Se realizé la especiacion de Al

inyectando la muestra en una fase movil de sulfato de potasio ajustada a pH 3 dentro
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de la columna. En la columna cromatografica las especies fueron separadas utilizando

una resina de intercambio catidnico y posterior a una reaccidén que se realizé al final de

columna se detectaron por fluorescencia.

[Mueslra apH35 (Ala)] lluestra apH 1 (AIr)J

COLUMNA DE
INTERCAMBIO
IONICO

Ajustar a pH 3.5 ]
Muestra (Alo)

Reactivo enmascarante
de Fe (2.5M)

PVC (5-10™ M)

Amortiguador hexametifen-
tetramina (1.5M) a pH 8.8

SISTEMA DE INYECCION
r (280 L) ]

0.4 mi/min

0.8 mi/min

uv-vIsS
A=580 nm

Figura 2.1.2.5. Diagrama para determinar Alr, Ala y Alo en agua de grifo y rio.

Se observaron tres especies de Al monomérico disuelto dependiendo del pH y

composicion del agua. En el agua no tratada de Dartmoor se detectdé el Al organico y
AI(OH).*™. En el agua tratada de Torquay se detectaron AIF?", AIF*: y AI(OH)®™,
mientras que en el agua de Exeter se detectd AI(OH).*™ y AIF?*. La concentracién mas

pequena que se determind fue de 5 ng/L.
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2.1.3 Analisis de las metodologias analiticas de Al

Las metodologias analiticas estudiadas permiten la determinacion de AIP°, complejos
inorganicos de hidroxialuminio, complejos organicos de aluminio (fluoruros, citratos,

acetatos) y aluminio total.

La mayoria de los autores indican el procedimiento para la conservacion de muestras
de agua natural. LaZerte et al (1988) y Sutheimer y Cabaniss (1995) conservaron
muestras de agua superficial y lago, respectivamente, colocandolas en refrigeraciéon y
analizandolas en ios tres primeros dias a partir de la coleccion. Quintela et al (1993)
conservaron muestras de agua de grifo y rio a temperatura ambiente y en la

obscuridad; asi también mencionaron que [os recipientes de polietileno utilizados se
trataron con HNO,; diluido y agua ultrapura.

LLa metodologia para separar las especies de aluminio generalmente implico un

proceso cromatografico de elucion (MPLC, IC) e intercambio idnico. La determinaciéon
se efectud por medio de |la absorbancia en UV-Vis, fluorescencia emitida o colorimetria

de los complejos formados por las especies. Para las técnicas analiticas anteriores se

informaron principalmente los limites de deteccion en nug/L.

Las interferencias en la especiacion de aluminio se mencionan en los estudios
realizados por Quintela et al (1993) y Sutheimer y Cabaniss (1995). Los primeros
autores mencionaron interferencias por Fe en la formacion del complejo con violeta de
pirocatecol, ésta interferencia se elimind con una solucidon enmascarante y previno
ademas la interferencia de Cu®*, Ni**, Zn®", Pb™ y Co”". Sutheimer y Cabaniss (1995)

observaron que el galio puede detectarse utilizando el método citado.
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2.2 Especilacion de arsénico

El arsénico es un elemento que se encuentra distribuido en toda la corteza terrestre en
niveles de concentracién promedio de 2 a 5 ppm, bajo la forma de mineral y
principalmente como impureza de otros minerales (Galvao et al, 1987). Los principales
minerales que contienen arsénico son: arsenopirita (FeAsS), sulfarsenido de niquel

(NiAsS), sulfarsenido de cobalto (CoAsS), tenantita (Cu::As.S13), luzonita (CusAsS,) vy

arsénico nativo (Bodek et al, 1988).

En el ambiente el metaloide se encuentra en aire, suelo y agua. El nivel de As en el
suelo es cerca de 7 mg/kg, pero puede incrementarse a 1000 mg/kg en los airededores
de fundidoras de metales o en suelos agricolas donde se utilizan pesticidas y
herbicidas. En aire, el arsénico se encuentra principalmente en forma de triéxido de
arsénico en niveles de 1 a 10 ng/m> en areas rurales y de 20 ng/m3 en areas urbanas.
El contenido de As en agua superficial es normalmente de 0.15 a 0.45 ng/L (Merian,

-3

1991). La abundancia de As en aguas marinas es aproximadamente de 1.75 X 10
ppm en el Océano Pacifico. y de 1.53 X 10 en el Océano Atlantico (Emsley., 1991).

El arsénico es un metaloide que pertenece a la familia 15 de la tabla periodica y puede
presentar los estados de oxidacion -3, 0, +3, +5. El As forma enlaces covalentes con C,

H, O, F, Cl. S y As (Emsley, 1991). El arsénico tri y pentavalente en sistemas acuosos

exhibe comportamiento anidnico y dependiendo de las condiciones redox y pH

presenta diferentes especies en solucién (figura A1-2, anexo 1) (Bodek et al, 1988).

El! As en el ambiente forma compuestos organicos (carbono, hidrogeno) e inorganicos
(oxigeno, cloruro y sulfuro) con estado de oxidacion trivalente y pentavalente. Los
compuestos inorganicos mas comunes de As (lll) son trioxido de arsénico (As203),
arsenito de sodio (NaaAs0s) y tricloruro de arsénico (AsCl;). Los compuestos
inorganicos de As (V) son pentoxido de arsénico (As>Os). acido arsénico (H3AsO,) y

arsenatos de piomo [Pbi(AsO.):] y calcio [Cai(AsO4)2]. Comunmente los compuestos de
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As organico son los acidos metilarsénico [CH3AsO(OH):]). dimetilarsénico

{(CH1)2AsO(OH)] y arsencbetaina [(CH1)3As "CH2CO;’] (Friberg et al. 1990).

Las fuentes de arsénico en el ambiente son de origen natural y antropogénico. Las
fuentes naturales de As son la brisa marina, incendios forestales, actividad volcanica,
volatilizacion a baja temperatura de compuestos de arsénico metilados (metilacion
bioldgica), y dentro de las cuales las dos ultimas son las mas importantes (Hutchinson
et al, 1987). E| arsénico que se encuentra en |la naturaleza es en gran parte

pentavalente, el cual es relativamente poco toxico (Galvao et al, 1987).

La principal fuente antropogénica es la industria quimica que genera grandes
cantidades de arsénico, y las mas importantes se encuentran en la manufactura y
aplicacion de pesticidas, fundicion de plomo y cobre, combustion de carbon, las cuaies
introducen grandes cantidades de éste metal al ambiente (Hutchinson et al, 1987). El
arsénico de origen industrial se da preferentemente bajo la forma trivalente, forma que

es considerada mas toxica para los seres vivos (Galvao et al, 1987).

Los principales usos del arsénico en la industria son en pesticidas, herbicidas,
desecante de algodon y conservacion de madera. En medicina un compuesto
inorganico de As conocido como solucion de Fowler fue usado en 1963 para el

tratamiento de leucemia psoriasis y asma cronica bronquial (Friberg et al. 1990).

El arsénico se introduce al cuerpo humano principalmente por la boca al ingerir comida
o agua, absorbiéndose rapidamente por el estomago y los intestinos para entrar al
torrente sanguineo. El arsénico también se introduce al inhalar o respirar, pero no se
considera muy importante (As ATSDR, 1989). La Norma Oficial Mexicana (NOM)-127-
SSA1-1994 establece que el limite permisible de As es 0.05 mg/L para agua de
consumo humano, valor que esta acorde con lo establecido por los Criterios Ecologicos
de Calidad de! Agua CE-CCA-001/89.

La toxicidad del arsénico varia de acuerdo a su estado de oxidaciédn en la especie
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quimica. EIl grado de toxicidad es inversamente proporcional a la velocidad de
excrecion del cuerpo, el patron general de toxicidad es: AsH;> As(lil)> As(V)> R-As-X
(R=alquil, aril; X=halégeno) (Puttemans y Massart, 1982). Los efectos toxicos del
arsénico en el organismo humano residen en la reactividad con los grupos -SH
(suffihidrilo) de las enzimas. Bioquimicamente, el As actia como coagulante de
proteinas, forma complejos con coenzimas e inhibe la produccion de adenosin trifosfato
(ATP) en procesos metabodlicos (Manahan et al, 1991).

Los estudios sobre especiaciéon de arsénico han cobrado importancia en los ultimos
afnos debido al impacto ambiental que ha originado. En general, la determinacion de las
especies de arsénico esta vinculada con estudios de riesgo ambiental, toxicologia y

contaminacion de suelo y agua.

2.2.1 Principios y métodos

Las metodologias de especiacidn de arsénico que se describen a continuaciéon se
aplicaron a muestras acuosas sintéticas y naturales. Debido a la importancia
toxicologica del arsénico, en la parte final se citan estudios de especiacion del

elemento en muestras de organismos marinos y sedimento.

En las metodologias analiticas aplicadas a muestras sintéticas citan diferentes medios
para separar y determinar las especies. Los meétodos de separacion contemplan
extraccion con fase organica., reduccion selectiva a diferente pH, procesos de
adsorcion en fase sdlida y volatilizacion selectiva de arsinas por diversidad en los
puntos de ebullicion. Las determinaciones en su mayoria se realizaron por AAS (Atomic
Absorption Spectrometry).

Puttemans y Massart (1982) cuantificaron As (lll) y As total en una muestra sintética.

Extrajeron el As (llIl) con un agente quelatante disuelto en fase organica, y posterior a
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una re-extraccion acuosa se determindé por ETAAS (Electrothermal Atomic Absorption
Spectrometry). El As total se determino por ETAAS después de reducir el As (V) a As
(H1) con una mezcla de bisulfito/tiosulfato de sodio. Lopez et al (1992) cuantificaron As
(") y As total por reduccion con NaBH, en HCI 6M y acido citrico/citrato a pH 4.5,
respectivamente. Las determinaciones se realizaron por AAS y MAS (Molecular Visible
Spectrometry). Nyamah y Torgbor (1986) determinaron As (V) y As total mediante un
meétodo colorimétrico. El As (V) se puso a reaccionar con ioduro para liberar una
cantidad equivalente de iodo, que al extraerlo en CCl, impartic un color rosa al
disolvente permitiendo medir la absorbancia. El As total se determino igual que As (V)

después de oxidar el As (Ill) con peroxido de hidrégeno en medio alcalino.

La especiacion de As (V) y As (llI) mediante un proceso de adsorcién en un algodon
impregnado con acido tioglicolico se realizd por Yu et al, 1983. El algodon funciono
como fase estacionaria para separar las especies, el As (lll) después de ser retenido
se desorbido con HCIl y se determiné por HG-AAS (Hydride Generation Atomic
Absorption Spectrometry). El As (V) no retenido se analizd igual que As (lIl) después de

haber sido reducido con K! en medio acido.

Le et al (1994) especiaron arsénico inorganico (V) y organico (V) utilizando una serie
de pasos analiticos que comprendieron: formacion de compuestos organosulfuro con
cisteina, generacion de arsinas de los compuestos. congelamiento criogénico,
volatilizacion selectiva de las arsinas y por ltimo, separacion y deteccién en GC-AAS
(Gas Chromatography-Atomic Absorption Spectrometry). Howard y Arbab-Zavar (1981)
especiaron arsénico inorganico (As®>* y As®') y organico (acidos metilarsénico y
dimetilarsénico) generando las arsinas de cada especie a diferente pH, y después de
los procedimientos de congelamiento criogénico y volatilizacion selectiva se detectaron
por AAS. Braman et al (1977) especiaron As (llIl) y As (V) inorganico por generacion de
arsinas a pH diferente, y analizaron las concentraciones por AES (Atomic Emission
Spectrometry).

En muestras de agua natural se especio el arsénico inorganico junto con organico por
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medios de separacion y deteccion semejantes a los aplicados en muestras sintéticas.
Hasegawa et al (1994) cuantificaron As inorganico (lll) y organico (IlIl) por extraccion
de los complejos de dietilditiocarbamato en CCls, y después de ser re-extraidos en una
fase acuosa se determinaron por HG-AAS. El As total que comprendié organico e
inorganico en ambos estados de oxidacion se determind directamente por HG-AAS.
Van Elteren et al (1994) especiaron arsénico inorganico y organico mediante diferentes
meétodos. El As (lll) y As (V) inorganicos se determinaron por precipitacion selectiva en
medio acido con reactivos especificos, y después de disolver los precipitados la
solucién obtenida se analizé por AAS. El As organico se determind por generacién de

arsinas, congelamiento criogéenico y volatilizacidon selectiva para analizarse por AAS.

Buldini et al (1980) determinaron As (I1l) inorganico, As total inorganico y As total por
DPP (Differential Pulse Polarographic) utilizando en cada caso diferentes condiciones
de pH y oxido-reduccion. Aurillo et al (1994) especiaron As inorganico y organico por

generaciéon de las arsinas a diferente pH, congelamiento criogénico, separacion

utilizando una columna cromatografica y determinacidon por AAS. Chen et al (1994)

emplearon una columna cromatografica para separar las especies organicas e

inorganicas de arsénico. Se obtuvieron a diferentes tiempos cuatro efluentes que se
analizaron por HG-AAS. Ademas, se analizo el arsénico no soluble (particula) en la
muestra por NAA (Neutron Activation Analysis).

2.2.2 Metodologias analiticas

a) Aplicacion en muestras sintéticas

Puttemans y Massart (1982) realizaron la especiacion de arsénico inorganico tri y

pentavalente en una muestra acuosa, con el objetivo de aplicar la metodologia

desarroliada a una muestra de agua mineral envasada. La determinacion de As(lll) se
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realizd por extraccion con un agente quelatante en fase organica, y después de una re-
extraccion en fase acuosa se analizd por ETAAS (Electrothermal Atomic Absorption
Spectrometry). El As total se determind reduciendo el As (V) para analizarse como As

(. El As (V) se cuantifico por la diferencia del As total y As (lli).

Las soluciones estandares de arsénico tri y pentavalente contenian 10, 20 o 30 ng/ml
de cada una de las especies. Todo el material de vidrio se lavé con acido nitrico diluido

antes de usarse. El procedimiento analitico se representa en la figura 2.2.2.1.

IMuestra de S a 50 ml l

R EXTRACCION con APDC/CCl,
» 5 mi al 0.1% (wiv)

Determinacion de Ast Determinacion de As (III)

-

l Agitar y separar las fases i

FASE ACUOSA FASE ORGANICA
As (V) As (II)-PDC

1

REDUCCION

As (V) a As (1lI) RE-EXTRACCION
con S mi dg con 5 ml de CuCl;
HSO; /S0,

l l Agitar y separar fases !
As (I11) FASE ACUOSA FASE ORGANICA
As (II1)

i
2= 193.7 nm

Figura 2.2.2.1. Esquema analitico para determinar As total y As (II) con el sistema
de extraccién APDC.
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Se realizo la extraccion de As o) con APDC {(ammonium

pyrrolidinedithiocarbamate)/CCl, o HDEDTP (o.o-diethyldithioposphate)/CCls. El As (1)

en fase organica se re-extrajo con una solucién de cloruro de cobre de 200 mg/L y

1000 mg/L para los sistemas de extraccion APDC/CCl; y HDEDTP/CCIs,

respectivamente. E! As total se determiné al reducir As (V) a As (lll) con una solucién

de HSO/S.0," (bisulfito/tiosulfato). Se utilizdé ETAAS para analizar todas las

soluciones.

El As (lll) extraido utilizando el sistema APDC fue de 93%. La cantidad determinada de
As (Ill) a la concentracion de 10, 20 y 30 ng/ml. fue de 9.3, 19.5 y 28.5 ng/ml,
respectivamente. La metodologia descrita se probo en muestras de agua mineral
envasada. Los resultados fueron informados para el contenido de arsénico total. ya que

As (lll) no se detecto en las muestras. La cantidad de arsénico total en muestras de

agua mineral fue de 41.1 a 47.5 ng/mi.

El desarrollo de metodologias analiticas para la especiacion de arsénico inorganico
adquiere importancia debido a la toxicidad de! metaloide. Ldopez er al (1992)
describieron la determinacion de As (lil) y As total aplicando diferentes medios de
reduccion: acido clorhidrico 6M y acido citrico/citrato a pH 4.5 para As total y As (ill).
respectivamente. Los analisis se realizaron por HG-AAS (Hydride Generation-Atomic

Absorption Spectrophotometry) y MAS (Molecuiar Absorption Spectrophotometry).

Las muestras sintéticas contenian 10 ng de As (Hl) y As (V) en HC! 2M (MAS) y 50 ng
de As (lIl) y As (V) en HCI 6M (AAS). Los procedimientos analiticos de la figura
2.2.2.2 muestran las metodologias para determinar por dos métodos el As (lll) y As

La muestra se ajustdo a pH 4.5 con el amortiguador de acido citrico/citrato para
determinar As (lll) empleando AAS y MAS. En AAS |a arsina generada se transporto
por gas argon al sistema de lectura. En MAS la arsina generada se burbujeé en una

soluciéon de dietilditiocarbamato de plata (Ag-DDTC) para formar el complejo
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polinuclear de dietilditiocarbamato para determinarse por el sistema. De igual forma, el
As total se determind por ios dos sistemas, a diferencia que ia muestra se encontraba
en HC| 6M. La cantidad de As (V) se obtuvo por la diferencia de arsénico total (Ast) y
As (Iin).

Esquema para determinar As (ITl) y As total por AAS

Muestra
As™ + As™

of ARSINA |,

m!i/min NaBH, al 3%

S50 mi/min

argon

SISTEMA DE REDUCCION

Esquema para determinar As (IT) y As total por MAS

3 mi/min

100 ml/min

' 3 ml de AQ-DD
L \'_j’ en piridina
argén

:
N
TC
P 4

7~
SISTEMA DE REDUCCION - @
| Mas_Je—

compliejo polinuciear poliditiocarbamato

Figura 2.2.2.2. Determinacion de As (Ill} y As total por AAS y MAS.
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Los resultados indicaron que el As total se determind cuantitativamente en HCI! 6M

independientemente del! estado de oxidacion. Las condiciones de reduccion para
determinar exciusivamente el As (lll) fueron las mas adecuadas y permitieron
determinarlo cuantitativamente. Se citd que las anteriores determinaciones fueron
posibles siempre y cuando la presencia de As metilado (ac. monometilarsénico y ac.
dimetilarsénico) no represente mas del 40% de As total. Los procedimientos
optimizados se aplicaron a muestras de agua de grifo y residual,

resultados satisfactorios. Los limites de deteccion de As®” fueron de 0.5 ppb y de 0.2

obteniéndose

ppm para AAS y MAS, respectivamente.

Le et al (1994) estudiaron la especiacion de As inorganico y organico en muestras
sintéticas. El incremento del arsénico en el ambiente y las propiedades toxicas de sus

especies fue la justificacion del estudio. La especiaciéon se realizd por generacion de
hidruros de los compuestos con cisteina y determinacion en GC-AAS (Gas

Chromatography-Atomic Absorption Spectrometry).

L.as soluciones sintéticas contenian 20 ng/ml de As (V) inorganico, acido metilarsénico
(V) y acido dimetilarsénico (V). No se menciona la forma de almacenamiento y
conservacion. El procedimiento analitico se muestra en
generacion de arsinas se realizo mezclando la muestra con NaBH., (0.65M), HC! (0.7M)

la figura 2.2.2.3. La

y en presencia de cisteina al 2%. Las arsinas de cada especie pasaron a través de un
bafno de hijelo seco-acetona para eliminar la humedad, de aqui fueron atrapadas en
una trampa criogénica de N: liquido. Después de remover el N liquido, la trampa se
calenté a 70 °C con un bano de agua para desprender las arsinas, que se

transportaron con He gas hacia GC para separarilas y determinarias por AAS.

La presencia de cisteina al 2% permitio que se obtuviera la misma respuesta de las
especies para generar el hidruro correspondiente, ya que la formacion de cada hidruro
es dependiente del pH por los valores individuales de pka para cada acido de arsénico.
La especiacion por generacion de hidruros de As en presencia de cisteina permitio

determinar cuantitativamente la especie inorganica (As®") y organicas.
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Muestra ———

HCt 0.7 M 3 mi/min SEPARADOR m
as-
NaBH., gaz’a

Cisteina al 2% —

€—— bomba BANO
H. SECO-ACETONA

N (] | Trampa U~ de tefion

i 1
rees p | — [

N liquido
Baro de agua a 70 °C
CROMATOGRAFIA AAS
GAS 2= 193.7 nm
Figura 2.2.2.3. Especiacién de arsénico inorgarnico y organico pentavalente en

presencia de cisteina.

Howard y Arbab-Zavar (1981) desarrollaron una metodologia analitica para especiar
arsénico por su importancia ambiental y toxicoldgica. La especiacion de As inorganico
(+3,+5) y organico (AMA y ADA) se basd en la generacion de arsinas. condensacion,

volatilizacion y deteccion en AAS (Atomic Absorption Spectrometry).

Las soluciones sintéticas contenian 10 ng/L de As (lll), As (V), ADA (acido
dimetilarsénico) y AMA (acido metilarsénico). Las anteriores soluciones se prepararon
el dia de la experimentacion y el material de vidrio se [avé con HNQO; (1+10) y enjuagd
con agua destilada. La determinacién de As’* junto con ADA y AMA a pH 5 se realizé
mediante el diagrama analitico de la figura 2.2.2.4. La determinacion del As total
inorganico se realizé con HC! 1 M empleando el mismo sistema. La diferencia entre los
valores obtenidos del Ast y As®* inorganico permitié cuantificar el As®* inorganico.
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El procedimiento se inicid generando las arsinas con NaBH, (borohidruro de sodio) en
HCI (1 M o pH 5). Las arsinas generadas se acarrearon con N; gas hacia el separador
gas-liquido, trampa de acetato de plomo y trampa desecante. Las arsinas libres de
interferencias y humedad, se condensaron en una trampa criogénica de N liquido. Las
arsinas se volatilizaron a diferentes temperaturas por calentamiento de la trampa y se
determinaron por AAS.

I Nz gas. 200 mi/min l

Muestra — / mezctadores \‘
EDTA (0.002M) >— \O > O
HC1 (1M) — /
NaBH, al 2% >

] bomba, 2.5 mi/min

TRAMPA CON SCRUBBER arsina SEPARADOR
AGENTE DESECANTE Acetato de plomo gas-liq
M
~. . VOLATILIZACION AAS
. v de arsinas *1 2a=193.7 nm
N> liq. \_/
(-196 °C)
Figura 2.2.2.4. Diagrama Analitico para especiar arsénico inorganico y organico

segun Howard y Arbab-Zavar, 1981.

La adicion de EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) a la muestra antes de generar
las arsinas permitic enmascarar los iones metdlicos interferentes. Los graficos de
calibracion fueron lineales para las cuatro especies en un intervalo de O a 50 ng de As.

El limite de deteccion de la técnica fue aproximadamente 0.25 ng como As para As (lll),
As (V), metilarsénico y dimetilarsénico.
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La influencia de iones foraneos en el analisis fue evaluada por la omision de EDTA a la
muestra., para tal proposito se adicionaron 5 mi de ion interferente en distintas
concentraciones con 20 ng como As de cada especie. Se observo interferencia por la

presencia de Ag'". Au®’, Fe®', Fe®, Ge*, Mo*, Sb>, Sb*, Sn*, Mn® y nitrito en

concentraciones de 1 a 10 ug/mi.

Braman et al (1977) consideran importante desarrollar una metodologia analitica que
permita especiar el arsénico en muestras naturales, ya que han observado un
incremento en la depositacion del metal en suelo y agua debido al uso de pesticidas.
Los autores realizaron un estudio para determinar arsénico inorganico y organico por

generacion de hidruros y AES (Atomic Emission Spectrometry).

Se realizd la determinacion de As inorganico (+3, +5) y organico (AMA y ADA) en
soluciones sintéticas que contenian al maximo 100 ng como As de cada especie. Las
diferentes condiciones de pH en la muestra y siguiendo el esquema analitico de la

Sfigura 2.2.2.5 permitié diferenciar las especies de As.

El analisis de As (IIl), As (V) y alquilarsénico ( ADA y AMA) se realizé de la siguiente
manera: a una muestra se le ajusto el pH a 3.5-4.0 agregando biftalato de potasio para
determinar el As (lil), después de ser analizada se le agregd acido oxalico en agua
para amortiguar e! pH a 1.0-1.5 y poder analizar el As (V). La muestra para analizar
alquilarsénico se tratdé de forma similar que para As (V), a diferencia de ia adicion de
NaBH, que se realizé a intervalos de tiempo. Las arsinas generadas se transportaron
con He gas hacia la trampa criogénica para condensarlas. El calentamiento de la
trampa permitido desprender las arsinas y conducirias a una celda de descarga eléctrica

para obtener una lectura en AES.

Los resultados informaron un limite de deteccion aproximado de 1 ug para la arsina
formada de cada especie. Se probaron un nimero de iones metalicos como
interferencia en el método analitico; se observé que los iones Ag'* y Cu®*" a 200 ppm
inhibieron parciaimente la evolucion de |la arsina. Las interferencias de plata y cobre se
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removieron al pasar la muestra a través de una columna de intercambio catidonico en la
forma de NH,* (ion amonio). El procedimiento analitico fue utilizado para el analisis de

una variedad de muestras, tales como: lagos, rios, agua de mar y materiales biologicos.

He gas, 300 mlI/min

[T

— ]

NaBH, al 2% —
&«

T
Muestra \*s

T

4
T N> liquido (-195 °C) CALENTAMIENTO
Camara de reaccion a 60 °C

AES ¢ CELDA DE DESCARGA
A= 228.81 0 234.88 nm ELECTRICA

por Braman et al, 1977.

Un nuevo método para determinar As (Ili) a nivel de traza basandose en el
enriquecimiento y separacion en un algoddon impregnado con acido tioglicdlico, y la
determinacion por HG-AAS (Hydride Generation-Absorption Atomic Spectrophotometry)
se citd por Yu et al ,1983.

El método analitico se estudio en muestras de agua sintética y posteriormente se
realizé una evaluacion previa en agua de rio natural y contaminada. La concentracion
de As trivalente y pentavalente en la solucion sintética fue de 10 ng/ml. La forma de

muestrear y conservar las muestras acuosas de rio no se menciona. En la figura
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2.2.2.6 se presenta un diagrama de flujo del método analitico. El paso de la muestra a
través del algodon impregnado con acido tioglicolico permitic separar el As (Il) por
adsorcion, y dejar el As (V) en solucion. El efluente obtenido en la desorcion de As (lil)
con HCI 1 M se analizé por GH-AAS. El As (V) en solucion se redujo en medio acido

con yoduro de potasio y tiourea para analizarse como As (llf).

Muestra 200 ml
(As>” + As®")

HCt 1\

Tubo con el algodén impregnado con ac. tioglicalico

v

(

2 mi/min

Adsorcién As®

{ !

[ Tubo con el algodén J l EFLUENTE, As™ I

DESORCION de As>* REDUCCION
con 3 mil HCI caliente con Kl al 2%, tiourea
al 0.02% y HCt 1 M
’ Calentar 5 minl y enfriar

de Kl al 20%

I Tubo con a:goaéﬂ l 10 mi EFLUENTE J
SOLUCION
l Agregar 0.2 mll con As **

tratamiento

Figura 2.2.2.6. Especiacion de As (Ill) y As (V) por adsorcién en algodén
impregnado con dacido tioglicélico.
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Los procesos de adsorcion y desorcion de As (lIl) mostraron ser dependientes de la
concentracion de acido clorhidrico. El limite de deteccion fue de 0.006 ng/mi. En la
evaluacion previa del método a muestras de agua natural (agua de manantial, de rio

contaminada y no contaminada) se obtuvieron resultados satisfactorios.

La interferencia de los iones Co®", Ni¥", Cu®’, Sn"", Bi*", Pb”" y Ag'* en el proceso de
adsorcion se elimind al tratar el algodon con HCI 1 o 2 M. La metodologia tiene extensa
aplicacién, ya que el estudio contempio la determinacion de antimonio, selenio y telurio

en varios estados de oxidacion.

Nyamah y Torgbor (1986) estudiaron un método colorimétrico para determinar arsénico
pentavalente y arsénico total en soluciones sintéticas. La metodologia analitica se

aplicd posteriormente a muestras de agua de lago, rio y potable.

Las soluciones estandares comprendieron concentraciones de 0.1 a 5y 0.5 a 10 mg/L
de As (IIh) y As (V), respectivamente. Las muestras sintéticas y naturales se analizaron
siguiendo el procedimiento analitico de la figura 2.2.2.7. El As (V) se hizo reaccionar
con el ioduro (I para originar una cantidad equivalente de iodo (Iz), el cual al ser
extraido en tetracloruro de carbono (CCl) impartid un color rosa al disoivente. Al
extracto 1-/CCl. se le midid la absorbancia a 2=515 nm en un espectrofotémetro. La
cuantificacion de As total se realizé al oxidar la especie As (lll) a As (V) con peréxido
de hidrogeno en solucién alcalina. El As (IIt) se obtuvo por la diferencia de As total y As

V).

Los resultados obtenidos a partir de soluciones sintéticas indicaron que la metodologia
permitié determinar cuantitativamente las dos especies. En las muestras de agua
natural se hallaron las dos especies de arsénico, predominando el As (V). El limite de
deteccion fue de 0.5 ng/L.. El efecto de varios iones se estudio en la determinacion de
As (V) en soluciones sintéticas. Los iones de estudio fueron Fe (ill), Ce (IV), Sn (IV), Pb
(V), V(V) y Hg (Il) cada elemento a una concentracion de 10 mg/L. Los resultados
mostraron que los iones Sn (IV), Ce (IV) y V(V) interfieren cuando As (V) se encuentra
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a una concentracion de 0.002 mg/L. Los iones Hg (1) y Sn (IV) afectaron cuando As (V)
se encuentra a una concentracion de 0.5 mg/L.

Determinacion de As (V) Determinacion de Ast
Muestra de SO mi ¢ Muestra de 50 ml
(As™ + As™) I I
- Agregar 6 ml de H.SO, conc, Agregar 1.8 ml de H,O>
1 g de Fl y mezclar al 20% y 10 ml de NaOH
- Agregar 1 g de NaHCOs , al 10%. mezclar S min.

1 g de Kl y mezclar

I—OXIDACION de As (1) l

Calentar la mezcla
l 30 min y enfriar

EXTRACCION de I,
con 10 mi de CClg Aforar a S0 mi

Agitar 3 min y esperar 15 min l
para separar las fases

[ FASE ACUOSA I FASE ORGANICA
(12)

S
ABSORBANCIA
A=515 nm

Figura 2.2.2.7. Diagrama analitico para determinar As (V) y As total por Nyamah y
Torgbor, 1986.

b) Aplicacion en muestras de agua natural

La especiacion de arsénico organico e inorganico se estudid en muestras de agua
natural por Hasegawa et al (1994), los cuales consideran importante la especiacion de
As por |la toxicidad informada para el metaloide. La técnica analitica empleada fue HG-
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AAS (Hydride Generation-Atomic Absorption Spectrometry).

Las muestras de agua del Lago Biwa y Setouti (Japon) fueron muestreadas mediante
un sistema de bombeo. El esquema analitico de la figura 2.2.2.8 permite separar el As
(1) del As(V) en la forma inorganica y organica (ac. metilarsénico y dimetilarsénico),
asi también puede determinarse el As tota! [inorganico (lIl,V) y organico (I1I,V)]. Las
muestras fueron analizadas entre 1 a 2 dias de la coleccion.

El As (I1Il) en la forma inorganica y organica se separo del As (V) por complejacion con
DDDC (diethylammonium diethyldithiocarbamate) en tetracloruro de carbono (CCl). El
As (lIl) se re-extrajo a una fase acuosa de NaOH 0.1 M, posteriormente se realizo la
oxidacion de materia organica restante con NaClO y HCI bajo calentamiento. La
muestra en medio acido se determind por HG-AAS. El contenido de As total en la

muestra se determind en medio acido por HG-AAS, permitiendo cuantificar el As (V)
por diferencia del Ast y As (iil).

En las muestras de los lagos estudiados se detectaron especies organicas e

inorganicas en los dos estados de oxidacion. Las cantidades de As organico en estado
tri y pentavalente fueron variables con respecto a la profundidad de muestreo. Los

limites de deteccion para las especies pentavalentes fueron 0.14, 0.18 y 0.11 nM de As

inorganico, ac. metilarsénico, ac. dimetilarsénico, respectivamente; para especies

trivalentes fueron 0.015, 0.017 y 0.013 nM de As inorganico, ac. metilarsénico, ac.
dimetilarsénico, respectivamente.

En la determinacion de As (lIl) por HG-AAS se hallaron interferencias debido a los
productos de descomposicion del dietilditiocarbamato (disufuro de carbono y sulfuro
de hidrogeno) y tetracloruro de carbono. Las anteriores interferencias se eliminaron

agregando hipoclorito de sodio junto con HCI y calentando a 100 °C por 20 minutos. La

interferencia debida al hierro fue eliminada agregando EDTA

(ethylenediaminetetraacetic acid).
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ARSENICO (111) ARSENICO TOTAL
inorg + org inorg + org

l Muestra de SO0 mi ] [Muestra de SO0 mi ]

Agregar 5 mi de sol. amortiguadora
ac. acético-acetato a pH 5.0

EXTRACCION .
con 30 ml de DDDC/CCl, 10° M

[Agilar 15 min y separar las fases
L —
I FASE ACUOSA I FASE ORGANICA
T DDDC-As™
:
RE-EXTRACCION 1
M

con 25 ml de NaOH 10™

lAgilar 1S min y separar las fases

[FASE ORGANICA I FASE ACUOSA
(As>)
l Agregar SO ul. NacClo,
5 m! de HCI 5 M y calen-
e o )
Enfriar y agregar S ml de Agregar S mi de HCI S M
HCI 5SM + EDTA 1067 M y 5 mide EDTA 10" M

Aforar a 50 mi

!
LY | ——

A=193.7 nm

Figura 2.2.2.8. Diagrama de flujo para la especiacion de As trivalente y
pentavalente por Hasegawa et al, 1994.

Aurillo et al (1994) especiaron arsénico inorganico y organico en muestras de agua
natural. La necesidad de evaluar los riesgos que representan los sitios de actividad
industrial sobre la salud humana y su posterior impacto ambiental justifico la realizacién
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del estudio. La especiacion se realizé por generacion de hidruros, congelamiento
criogénico, separacion cromatografica seguida por la deteccion en AAS (Atomic

Absorption Spectrometry).

Los cuerpos de agua estudiados fueron el Lago Superior Mystic (LSM), Lago Inferior
Mystic (LIM) y el Hall's Brook Storage Area (HBSA) localizados al norte de Boston, E.U.
El muestreo del agua de los lagos Mystic se realizé utilizando una bomba peristaitica
con lavado acido. Las muestras de HBSA se colectaron manualmente usando jeringas
de vidrio y recipientes de polietileno lavados previamente con acido. Todas las
muestras colectadas se colocaron inmediatamente en un bafno de hielo y se analizaron

entre las 24 hrs. de la coleccion.

El analisis de las especies de arsenico inorganicas (lll, V) y organicas (acidos
metilarsénico y dimetilarsénico) se realizé mediante el procedimiento analitico de la
Agura 2.2.2.9. El procedimiento se realizd en dos pasos: el As (lll) inorganico se
redujo a arsina (AsH;) con una solucion al 4% de NaBH, a pH neutro, después la
muestra se acidificd a pH <1 con HC! y se agregd nuevamente la sol. de NaBH, para
convertir el As (V) y As metilado a las arsinas correspondientes. Las arsinas formadas
por las especies de As fueron separadas por sus diferentes puntos de ebullicion al
calentar la trampa criogénica, y luego de pasar a través del cromatografo de gases se

analizaron por AAS.

El estudio de especiacion demostré que en las aguas de los lagos Mystic el As (lil)
inorganico y As metilado son las especies predominantes. En HBSA el As (Ill) fue la
especie predominante representando el B0% del As total, mientras que las especies
metiladas de As no se detectaron. Los limites de deteccion fueron 0.4 y 0.5 nM para
As(llil) y As (V), respectivamente, 0.3 y 0.2 nM para acido metilarsénico (AMA) y acido
dimetilarsénico (ADA), respectivamente. La precision de las determinaciones fue del
15% para As (IlIl), As (V) y acido dimetilarsénico, y del 30% para el acido metilarsénico.

El estudio no mencioné algun tipo de interferencia.
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FILTRACION
filtro policarbonato de 0.45 um

Agregar NaBH, al 4%

1

I ARSINA de Asf’ I Solucion
As>, AMA y ADA

Ajustar el pH < 1 con HCI
'y agregar NaBH, al 4%

4

ARSINAS
de As™ y As metilado

TRAMPA CRIOGENICA
— l (N: tia) l —

VOLATILIZACION
de arsinas por calentamiento de la trampa

4

l CROMATOGRAFO DE GASJ

Figura 2.2.2.9. Especiacién de arsénico inorganico y organico por Aurillo et al,
1994,

El especiar arsénico en aguas subterraneas de Taiwan es importante por la posible
relacion del metaloide con la enfermedad de Blackfoot (“pies negros”™) (Chen et al,
1994). Las especies de As se determinaron por las técnicas HG-AAS (Hydride
Generation-Atomic Absorption Spectrophotometry) y NAA (Neutron Activation Analysis).
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La investigacion se realizdé en un area de la costa sudoeste de Taiwan donde se ha
encontrado la enfermedad de “pies negros”. Las muestras de agua se obtuvieron de
tres pozos en Putai y Hsinchu, Taiwan. El agua de pozo se obtuvo por una tuberia de
bombeo, enseguida se paso a través de un filtro membrana y se depositdo en
recipientes de polietileno previamente lavados con HNO, (10%) y enjuagados con H:0
desionizada. Las muestras se acidificaron con 2 mi de H-SO. y se almacenaron a 4 °C

para el estudio de especiacion (figura 2.2.2.10).

La muestra de agua se inyecté a la columna de separacion NS-1 (poliestireno
divinilbbenceno) para retener y concentrar las especies de As. La elucion con fosfato de
tetrabutilamonio (5x10™)/ metanol al 5% a pH 7.3 pemitié la elucién de las especies a
diferentes tiempos. Cada efluente obtenido se acidifico con HCl y se le agrego NaBH.,
para generar la arsina y detectarla por AAS. El As insoluble colectado en el fiitro
membrana después de la filtracidon se lavé con agua desionizada, y seco se determino
por NAA.

Las principales especies de As encontradas en el agua de pozo fueron As>* y As®", con
un radio promedio As*’/As®" cerca de 2.6. Los metilarsenicales (AMA y ADA) fueron de
bajo limite de deteccidén (< 1 ug/L) en el agua de pozo. Los limites de deteccién para
As®, As®, AMA y ADA utilizando HGAAS fueron 0.7, 1.5, 1.0 y 1.0 png/L,

respectivamente.

El agua colectada de los tres pozos estudiados contenian en promedio 671 + 149 ug de
As total disuelto/L. Los resultados muestran que el valor promedio de As disuelto en el
agua de los tres pozos analizados es 13 veces mayor que el MCL (Maximum
Contaminat Level) establecido por CFR (Code of Federal Regulations, U.S.) para As en
agua potable, el cual establece que el MCL de As en comunidad de sistemas de agua
es 0.05 mg/L. Basandose en los resultados obtenidos se concluyd que el As es el
primer sospechoso en causar la enfermedad de “pies negros™ en Taiwan. La

metodologia utilizada no menciona ninguna interferencia en el estudio.
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FILTRACION l
Muesira >
I en filtro membrana de 0.45 um

FILTRO MEMBRANA
As insoluble

Lavar con Hz0 desionizada
y colocar en el desecador
~
-

| NAA l
I Muestra de 100 ml I

ELUCION
—b E::::______j-——’ con fosfato de tetrabutilamonio/etanot
. apH73
COLUMNA DE SEPARACION

NS-1 l

I:RACCIONES EFLUENTES l

I

GENERACION DE HIDRUROS
Mezclar cada efluente con 1 mi de
HCI 1 My NaBH, al 4%

AAS
83.7 nm

10. Especiacion de As inorgarnico y organico (AMA, ADA) por Chen et
al, 1994.

Figura 2.2.2.

van Elteren et al (1994) desarrollaron una metodologia analitica para especiar
arsénico en el agua intersticial de un sedimento. La diferenciacién entre As (Ill) y As
(V) se efectudo por métodos selectivos de precipitacion. Separadamente, las especies
de arsénico organico (AMA y ADA) fueron determinadas por un sistema automatico que

comprendié la generacion de arsinas, unidad de secado, congelamiento criogénico y
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sistema de deteccion. Se utilizé HG-AAS para analizar las muestras.

E! material de vidrio y recipientes de polietileno utilizados fueron lavados con HNO;
diluido y enjuagados con agua desionizada antes de usarse. La muestra de sedimento
con agua se obtuvo al dragar en la zona “Chemiehaven” en Rotterdam. El sedimento
fue sujeto a una filtracion a presidn empleando un filtro membrana de 0.45 m. Una
porcién de agua intersticial obtenida se analizd enseguida para As (llIl) y As (V)
inorganico, el resto del agua se guardo a 4 °C para la determinar el As organico. En |a
Sfigura 2.2.2.11 se muestran los procedimientos analiticos para determinar As

inorganico y organico.

El As (lIl) y As (V) se diferenciaron por precipitacion selectiva. El As (lll) se precipitdé en
medio acido con dibenzilditiocarbamato de sodio y se aislé por filtracidn. Al filtrado
obtenido se le agrego molibdato de sodio para precipitar el As(V) y separario por
filtracion. Los precipitados colectados en los filtros se sometieron a disolucién con HCI
(37%), HNO; (65%) y H>-SO, (48%) para analizarse en solucién por HG-AAS.

La determinacion del acido metilarsénico (AMA) y acido dimetilarsénico (ADA) se
realizé por generacion de arsinas, congelamiento criogénico y volatilizacion por
calentamiento de la trampa para separarias de acuerdo a su punto de ebullicion y

detectarlas en AAS.

El estudio de especiacion de As en el agua intersticial mostré que las concentraciones
de As (Ill) y As (V) son relativamente altas en comparacion con las concentraciones de
las especies metiladas. Las concentraciones fueron 28.5, 26.8 y 0.60 ng/m| para As
(nn. As (V) y AMA, respectivamente, mientras que la concentracién de ADA fue debajo
de 0.16 ng/ml. Asi, la aplicacion de metodologias de preconcentracion para As (Il) y As
(V) combinadas con trampas criogénicas para metilarsinas, permitid especiar arsénico

selectivamente en agua intersticial de sedimento.
La técnica Polarografia Diferencial de Pulsos (PDP) fue empleada por Buldini et al
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25 kg de sedimento . FILTRACION A PRESION
[ 8 J [ﬁnro membrana de 0.45 uym
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=] l
2=193.7 nm Agregar 1 ml de cloruro de
| tetrafenilfosfonio y 100 ubL l
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I FILTRACION lo—-l después de 5 min A=193.7 nm

Figura 2.2.2.11. Especiacion de As inorganico y organico en agua intersticial de
sedimento por Van Elteren et al, 1994.

TRAMPA CRIOGENICA
N=-liq
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(1980) para determinar arsénico organico e inorganico en agua de manantial. El
estudio se justificd a razén de la toxicidad que representa el elemento hacia los seres

vivos incluyendo al hombre.

Las muestras de agua de manantial se almacenaron en recipientes de polietileno
previamente lavados con HCI. El muestreo de agua se realizd enjuagando varias veces
el recipiente antes de tomar la muestra de analisis. Todo el material de cristaleria
utilizado fue lavado con H.SO, concentrado y enjuagado con agua desionizada antes
de usarse. La preparacion y analisis de la muestra para determinar As (ill), As total
inorganico y As total se presenta en la figura 2.2.2.12. E! As (V) se cuantifico por la
diferencia de As total inorganico y As (lll), y el As organico se cuantificd por la

diferencia de As total y As total inorganico.

El As (llIl) se determind directamente por PDP utilizando HCI 2 M como electrolito de
soporte. El As total inorganico (As®” + As®") se determind después de reducir el As (V)
con suffito de sodio. El As total (organico + inorganico) se determind después de un

tratamiento oxidativo con KMnO., y Mg(NOs).. ¥y reduccion a As (lil) con Na>SO,.

Los resultados mostraron que el agua de manantial no contiene cantidades detectables
de As (lll). El As inorganico y organico se detectaron en pequefas cantidades no
mayores de 7 y 6 ug/L, respectivamente. Los limites de deteccion fueron 10, 1y 1 ng/L
para As (lll), As total inorganico y As total, respectivamente. Las interferencias en la
determinacion de As bajo las condiciones descritas se debieron solo a Pb () y Cu (iI),
los cuales exhibieron picos dentro del potencial de trabajo. Los iones interferentes se
removieron al pasar la muestra a través de una columna que contenia una resina de

intercambio anidénico (Ambertile IRA-402).

c) Aplicacion en rmuestras marinas (algas, bivalvos, crustaceos) y sedimento

El estudio de especiacion de arsénico organico (arsenoazuicar y arsenobetaina) en
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organismos marinos como algas marinas, bivalvos y crustaceos se realizd por las

técnicas analiticas de HG-AAS (Hydride Generation-Atomic Absorption

Spectrophotometry) y HPLC/ICPMS (High Performance Liquid Chromatography with
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrophotometry). Los resultados demostraron que

Dermin. de As (111} Deterrnun. de As total inorg. Determin. de As total

Agregar 4 g de

N Agregar 10 mg

Muestra de
de KMnO, Mg(NOs): ¥ 20 mg
l de KMnO,
100 ml de muestra
Aforar a S mi con HCI dit (N
l 100 mi de muestra
A Calentar a 90 °C .
rCELDA POLAROGRAFICA}_ S llovar o2 mi Homo (100-200 °C)
a sequedad

Ioesarear con N2 gasJ o Agregar 0.8 mi de HCI
concy 0.3 g de Na>S0O, Homo a 400 °C
l anhidro. T

Registrar el polarograma d?l

0D2a-07V
l Enfrar la sol, agregar
7 ml de HCt y calentar
Calentar a 90 °C aso°C
por 60 min y enfriar l
,L Evaporar a sequedad
en un bano de glice-
L Aforara 5s5mi! rol a 100 °C

l

Agregar 2 m! de agua

Figura 2.2.2.12. Especiacién de As inorganico Yy organico por polarografia
diferencial de pulsos.

el As forma arsenoaztcar en ailgas marinas, y arsenobetaina en cangrejo y camarén; el

limite de deteccion fue de 0.02 ug/g de As (Le et al, 1994).

La especiacion de arsénico tri y pentavalente inorganico en una muestra de sedimento
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fue realizada por Ficklin, 1990. El As se extrajo del sedimento con HCI| 4.0 M. La
separacion de las especies se realizé en una resina de intercambio idnico Dowex 1-X8
con HCI 0.12 M como eluyente. Se hallaron resultados no uniformes en las
determinaciones de As que probablemente se debieron a la no homogeneidad de las
muestras. Las concentraciones de As (ll) y As (V) detectables fueron 0.33 y 0.42

mg/kg. respectivamente.

2.2.3 Analisis de las metodologias analiticas de As

En los estudios citados se especiaron las formas inorganicas [As (Ill), As (V)] y
organicas (acido metilarsénico y acido dimetilarsénico) de arsénico. La mayor parte de
los estudios determind las dos formas quimicas mediante procedimientos similares. La
cuantificacion de especies se realizé en forma directa por la metodologia y en algunos

casos, indirectamente (por diferencia).

Las concentraciones de arsénico en las muestras sintéticas fueron principalmente de
ng/L. ng/L y ng/mi. La preservacion de muestras sintéticas no se menciond por los
estudios citados. Howard et al (1981) y Braman et al (1977) que emplearon soluciones
sintéticas mencionaron que la preparacion de éstas se realiza el dia del analisis. Los
tipos de agua natural que se consideraron en los estudios fueron: agua de lago,
manantial, intersticial de sedimento y subterranea (pozo). Los autores Hasegawa et al
(1994), Aurillo et al (1994) y Chen et al (1994) utilizaron un sistema de bombeo para

muestrear el agua de lago y pozo.

La conservacion de la muestra natural es un requerimiento importante para el estudio
de especiacion. Van Elteren et al (1991) estudiaron la estabilidad de As (Ill) y As (V) en
muestras de agua potable y de mar, bajo condiciones experimentales de temperatura y
pH. Observaron que As (lll) en agua potable es estable a las condiciones de pH=2 y 4
°C en un periodo de almacenamiento de 30 dias. sin embargo, en agua de mar no se
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hatlaron condiciones satisfactorias de almacenamiento. En el caso de As (V) no hay
cambio significativo en la concentracion bajo las condiciones estudiadas (pH natural y
pH=2 a temperatura ambiente) para los dos tipos de agua, sin embargo. en agua
desionizada es completamente convertido al estado trivalente en un periodo
aproximado de una semana. Chen et al (1994) conservaron muestras de agua de lago

con acido suffurico bajo refrigeracion (4 °C).

E£1 material de vidrio y recipientes de polietileno fueron generalmente lavados con acido
(regularmente HNO;) y enjuagados con agua destilada o desionizada, en los estudios
realizados por Howard et al (1981), Puttemans y Massart (1982), Aurilio et al (1994),
Chen et al (1994) y Van Elteren et al (1994).

La separacion de especies inorganicas y organicas se realizo en forma diferente. Las
especies inorganicas se separaron mediante procedimientos de extraccion, adsorcion y
reduccion, mientras que las especies organicas principalmente se determinaron por
generacion de arsinas, congelamiento criogénico y separacion por volatilizacién
selectiva. La técnica analitica mas utilizada para determinar arsénico fue HG-AAS. Los
limites de deteccién se notificaron principalmente en mg/L y ng/L, aunque también se
citaron en concentraciones nM (nanomolar) y pM (picomolar).

En los analisis de As por AAS se han citado diferentes interferencias debido a cationes
y aniones inorganicos en la muestra. Pierce y Brown (1976) realizaron un estudio para
analizar la cantidad de interferencia inorganica en la determinacion de arsénico y
selenio por AAS. El analisis de los resultados condujo a establecer que la interferencia
de los iones depende en cierta forma del orden de adicion de reactivos como NaBH, y
HCI. La adicién de NaBH, previa al HCI en jones como AI’*, Cr**, Co®*, Cu®, Fe®", Pb™",
Ni?*, AQ'". Sn?*, V**, Zn*", MoO." y S.0. en el intervalo de concentracién de 16.7 a
33.3 mg/L., se observé un efecto total de supresion de ia sefal en el analisis de As,
donde se propuso que cationes como Fe>*, Co®’, Cu®>* y Pb?* compiten con As o Se en
la reduccion consumiendo el agente reductor. Yu et al (1983) informaron interferencias
de Co**, Ni**, Cu*’, Sn*", Bi*", Pb®>" y Ag'" en la adsorcion de As (lil) en el algodén
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impregnado con acido tioglicdlico. Los iones adsorbidos en el algodon se removieron
con una solucién diluida de HCI. Braman et al (1977) notaron interferencias por Ag'" y

Cu?* a 200 ppm en la produccion de arsinas de arsénico inorganico y organico.

Howard y Arbab-Zavar (1981) investigaron el efecto de varios iones dentro del estudio
contemplado. Las interferencias que se detectaron por los iones analizados se
eliminaron con EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid). Del mismo modo, Hasegawa et
al (1994) eliminaron la interferencia de hierro agregando este complejante. En Ia
especiacion polarografica de arsénico por Buldini et al (1980) se halld interferencia de
Pb (It) y Cu (II) en el potencial de trabajo. Los iones interferentes fueron eliminados de

ia muestra pasandoia a través de una columna de intercambio iénico.

Es necesario indicar que los estudios realizados con muestras sintéticas aplicaron
posteriormente la metodologia a muestras de agua de mar, rio, manantial, iago, minerai

envasada y residual.

2.3 Especilacion de cromo

El cromo es un elemento que se encuentra distribuido ampliamente en la corteza
terrestre en un promedio de 125 mg/kg de suelo (Friberg et al, 1990). Se halla
formando principalmente el mineral cromito (Fe,Mg) O (Cr.Al,Fe)>O, que contiene oxido
cromico (52-56%) y oxido ferroso (10-26%). Otro minerai de importancia es FeQCr,0,
(cromito de hierro) que contienen 68% de oxido cromico y 32% de oxido ferroso (Bodek
et al, 1988).

La concentracion de cromo en rios y lagos es de 1 a 10 ug/L, mientras que en agua de
mar es aproximadamente de 0.1 a 5.0 ng/L. En el suelo se encuentra desde nivel de
traza hasta 250 mg/kg (Friberg et al, 1990).



El cromo pertenece a la serie de metales pesados de transicion de la tabla periédica. El
Cr presenta los estados de oxidacion de O, +2, +3 y +6, dentro de los cuales los dos
altimos son los mas importantes. La distribucion de las especies de cromo en sistemas
acuosos de acuerdo a consideraciones termodinamicas. depende del pH y E (potencial
redox). El ion cromoso (Cr"") es inestable en agua y se conoce poco acerca de su
hidrélisis (Bodek et al, 1988). La distribucion de Cr (lll) y Cr(Vl) con sus productos de

hidrélisis en diferentes condiciones de pH y E se muestra en la figura A1-3 (anexo 1).

El Cr (111) se encuentra en forma natural en el medio ambiente, mientras que el Cr (V) y
Cr (O) se producen generalmente por procesos industriales. El cromito se utiliza en la
industria refractaria para elaborar ladrillos de hornos metaliurgicos; ademas, se usa en
la industria del acero para producir ferroaleaciones que son resistentes a la corrosion y
oxidacion. El cromo se utiliza también para la produccion de acero inoxidable,

pigmentos y en la industria textil y quimica (Cr ATSDR, 1989).

El Cr (Ill) se considera un elemento esencial para mantener el metabolismo del hombre
y de los animales; en el cuerpo humano juega un papel importante en el metabolismo
de la glucosa y el colesterol (Cr ATSDR, 1989). Sin embargo, el Cr (VI) en la forma de
cromato (CrO<,) se solubiliza en el agua del cuerpo y se absorbe por el torrente
sanguineo a los pulmones. Estudios toxicologicos realizados han demostrado que la

especie Cr (V]) y compuestos de ésta son cancerigenos (Manahan, 1989).

El peligro que el cromo representa para la salud humana ha sido el motivo para que se
establezcan normas de calidad de agua. La NOM-127-SSA1-1994 establece que el
limite permisible de Cr total en agua de consumo humano sea de 0.05 mg/L, mientras
que los Criterios Ecoldgicos de Calidad del Agua (CE-CCA-001/89) establecen que el
agua potable contendra como maximo 0.05 mg/L de Cr hexavalente. Los estudios
realizados sobre la especiacién de cromo demuestran la importancia ambiental y
geologica del elemento. Principalmente la justificacion de los estudios realizados se
relaciona con la toxicidad y contaminacion del cromo hacia el medio ambiente.
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2.3.1 Principlos y métodos

Los estudios revisados sobre la especiacion de cromo fueron principalmente aplicados
a muestras acuosas sintéticas y naturales; sin embargo, por la importancia del cromo

en el ambiente se mencionan brevemente estudios aplicados a muestras de suelo.

La especiacion de cromo inorganico (lil, VI) en soluciones sintéticas se realizd con
diferentes meétodos de separacion y técnicas de analisis. Los métodos de separacion

comprendieron: cromatografia de intercambio idnico. liquida y adsorcion; asi como

implicaban la formacion de quelatos o precipitados. Las

reacciones que
técnicas espectrofotométricas de emision y

determinaciones se realizaron por

absorcion, deteccion de quimiluminiscencia y métodos de valoracion.

Las diferentes metodologias analizaron directamente Cr (lll) o Cr (VI), y por diferencia
entre el contenido total de cromo y la especie analizada determinaron la especie

faltante. Miyazaki y Barnes (1981) analizaron el Cr(Vl) por quelatacion con una resina y
el cromo total por oxidacion de Cr (Il1) a Cr (VI), todas las concentraciones se

ICP-AES (Inductively Coupled Plasma-Atomic Emission

determinaron por
Spectrometry). El-Wakil et al (1993) determinaron por separado las dos especies, el Cr

(Ill) por iodometria y el Cr (V1) después ser reducido se analizd en la forma de Cr(ill).
Gammelgaard et al (1992) separaron las especies por intercambio idnico y se
cuantificaron por la cantidad de quimiluminiscencia originada después de haber
reaccionado con un compuesto especifico. Powell et al (1995) separaron las especies
Cr (ll) y Cr(Vl) en base a los diferentes tiempos de retencion en HPLC (High-Pressure
DIN-ICP-MS (Direct Injection

Liquid Chromatography) y las determinaron por

Nebulization-Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometry).

Las metodologias analiticas que se aplicaron a muestras naturales comprenden

diferentes métodos de separacion: reacciones de precipitacion y quelatacidon, procesos
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de adsorcién en una fase sodlida e intercambio idnico en resinas. Los analisis se
realizaron por las técnicas de NAA (Neutron Activation Analysis), ETAAS
(Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry) y GFAAS (Graphite Furnance Atomic
Absorption Spectrometry).

Beaubien et al (1994) analizaron en agua de lago Cr inorganico (i1, VI) y coloidal. La
resina de intercambio idnico empacada en una columna permitio retener ias especies
Cr (V1) y Cr coloidal, sin retencion de Cr (lll). El analisis de ias fracciones obtenidas
después de un tratamiento de la resina y de la solucion eluyente de la columna se
realizé por GFAAS. Kubrakova et al (1994) determinaron |las especies Cr(lil) y Cr(VI)
en agua de rio. La separacion de las especies se baso en un proceso de adsorcion en
un sorbente a diferente pH, para adsorber Cr (Ill) pH 7 y para Cr(Vl) pH 3. Las especies
desorbidas se determinaron por ETAAS.

Lan et al (1991) analizaron Cr(lll) y Cr(Vl) en agua marina y subterranea (pozo),
utilizaron reacciones de precipitacion a diferentes valores de pH y determinaron las
concentraciones por NAA. Sperling et al (1992) analizaron en agua de lago Cr(VI) por
quelatacion con dietilditiocarbamato y Cr total por oxidacion de Cr(lil) a Cr(\Vl), y
determinando las dos especies por ETAAS.

2.3.2 Metodologias analiticas

a) Aplicacién en muestras sintéticas

Powell et al (1995) desarrollaron un método analitico para especiar cromo en muestras
sintéticas y evaluario posteriormente en muestras de agua residual. El arreglo analitico
fue una combinacion de los sistemas HPLC (High Performance Liquid

-
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Chromatography)-DIN-ICPMS (Direct injection Nebulization Inductively Coupled Plasma
Mass Spectrometry).

Se prepararon soluciones sintéticas de Cr(Vi) y Cr(lll) a una concentracion de 100
ug/L, partiendo de soluciones estandares de cada una de las especies. Las soluciones

anteriores se preservaron con acido nitrico. El conjunto de los sistemas empileados se

muestra en la figura 2.3.2.1. La muestra se inyectd a la columna de separacion

(HPLC) por un muestreador automatico. Las especies eluidas a diferentes tiempos
pasaron a través del nebulizador (DIN) para introducirse al sistema de deteccion
(ICPMS).

LMueslra sintética 1

Muestreador —>»| © oO

Eluyente (nitrato en sol.

SISTEMA 10 ul
HPLC

Microcolumna Cetac (ANX1606)

>

Nebulizador

Figura 2.3.2.1. Arreglo analitico de sistermmas HPLC-DIN-ICPMS para determinar ;
Cr(I) y Cr(VI). ¢

Eil arreglo analitico se optimizd con distintos parametros que influyeron en cada uno de
los sistemas. El parametro mas importante fue el pH en la columna de separacion,
determinandose como pH 6ptimo el intervalo de 4 a 9 para las dos especies de estudio.
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Los limites de deteccion del sistema optimizado fueron de 60 y 180 ng/L para Cr(ill) y
Cr(Vl), respectivamente.

€l método analitico fue posteriormente aplicado a muestras de agua residual. En los
resultados obtenidos se observo que el Cr(Vil) agregado a la muestra se redujo

ligeramente a Cr(ill) en un periodo de tres semanas. En el analisis del agua residual se
obtuvieron resultados satisfactorios.

El estudio de especiacion de Cr(lll) y Cr(Vl) en soluciones sintéticas se realizd por
Gammelgaard et al, 1992. La separacion de especies se realizé en una columna de
intercambio cationico y la determinacion por quimiluminiscencia producida después de
reaccionar con luminol (5-amino-2,3-dihydrophthalazine-1.4-dione).

La concentracion de las especies Cr (lll) y Cr (VI) en solucion fue de 20 ng/L, partiendo

de soluciones estandares de tricloruro de cromo y cromato de potasio,

respectivamente. Todo e! material utilizado fue colocado en HNO,

(4 M) por una
semana y enjuagado con H: O ultrapura. En

la figura 2.3.2.2 se muestra el
procedimiento analitico esquematizado.

La muestra inyectada se condujo por el eluyente hacia la columna de intercambio,
donde se retuvo el Cr(ill) y el Cr(VI) pasod sin retencion. El Cr(Vl) no retenido se redujo
con K>SO; (suffito de potasio) para reaccionar con luminol y producir una cantidad de
quimiluminiscencia proporcional a la concentracion de la especie. El Cr(iil) después de
ser retenido 115 segundos en la columna, es eluido para reaccionar con {uminol y ser
determinado de igual forma que Cr(VI).

El limite de deteccion para las dos especies de cromo fue de Sug/L. La precision a una

concentracion de 20 ug/L fue 3.5 y 3.3% para Cr (1) y Cr (V1), respectivamente. La

posibilidad de interferencia por iones de Cu®", A>*, Mn*, Co®, Fe* y Fe> fue

la reaccion con Iluminol; una
concentracion de 20 ug/L del ion interferente no causé efecto catalitico con luminol. La

analizada, ya que estos iones podian catalizar
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unica interferencia se debio al Fe®" en el proceso de reduccion del Cr(Vl), eliminandose
al agregar EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid).

Eluyente K5O, { Columna de intercambio cationico
O0.1M, pH3

Inyeccion de ta muestra

(50 ul) crvy l cryin

d

Reduccion con KxSO,
0.01SM, pH 3

l hd

Reaccion con luminot (0.06 g)-H20; (1 mi al 30%)
pH = 11

|

EETECTOR DE QUIMILUMINISCENCIA I

La especiacion de cromo en agua es importante por las caracteristicas toxicas del Cr
(V1). el cual puede introducirse a sistemas de distribucion de agua potable por el uso
de inhibidores de corrosion en la tuberia; por tal motivo, ElI-Wakil et al (1993)

analizaron Cr(lll) y Cr total por iodometria, para determinar indirectamente Cr(Vl) en
una solucion sintética.

Las soluciones de trabajo contenian cromo trivalente (20 a 310 ug/L) y cromo
hexavalente (310 ug/L). El Cr(lll) en solucion es oxidado con periodato (107,) en pH 3.2
para liberar iodato (10;) en solucién. El iodato formado reacciona con el ioduro de
potasio agregado para producir yodo, que se valora con una solucién de tiosulfato de
sodio. El Cr total después de haber sido reducido con suffito de sodio se analizé de la
misma forma que Cr (Iil). El exceso de periodato libre se enmascaré con molibdato. El
diagrama de flujo para determinar Cr(lil) y Cr total se muestra en la _figura 2.3.2.3.
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la determinacion de cromo en compuestos

En este estudio se realizo también
y acetilacetonato de cromo

organicos, como oxinato de cromo [Cr(CsHsON))l

[Cr(CsH;02)3] (figura 2.3.2.).

ISolucién de Cr(lll) y c«vnf,

Determinaciién de Cr total

1

0.5 mi de sol 1.0 ml de sol.

Agregar 0.5 ml de una
-————y sol. saturada de NaSOs

Determinacién de Cr{ill)

Agregar S5 ml de periodato de

potasio (1.75 g/L) y ajustar el
pH a 3.0-3.2 con amortiguador y 1 ml de HaSO, 5 M.
acetato de amonio-ac. acético
Eliminar el acido con

Mezclar la sol., agregar 2 ml L _ Jcalentamiento y ajustar el
del amortiguador y 2 mi de

€ h pH a 3 con NaOH.
molibdato de amonio (100
gm/mi).

l

[ Agregar 20 mg de Ki 1 —_— [ Valorar el 12 con Na;S203 l

Figura 2.3.2.3. Diagrama de flujo para determinar Cr(lll} y Cr total inorganico.

En los resuitados obtenidos las cantidades determinadas para las dos especies fue
acorde a la cantidad inicial de estudio. La desviacion estandar fue menor a 0.9 ug para

una concentracion de 310 ug/L. El nivel de deteccion de cromo en compuestos

organicos fue 10.7 y 14.9 ug para oxinato y acetilacetonato de cromo, respectivamente.
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El propdsito de Miyazaki y Barnes (1981) fue desarrollar una metodologia analitica
para diferenciar Cr(\V1) y Cr(iil) al nivel de traza en un medio acuoso. La metodologia se

aplicé a muestras de agua sintética para determinar Cr(Vl) y Cr total.

2 g de muestra

!

DIGESTION
CliO3 + S ml de HNO; conc.

!

l EVAPORACION J

[conSrmdeK

a sequedad

|

lDisolver ia sal en 5mi de HO ]

!

[ Procedimiento para Cr total J

Figura 2.3.2.4. Diagrama analitico para determinar Cr en compuestos orgarnicos.

Las concentraciones de estudio fueron 10, 20 y 30 mg/L para Cr (M), y 10, 20, 30y 60
mg/L para Cr(il). En la figura 2.3.2.5 se muestra el procedimiento analitico para
determinar el Cr(Vi) y Cr total. El Cr(\V1) se complejo en la resina poli(ditiocarbamato) al
pasar la muestra que lo contenia a través de una columna empacada con esta resina.

La resina se digirio con HNO; y el Cr(V1) en solucion se analizé por ICP-AES
(Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectrometry).

€t Cr total se determind en la forma de Cr(\V1) después de oxidar el Cr(iil) con
permanganato de potasio. El Cr(lil) se determind por diferencia de las mediciones

realizadas [Cr total-Cr(V1)]. Los limites de deteccion fueron de 12 y 36 ng/L para Cr(WV1)
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y Cr total, respectivamente. La recuperacion del Cr(Vl) en la resina fue del 92%,

mientras que el Cr total se recuperd al 100%.

Determinacion de Cr (VI) Determinacion de Cr total
Muestra de 125-500 mi Muestra de 125 mi
cr® +«cr cr* + cr”
Ajustar el pH a Agregar S mi de
2.5-3.5 con NH,OH HNO; conc, calentar

a ebullicion y enfriar
L f=3-4 mi/min 1L

OXIDACION (Cr>” »Cr®*)
con 0.6 ml de KMnO, (2mg/L)

Columna empacada con
1a resina queiatante poli-
ditiocarbamato Catlentar por 30
min y enfriar

Ajustar el pHH a
3.5 con NH;,

Lavar la columna dos ve l Sol. eluyente (Cr")l
ces con 100 mi de Hx0

|

Desecho

Resina
(Cr®” compiejado)

-
aguas madres
<

Desecho

DIGESTION
con 6 mi de HNO,

!

Aforara 10ml ——»p

A=267.72 nm

Figura 2.3.2.5. Esquema analitico para determinar cromo hexavalente y Cr total
en una muestra sintética.
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b) Aplicaciéon en muestras de agua natural

La precipitacion en funcion del pH se aplico como medio analitico para diferenciar las
especies de cromo en agua y determinarias por medio de Neutron Activation Analysis
(NAA) (Lan et a/, 1991). La separacion de |las especies se realizd precipitando el Cr
(V) a pH 4.0 y Cr (lil) a pH 9.0 con Pb(PDC). (PDC= pyrrolidine dithiocarbamate).

La metodologia analitica se aplicé a muestras de agua potable, marina y de pozo. El
diagrama analitico de la figura 2.3.2.6 muestra ia determinacion de Cr(lll), Cr(Vl) y Cr
total. El Cr(VI1) en la muestra se determind por precipitacion en medio acido (pH 4) con
Pb(PDC)z, mientras que el Cr(lll) en solucion se precipito posteriormente con el mismo
reactivo en pH basico (pH 9). El contenido de Cr total en la muestra se determiné como
Cr(lil) después de reducir el Cr(Vl) con NaHSO;. Los precipitados de Cr total! y de las

especies se analizaron por NAA (Neutron Activation Analysis).

La cantidad de Cr total que se determino fue de 0.54, 0.25 y 0.33 ng/ml en agua
marina, de pozo y potable, respectivamente. Ei Cr (lll) se encontré en mayor proporciéon
en agua marina y de pozo, con 0.48 y 0.20 ng/mi, respectivamente. El Cr (Vl) se
encontro en el agua de pozo en una cantidad de 0.13 ng/ml. El contenido de Cr(lll) y Cr

(V1) fue acorde con el contenido de Cr total en todas las muestras estudiadas. E! limite

de deteccion fue 0.03 ng/ml de Cr.

El cromo hexavalente presente en agua de desecho industrial implica un riesgo
ambiental, ya que este elemento en solucion puede persistir extensos periodos de
tiempo sin cambio alguno, por lo anterior, Kubrakova et al (1994) especiaron cromo tri

y hexavalente en un cuerpo de agua.
La separacion de las especies Cr (lll) y Cr(VI) presentes en el agua de rio, se realizd
por adsorcion (formacion de un complejo con los grupos aminocarboxilicos) a pH

diferente en un sorbente Detata (solido polimérico en una base de poliestireno) con
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calentamiento en un horno de microondas. Después de un proceso de desorcion en la

columna, las determinaciones se realizaron por Electrothermal Atomic Absorption Spec-

l Muestrade 2 L I

Easpeciactén de Cr(Ill) y Cr(VI) Determinacién de Cr total
Ajustar el pH a 4 con REDUCCION
HNO; conc. cr(Vl) a Cr(lil)
con 62 mg de NaHSO;,

Agregar 2 mg de PB{NO,)=
y 100 mg APDC t—lervir la sol. por 5 min. l

lAgi!ar la sol. por 30 min.

FILTRACION
en filtro miliporo de 45 um

I

—

[Predpilado de Cr (VI)]

Solucion [Cr(lli))

Ajustar el pH a 9 con I

3 ml de NH,OH (25%)

IAgregar 100 mg de APDC y 2 mg de Pb(NOs)- ]

Agitar la sol. por 30 min. ‘L

FILTRACION
en filtro miliporo de 45 um

Desecho — Eecipitad&cTe cr(in) I — »

Figura 2.3.2.6. Esquema de especiacién de cromo tri y hexavalente, y
determinacion de cromo total.
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trometry (ETAAS). La muestra de agua se paso a través de un filtro membrana, parte
del filtrado se ajustd a pH 7 para determinar Cr(Itl) y otra porciéon se acidifico a pH 3
para determinar Cr(Vl1), cada una de las especies se analizo siguiendo el diagrama

analitico que se presenta en la figura 2.3.2.7.

1=0.5-10 ml/min

| | ] I

Muestra [ Bomba penstaltica J DESORCION
(5-10mt) Columna empacada en hormmo de microondas
con 1-5S mi de HCI 6 M.

con sorberte deiala

Homo de microondas

hd

ETAAS
A=357.9 nm

Figura 2.3.2.7. Diagrama analitico para determinar Cr(lll) y Cr (VI) por adsorcién
en un sorbente a diferente pH.

El uso del horno de microondas permitio intensificar los procesos de formacion del
complejo y adsorcion, resuitando una determinacion cuantitativa para cada una de las
especies al pH estudiado. El contenido de cromo en el agua de rio fue 40.4 y 39.5 ng/L
de Cr(Vl) y Cr (1l), respectivamente. E! limite de deteccion para las dos especies
estudiadas fue 30 ng/L.

Sperling et al (1992) consideran que el conocimiento de las especies quimicas y el
estado de oxidacion de los elementos en traza ubicados en cuerpos de agua, es
importante en el aspecto ambiental y geolégico, por lo cual realizaron un estudio de
especiacion de cromo tri y hexavalente en agua natural, separando el Cr (V1) por
quelatacion con NaDDTC (sodium diethyldithiocarbamate) y determinando el cromo
total por oxidacién de Cr (lll) a Cr(VI1) en la muestra.
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Las muestras de agua se obtuvieron del Lago Constance, Alemania. E! material
utilizado fue lavado con HNO; diluido (1+1) y enjuagado con agua desionizada. EI
procedimiento analitico realizado se resume en la figura 2.3.2.8. El Cr(Vl) complejado
con NaDDTC se concentrd en una columna de silica. El complejo de Cr(VI) se eluyo de
la columna con etanol y se colocd en un capilar para analizarse por ETAAS
(Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry). El contenido de Cr total en la
muestra se determind oxidando el Cr(lll) a Cr(Vl) con peroxidisulfato de potasio. La

especie Cr(lll) se determind por diferencia de las mediciones realizadas [Cr(t)-Cr (VI)].

En el estudio de especiacion se seleccionaron las condiciones optimas para la
extraccion de Cr (V1) en el sorbente y oxidacion de Cr (ilf) a Cr (V). La soluciéon de
NaDDTC para complejar el Cr(V]) fue al 0.05%, mientras que el HNO; al 4% (v/v)
permitid una adecuada extraccion del complejo Cr(V1)-DDTC en el sorbente. Los
mejores rendimientos para la oxidacion del Cr(lil) a Cr(V!) se obtuvieron con una
solucion de peroxidisulfato de potasio 5 M a pH 9. La concentracion de cromo total
detectada en el Lago Constance fue de 0.164 ug/L. Los limites de detecci6én de la

técnica fueron de 16 y 18 ng/L para Cr (V1) y Cr total, respectivamente.
Beaubien et al (1994) consideran importante la especiacidn de cromo por las
propiedades toxicas del metal en sus diferentes estados de oxidacion, por consiguiente
realizaron un estudio para determinar Cr organico e inorganico en agua de lago, para
lo cual utilizaron una resina de intercambio ionico para separar las especies y GFAAS
(Graphite Furnance Atomic Absorption Spectrometry) para analizarlas.

L.as muestras de agua del Lago Ontario se colocaron en recipientes de polietileno
previamente lavados con agua-acido (HCl) y se guardaron a 4 °C. En la figura 2.3.2.9
se muestra la metolodogia analitica para el estudio de especiacion. La muestra filtrada
se paso a través de la resina de intercambio anidnico para separar las especies. Las
especies anionicas de Cr(VIl) y Cr organico coloidal se retuvieron en la resina, mientras
que el Cr(lil) quedd en solucion y después de acidificarlo se determind por GFAAS, E!
Cr(\U1) se eluyod de la resina con una solucion de HAH (Hydroxylamine hydrochloride) y
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NaDDTC al 0.05% miv

CONCENTRACION
DEL
COMPLEJO Cr(Vi1)-DDTC <€— Columna de silica

ELUCION
del compiejo con etanoi

Capilar de politetrafiuoroetileno ETAAS

Muestra de 30 ml

lAjus!ar el pH a 9 con NH,OH 1 l\rl

{

OXIDACION de Cr(ill) a Cr(V1)
con1.5 ml de peroxidisulfato de potasio S M

Calentar ia solucion a 105°C
por 25 min y enfriar la solucion

Solucionde Cr(Vl) | — 5 ETAAS
I v ] A= 357.9 nm

Figura 2.3.2.8. Diagrarma esquematizado para determinar el cromo hexavalente(a)
y cromo total (b).
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el Cr organico coioidal con HNO; 4M. Las dos soluciones con cada especie se
acidificaron y se analizaron por GFAAS.

El estudio de especiacion de cromo en el agua del Lago Ontario reveld que el Cr(\Vi)
fue la especie predominante. El contenido de Cr(Vl) fue de 75-80% del total. mientras
que el Cr organico coloidal represento el 10%. El Cr(lll) se considerd de bajo limite de
deteccion. Los limites de deteccion fueron de 21, 4 y 21 ng/lL. para Cr(Vl), Cr(il) y Cr
organico coloidal, respectivamente.

c) Aplicacién en muestras de suelo

A continuacion se citan algunas metodologias de especiacion de cromo en suelo con el
propdsito de mencionarlas para quién esté interesado en el tema, ya que no es el
proposito de este trabajo.

La especiacion de Cr () y Cr(VIl) inorganico en extractos de suelo con alto contenido
de materia organica fue estudiada por Flores, 1992. La determinacion de Cr total en el
suelo se llevo a cabo por AAS (Atomic Absorption Spectrometry) después de realizar
una digestion acida. La separacion de las especies se realizo al extraer el Cr(Vl) con
tris [(hidroximetil)-aminometano] a pH 13 y determinandolo por Polarografia Diferencial
de Impulisos (PDI). Los limites de deteccion obtenidos fueron de 9.15 X 107 M, 1.59 X
10° M y 2.85 X 10° M para Cr total, Cr (V) y Cr (1), respectivamente.

La especiacion de Cr (Vi) y Cr (Ill) en muestras de polvo (suelo muy fino) con diferente
contenido de materia organica y diferente pH la realizé Cram, 1995. La separacion de
Cr (Vi) se logréo al extraer la especie con Tris (hidroximetil-aminometano) a pH 13 y,
posteriormente, analizada con PDI. El Cr total se determind directamente con AAS. La

especie Cr (lll) se cuantificé por la diferencia entre Cr total y Cr (VI). Se demostré que
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ISOO mi de Muestra I

!

FILTRACION
en un filtro policarbonato de 0.4 um

!

Filtrado

Agregar 1.5 mi det amortiguador de acetato
(7.5 M) para ajustar el pH a 4.7

Cartucho con 1.3 g de resina
sephadex DEAEA2S

o [ N
Cr®", Cr org. coloidal

Agregar 1.5 m! de HAH al 5% Acidificar con
y agitar por 10 min HNO; apH 1.6

lSepamr 1a solucion y laresina I

IResina l.___’ F_avar con 1.5 mi H,OI

Solucion l
(cr™) <——‘
l Iagua madre I i Resina I
Agregar 1.5 ml de HNO; 4 M
y agitar 10 min

[ Separar 1a solucion y Ia resina |

i

Lavarcon 1.5 mide H0 | g
I | | Resina | Somcen
I l—) (Cr org. coloidal)
| Resina ] | agua madre I GFl

Figura 2.3.2.9. Diagrama de flujo para la determinar las especies de cromo
inorganico (I, VI) y organico coloidal.
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utilizando el sistera de extraccién a las condiciones citadas se obtiene un porciento de

extraccion de 98.8 a 99.5% del Cr hexavalente.
2.3.3 Analisis de las metodologias analiticas de Cr

Las metodologias aplicadas a muestras naturales y sintéticas analizaron Cr (lll), Cr (V1)
y Cr total. El principal interés de las investigaciones se orientd a determinar ia especie
que tiene importancia toxicologica (cromo hexavalente), sin embargo., no todas las
metodologias permiten determinar esta especie en forma directa. La mayoria
determinaron ya sea Cr () 6 Cr (VI), y Cr total, de tal forma que la especie sin

determinarse se cuantifico por diferencia de estas.

Ademas de analizar Cr inorganico, dos metodologias analiticas determinaron Cr
organico; Beaubien et al (1994) determinaron en la muestra Cr coloidal y ElI-Wakil et al

(1993) determinaron Cr en compuestos organicos como oxinato y acetilacetonato.

En los estudios de especiacion de cromo se utilizaron generalmente recipientes de

polietileno, los cuales se lavaron con solucion acida diluida (acido nitrico,
principaimente) y se enjuagaron con agua destilada o deionizada. Las concentraciones
de Cr en las soluciones sintéticas de la mayor parte de los estudios fueron de ug/L. La
preservacion de las muestras no se menciond, a excepcion de Powell et al (1995) que

preservaron las muestras agregando HNO-.

La conservacion de las muestras naturales no se citdé por la mayoria de las
metodologias descritas. Beaubien et al (1994) conservaron muestras de agua de lago

en contenedores de polietileno bajo refrigeracion a 4 °C.

Es importante mencionar que todos los estudios de especiacion de Cr se realizaron
utiizando una variedad de metodologias analiticas, no obstante, los métodos de
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separacion mas empleados fueron cromatografia de intercambio iénico, adsorcion y
liquidos. Los métodos de deteccion también fueron diversos, destacandose AAS e ICP.

Los limites de deteccion que se lograron obtener en la mayoria de la técnicas fueron de
ng/L en los dos tipos de agua estudiadas.

En general las metodologias no informan interferencias. La metodologia descrita por

Gammelgaard et al (1992) notifica interferencia debido al ion Fe?’, el cual fue eliminado
por la adicion de EDTA.

2.4 Especiaciéon de mercurio

El mercurio es un metal que se encuentra distribuido en la naturaleza en pequenas
concentraciones. La abundancia en la corteza terrestre es del orden de 50 ppb. Ei
mercurio se considera un elemento calcofilico, es decir, tiende a concentrarse en
sulfuros. En la naturaleza se halla formando minerales, principaimente «-sulfuro
merclrico (x-HgS) (Bodek et al, 1988). Otros minerales de mercurio son corderoita
(Hg1:S2Clz2). antimonita (HgSb.Ss). oxido mercurico (HgO), oxicloruro de mercurio
(Hg-OCl). cloruro de mercurio (HgCl) y p-sulfuro mercurico (B-HgS), sales que se
encuentran generalmente en depositos de mercurio. Ademas, el mercurio tiende a

formar amalgamas casi con todos los metales, excepto con hierro (Kirk-Othmer. 1995).

Las aguas superficiales generaimente contienen menos de 0.1 ppb de Mg total. Eil
contenido promedio de mercurio en aguas marinas se halla en el intervalo de 0.1 a 1.2

PPb. En suelos, el contenido promedio es cerca de 100 ppb, fluctuando de 30 a 500
PpPb (Kirk-Othmer, 1995).

El mercurio pertenece a ia serie de metales de transicion . El Hg exhibe tres estados de

oxidacion en el ambiente: +1(Hg'%:), +2 (Hg'®) y cero (Hg liq.). El mercurio puede combi
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narse con cloro, oxigeno y carbono para formar compuestos inorganicos y organicos.
En los compuestos inorganicos el mercurio se encuentra en las formas ionicas Hg**
(sales mercuricas) y Hg” (sales mercurosas). Los compuestos de mercurio organicos
son de diversas estructuras quimicas, donde el Hg forma un enlace covalente con
carbono. Los grupos principales son alquilmercurio (metiimercurio y etilmercurio),
arilmercurio (fenilmercurio) y alkoxialquilmercurio. Los cationes de mercurio organico
forman sales con acidos inorganicos y organicos, por ejemplo cloruros y acetatos
(Merian et al, 1991). La distribucion de las especies de Hg en un sistema acuoso
dependiendo de las condiciones de pH y potencial de oxido-reduccion (E) se muestra
en la figura Al1-4.

La presencia de mercurio en el medio ambiente proviene de fuentes naturales y
antropogénicas. La fuente natural de mercurio en la atmodsfera es originada por la
emision volicanica y erosion del suelo. Las fuentes antropogénicas de mercurio son
principalmente ia mineria, combustion del combustible fosil, produccién de cemento y
fundicion de hierro y otros metales (Seiler et al, 1994). El mercurio se usa
principalmente en la forma liquida elemental y en amalgamas con metales. El mayor
uso es en aparatos eléctricos (~42%) como metal y en amalgamas de Zn-Hg y Cd-Hg.
Otras aplicaciones son en la manufactura de pintura, instrumentos industriales y de
control (Hg liq), reparaciones dentales (Ag-Hg, Sn-Hg). y en la produccion de

catalizadores, fungicidas, bactericidas, pigmentos, explosivos y farmacéuticos (Bodek
et al, 1988).

En el cuerpo humano el mercurio y sus compuestos pueden ser absorbidos por
ingestion, adsorciéon a través de la piel y por inhalacion del vapor. La toxicidad del
mercurio depende de la especie quimica que forme y del estado de oxidacién del
elemento en ésta. Los compuestos inorganicos de Hg, compuestos de arilmercurio y
alkoximercuriales generaimente se consideran de toxicidad similar; sin embargo, ios
compuestos de alquilmercurio son considerados de mayor toxicidad y peligro (Kirk-
Othmer, 1995). La propiedad toxica del mercurio se atribuye a su fuerte afinidad por los
grupos sulfhidrilo en proteinas, enzimas y albumina (Manahan, 1993). Los compuestos
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alquilmercurio afectan el sistema nervioso central y se acumulan en el cerebro
causando temblor fisico y sintomas psicopatoléogicos como timidez, insomnio,
depresion e irritabilidad (Bodek et al, 1988). Con los estudios toxicologicos realizados
no se ha demostrado que el mercurio cause cancer en los humanos (Hg ATSDR,
1990).

Debido a que el mercurio representa riesgos ambientales de contaminacion y
toxicologicos, los estudios realizados enfocan su atencion hacia el analisis del metal y
sus especies, para conocer el origen y causa de su presencia en el medio estudiado. El
analisis de las especies se realiza principalmente en agua y suelo, ya que éstas
representan riesgo ambiental.

A causa del impacto ambiental que ha revelado el mercurio y al incremento de ia
concentracion en diferentes medios naturales., se han establecido normas de calidad
para aire y agua principalmente. En México la NOM-127-SSA1-1994 establece que el
agua de consumo humano no contenga mas de 0.001 mg/L de mercurio, valor que es
acorde con lo establecido por la Secretaria de Desarrollo Urbano y Ecologia, de
acuerdo con los criterios ecologicos de calidad de agua CE-CCA 001/89.

2.4.1 Principios y métodos

En ésta seccion se citan principaimente ios estudios de especiacion de mercurio
aplicados a muestras acuosas, sean sintéticas o naturales. Se mencionan brevemente
en la parte final! estudios de especiacion de mercurio aplicados a una variedad de
muestras, asi como suelo, sedimentos, liquenes, muestras marinas y en varios medios
(sangre, pescado, grano, cabello, leche, orina).

Las formas de Hg inorganicas y organicas se analizan en los dos tipos de muestras

acuosas mediante diferentes métodos de separacion y deteccion. En general, las

64



metodologias consideran dos etapas principales de analisis, que es la separacién de
las especies y la determinacion de éstas.

El analisis de especies inorganicas y organicas de mercurio en soluciones estandares
sintéticas se realizd por una variedad de meétodos de separacion y deteccion. El

empleo de propiedades de oxido-reduccion, complejacion y formacion de derivados

permitieron identificar las diferentes especies. Los meétodos de deteccion fueron

principalmente espectrofotomeétricos (AAS).

Autores como Buiska et al (1991) usaron un reactivo de Grignard para formar
derivados butilados de cloruro de metilmercurio y cloruro de etiimercurio, después
separaron las especies por GC (Gas Chromatography) y las analizaron por MPD
(Microwave Induced Plasma Emission Detection) y ECD (Electron Capture Detection).
Sarzanini et al (1994) formaron complejos catidonicos de metilmercurio y etilmercurio
con cisteina en una columna ion cromatografica, después, en é€sta misma, se separaron

y se determinaron por dos sistemas de deteccion: CVAAS (Cold Vapour Atomic
Absorption Spectrometry) y UV (Ultraviolet).

El uso de HPLC (High Performance Liquid Chromatography) para separar especies de
mercurio (metilmercurio, etilmercurio y Hg inorganico) en base a sus diferentes tiempos
de retencion, y utilizando CVAAS para analizar las especies eluidas se cité por Munaf
et al, 1990. Goulden et al (1980) emplearon un sistema automatizado con diferentes
condiciones reductoras para analizar Hg inorganico (EDTA + agua). metiimercurio

(EDTA + SnCl.) y Hg total (CdCl, + SnCl,), y cuantificaron las concentraciones de las
especies al medir la absorbancia de las soluciones.

Los estudios de especiacion de mercurio en aguas naturales describen diferentes
métodos de separacion, adn cuando los métodos de detecciéon utilizados fueron
semejantes a ios empleados en muestras sintéticas.
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Emteborg et al (1993) describieron la determinacién de mercurio inorganico y organico
utilizando una serie de pasos analiticos: preconcentracion, eluciéon, complejacion,
extraccion y la formacion de derivados butilados, que posteriormente fueron separados
por GC y analizados por MPD (Microwave-induced Plasma Emission Detector).
Posteriormente, Emteborg et al (1995) realizaron la determinacion de metilmercurio y
Hg inorganico utilizando la metodologia analitica descrita hace dos anos, con la

diferencia de que el analisis fue aplicado a una muestra acuosa rica en substancias
humicas.

Schintu et al (1989) utilizaron ditizona en cloroformo para extraer las especies de
mercurio en agua, posteriormente se recuperaron por medio de las soluciones de nitrito
de sodio (Hg inorganico) y tiosulfito de sodio (metilmercurio), y finalmente las
concentraciones de las especies en solucién se analizaron por CVAAS después de
haber sido reducidas con una solucion de SnCl>-CdCl.. Minagawa y Takizawa (1980)
utilizaron diferentes condiciones de reducciéon para analizar Hg inorganico (SnCl.) y Hg
total (SnCI>-CdCl:) en e! efluente obtenido de la columna de preconcentracion de la
muestra, y determinaron la concentracion de las especies reducidas por CVAAS. Jian
Wei y Mcleod (1992) emplearon una columna empacada con ailgodén que contenia
grupos suffihidrilo como medio de separacion de metilmercurio del mercurio inorganico;

después de haber sido reducidas las dos especies con SnCl: se analizaron las

concentraciones por AFS (Atomic Fluorescence Spectrometry).

2.4.2 Metodologias analiticas

a) Aplicacién en muestras sintéticas

La especiacion quimica de mercurio en muestras sintéticas fue realizada por Goulden
et al (1980), los cuales emplearon un sistema automatizado con diferentes condiciones
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de reduccion para determinar Hg inorganico, arilmercurio (fenilmercurio) y
alquilmercurio (metilmercurio).

La concentracion de cada una de las especies de Hg en el estudio fue de 0.2 ug/L. La
preservacion de las muestras se realizé agregando acido sulfurico (1%) y dicromato de
potasio (0.05%). Los sistemas analiticos automatizados para ila determinacién de Hg
total y Hg organico e inorganico se muestran en las figuras 2.4.2.1 y 2.4.2.2,
respectivamente. La determinacion de Hg total (figura 2.4.2.1) se inicid con la
digestion de la muestra con K.S:0, (peroxidisuifato de potasio) para convertir todas las
formas de Hg a mercurio inorganico. La muestra digerida se calentdé con hidroxilamina-
cloruro de sodio a 90 °C para obtener el Hg en fase vapor. Después de separar el
liquido, el Hg gaseoso paso a través de un horno de combustion para destruir el

material organico. Finalmente, se midié ia absorbancia del Hg gaseoso después de
eliminar la humedad.

_—

Muestra (0.2 pg/L) ——>» 5 mi/min.
A .IDigestién con calentamiento a ebulliciétq

K2S20, (0.5 M) —>O 0.48 mi/min. Solucion de la

muestra digenda

0.9 mi/min.

NHOH - NacCl
(0.61 M) (5.1M) -—'ﬂ

Bano de calentamiento
as0-°C

| Separador gas-liquido |

Desecho liquido <

[Ho(O)] gas

h 4
ABSORBANCIA Columna de secado Homo de combustion
A=253.7 nm < (H250.) ¢ (destruccion de mat. organica)

Figura 2.4.2.1. Procedimiento analitico autornatizado para analizar el Hg total en
la muestra.

67



El procedimiento para determinar Hg inorganico y organico se muestra en la figura
2.4.2.2. La muestra se mezclo con hidroxilamina-cloruro de sodio, luego se anadio uno
de los reactivos reductores (I, I, Ill ) dependiendo de as condiciones de reduccion
requeridas. El uso de los reactivos |, iI, lll en el estudio de especiacion fue el siguiente:
el reactivo | (EDTA y agua) con hidroxilamina redujo el Hg inorganico a Hg (O). el
reactivo Il (EDTA y SnCl,) redujo el Hg inorganico y compuestos de arilmercurio
(fenilmercurio) a Hg (0O). y el reactivo Il (SnCl, y CdCl;) redujo todas las formas de
mercurio (organico e inorganico) a mercurio elemental. La comparacion de los
resuitados de las tres determinaciones permitic diferenciar las tres especies de

mercurio.

Muestra (0.2 pg/L) _____&
5 mi/min.

bomba
NH,OH - NacCl ___E—’j

(O.61M) (5.1 M) 0.9 mi/min.
bomba

0.48 mi/min.

Reactivo | [EDTA (0.27 M) + H20]
Reactivo Il [EDTA (0.27 M) + SnCl (0.44 M)]
Reactivo Il [CdCI> (0.01 M) + SnCl: (0.44 M)}

Bano de calentamiento a
80 °C.

[Separador gas-liquid&:l
desecho liquido 6——{

1 Homo de combustion |

[Hg(O)] gas

ABSORBANCIA Columna de secado
A=253.7 nm (H2S0.)

Figura 2.4.2.2. Procedimiento analitico automatizado para determinar Hg
inorganico y organico.
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La aplicacion del método analitico automatizado permitio analizar las diferentes
especies de mercurio. Las desviaciones estandares obtenidas en las determinaciones
de Hg total fueron 1.2, 1.9, 2.3 y 5% a las concentraciones de 200, 50, 20 y 10 ng/L de
Hg. respectivamente. El limite de deteccién fue aproximadamente de 1 ng/L de Hg para

las especies inorganica y organica.

Las interferencias del meétodo que se observaron se debieron a materiales organicos
volatiles como benceno, cual fue destruido en el hormo de combustion; sin embargo, la
presencia de altos niveles de cloruro interfirieron en el proceso de oxidacion del
benceno. La metodologia descrita fue posteriormente aplicada a muestras de agua de

lago y de lluvia.

La separacion de las especies butiladas de mercurio se realizé Bulska et al (1991)
aplicando GC (Gas Chromatography) capilar y utilizando dos medios de deteccion:
ECD (Electron-Capture Detection) y MPD (Microwave-lnduced Plasma Emission

Detection).

La investigacion se llevd al cabo con soluciones estandares de cloruro de
metilmercurio (0.1 mg/L) y cloruro de etilmercurio (0.14 mg/L). Las soluciones se
conservaron a 4 °C en la obscuridad. El cloruro de etilmercurio (EtHgCIl) y cloruro de
metilmercurio (MeHgCIl) en tolueno fueron butilados con un reactivo de Grignard
(cloruro de butilmagnesio), después las especies butiladas fueron inyectadas al
sistema GC para separarlas y posteriormente ser determinadas en ECD y MPD. Los

pasos analiticos se muestran en la figura 2.4.2.3.

Las especies butiladas de mercurio fueron adecuadamente separadas y analizadas por
los dos sistemas estudiados. El limite de deteccion para MeHg y EtHg butilado fue 0.8
y 1.3 pg, respectivamente, empleando ambos sistemas de deteccion. Los problemas
que se observaron se relacionaron con los procesos de descomposicidon parcial e
intercambio idnico de las especies en la columna. Posteriormente, el estudio se aplico
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a la determinacion de especies de mercurio en un material referencia de tejido de
pescado.

1 mi Toluenoc
( EtHgQC! + MeHgCI )

Agregar 1 m! de cloruro de butilmagnesio (2.26 M)
en tetrahidrofurano y agitar suavemente. Esperar
J 5 min para completar la reaccion.

Especies butiladas en tolueno

Agregar en gotas 3 mi de H>SO, (0.5 M) y agitar
4 suavemente.

Transferir 1 ml de tolueno
a un vial de vidrio

Secar la muestra agregando Na,S0O, anhidro.

1 uL de muestra

|

:

GC - MIP
.= 253.652 nm

Figura 2.4.2.3. Diagrama analitico para separar y determinar las especies EtHgCl
y MeHgCl.

Sarzanini et al (1994) especiaron Hg en muestras sintéticas al complejar las especies
con cisteina en una columna ion cromatografica y separar en ésta misma las especies
formadas (complejos cisteina-Hg). Los complejos catidnicos cisteina-Hg después de

ser eluidos de la columna fueron determinados por CVAAS (Cold Vapour Atomic

Absorption-Spectrometry) y UV (Ultraviolet - Visible).

Las soluciones de trabajo se prepararon a partir de soluciones estandares “stock” de

metilmercurio, etilmercurio y mercurio inorganico. Las soluciones estandares de
metilmercurio y etilmercurio se diluyeron en metanol, y para Hg inorganico se utilizo

agua. Todas las soluciones se guardaron en refrigeraciéon y en la obscuridad. EI

70



procedimiento para la formacion y separacion de los complejos cisteina-Hg cationicos
se muestra en la figura 2.4.2.4. La muestra se inyectd al flujo del eluyente que la
trasladé a la columna, en la cual se formaron los complejos cationicos de cisteina-Hg y
se separaron por sus diferentes tiempos de retencion. Las fracciones cromatograficas
obtenidas fueron reducidas (tetrahidroborato de sodio) y analizadas por CVAAS y UV.

CVAAS uv
A=253.7 nm 2=210 nm

Deposito de NaBH,
(1 g/l en NaOH 0.1 M)

~—frmmpa de MgClO,

Bomba

mezciador " T
-®

Columna cromatografica idnica HPIC-CS-5

Inyeccion de la muestra (25-100 L) ___.CD

(Hg inorg. + MeHg + EtHg)

4 mi/min

bomba

z

Depdsito del eiuyente
Ac. acético(1mM)-NaClO,(1mM)-Cys(SmM)-NaOH, pH 4

Figura 2.4.2.4. Procedimiento analitico para separar y determinar los complejos
catiornicos cisteina-Hg de Hg tnorgdnico, metilmercurio y etilmercurio.
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En e! estudio se analizd la influencia de la concentracion de cisteina y la composicion
del eluyente (acido acético-perciorato de sodio-cisteina-hidroxido de sodio a pH 4). La
concentracion de cisteina influyd en el comportamiento cromatografico de las especies
de mercurio, principaimente en Hg inorganico; asi, la concentracion optima de cisteina
fue 5.0 mM. La formacion de los complejos cationicos cisteina-Hg fueron dependientes
del pH y de la fuerza idonica del eluyente.

Los tiempos de retencion de las especies en la columna cromatografica fueron 2.6, 3.6
y 6.6 min para metiimercurio, etilmercurio y Hg inorganico, respectivamente. Las
desviaciones relativas fueron para metilmercurio 0.5%, y para etilmercurio y mercurio
inorganico 0.4%. El limite de deteccion en una muestra de 100 ml fue 2, 10 y 4 ng para
mercurio, metilmercurio y etilmercurio, respectivamente. El meétodo estudiado fue

aplicado a una muestra del agua de grifo y se obtuvieron resultados satisfactorios.

Debido a la toxicidad def mercurio, especialmente del metilmercurio, la identificacion de
las especies de este elemento es importante y necesaria. Por tal motivo, Munaf et al
(1990) realizaron un estudio con la finalidad de analizar metilmercurio, etilmercurio y

mercurio (Il) en muestras sintéticas, y posteriormente aplicarlo a muestras de agua
residual.

Las soluciones se prepararon a partir de soluciones estandares stock. La
concentracion de los cloruros de mercurio(il), metilmercurio y etilmercurio fue de 4 ng/L
de Hg en una solucion de acido clorhidrico O.1M.

Et procedimiento (figura 2.4.2.5) inicia con la preconcentracion de las especies en
una columna Develosil-ODS, de aqui se eluyeron con cisteina-acido acético hacia la
columna de separacion STR-ODS-H. Las especies separadas se mezclaron con un
agente oxidante (peroxidisulfato de potasio-sulfato de cobre) para convertir el mercurio
organico en iones mercurio (ll), luego fueron reducidas con SnCL/KOH para

determinarias en la forma Hg(O) por CVAAS (Cold Vapour Atomic Absorption
Spectrometry).
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Muestra 100 ul.

Columna de preconcentracion
Develosil - ODS

i i tanque de argon

Columna de separacion
100 ul/min.

STR-ODS-H

Tubos de reaccion ‘
CE A 'v& L 4

!
mezcliador

Eluyente N
[cisteina (0.04 M)-ac. acético (0.1 M)] 10 plumin GBN—D

Sol. Peroxidisulfato de potasio (2%)-
CuSO, (65 ng/mil) 100 ul/min

Sol. SnClz (2%)/ NaOH (3.4 M)

__J 100 pl/min.
bomba J'
LSeparador gas-iq ]

Hg(O) gas

I Condensador I

agua de desecho

CVAAS
A= 253.7 nm |

Figura 2.4.2.5. Procedimiento esquematizado de cromatografia liquida-CVAAS f
para determinar mercurio (I}, metilmercurio y etilrmercurio. J
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Las condiciones analiticas de concentracion y composicion tanto del agente reductor
como oxidante fueron optimizadas en el estudio. Las especies cioruro de mercurio (i),
cloruro de metilmercurio y cloruro de etiimercurio fueron adecuadamente separadas,
llevandose a cabo la determinacion en un tiempo menor de 16 min. Los tiempos de
retencion obtenidos fueron 3.6, 6.8 y 13.8 minutos para los cloruros de mercurio (i),
metilmercurio y etilmercurio, respectivamente. E|l iimite de deteccion de mercurio fue de

0.1 ng.

Eil analisis de una muestra de agua residual se analizd por el método anteriormente
descrito. Los tiempos de retencion de algunos de los picos en el cromatograma
coincidieron con aquelios obtenidos por soluciones estandares de compuestos de
mercurio, por o que se infirid que en el agua residual se encuentran presentes esas
especies (HgCl,. CH;HgCl y CH,;CH:HgCI).

b) Aplicacion en muestras de agua natural

Schintu et al (1989) analizaron las especies de metilmercurio y Hg inorganico en
muestras de agua superficial (duice). La presencia de las especies de Hg y su toxicidad
que representan para los sistemas acuaticos fue el motivo de la investigacion. La
separacion de las especies metilmercurio y Hg inorganico se realizo por medio de
extracciones selectivas para cada especie, y su deteccion fue en CVAAS (Cold Vapour

Atomic Absorption Spectrometry).

Las muestras de agua fueron extraidas de los rios Ottawa y Gatineau, y del lago Black.
Las muestras se almacenaron en recipientes de polietileno no usados y previamente
lavados con acido diluido. A las muestras se agregé H>SO, preservador y para ajustar
el pH a1 £ 0.2. Las muestras se analizaron en el transcurso de las dos horas después
de la coleccion y siguiendo el procedimiento analitico de la figura 2.4.2.6.
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Muestra —"1 FILTRACION ——p Muestra de 2 L. agua
(pH 1 £ 0.2) en un filtro membrana (Hg inorganico +Hg organico)
de 0.45 pm

EXTRACCION
con 20 mi ditizona (50 ppm)/CCls

Agitar manuaimente por 10 min y
esperar 30 para separar las fases

il
FASE ORGANICA ] | FASE ACUOSA |

(Hg inorg + Hg org)

Agregar S mi de NaNO,; (5%) l

+ 5 ml de la mezcla acida de desecho
HSO, 0.2Ny HCIO.1N.
Agitar 5 min y separar

las fases.
'3 B!

FASE ORGANICA FASE ACUOSA
(Hg organico) (Hg inorganico)
Agregar 10 ml de Naz;S20,
0.005M. agitar S min y separar
ias fases.
[FASE ORGANICA J FASE ACUOSA
l (Hg organico)
desecho Alicuota (10 m! de muestra)
y agregar 2 mi de NH-OH - HCI
al 2% i
b

REDUCCION
10 m! de muestra con S ml de una sol.
SNCiz(50%)-CdCl1(10%)

N2 gas —>]

Hg(O) gas
v

-
AAS l ¢ TRAMPA DE ORO |, TRAMPA DE ORO
2.=253.7 nm T= 500 °C T= 500 °C

Figura 2.4.2.6. Método analitico Kudo/ Schintu (1989} para determinar especies
de Hg (inorgdnico y metilmercurio).
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A 2 L de agua filtrada se le anadié ditizona en cloroformo para extraer las dos formas
de Hg (inorganico y organico), después el Hg inorganico fue re-extraido con una
solucion de nitrito de sodio, mientras que el Hg organico fue recuperado con tiosulffito
de sodio. Las dos formas separadas de Hg fueron reducidas con una solucion de
SnCI,-CdCl. y después de pasar por dos etapas de amaigamacion, fueron
determinadas por AAS (Atomic Absorption Spectrometry).

La aplicacion del método Kudo/Schintu en agua natural resulto ser adecuado para
separar las especies de Hg inorganico y metilmercurio. El Hg inorganico recuperado
fue de 95 a 100%, mientras que para metilmercurio fue de 90 a 100%. La
concentracion de Hg total en las muestras de agua estudiadas fue de 3.5 a 11.4 ng/L.
El porcentaje de metilmercurio con respecto al Hg total fue de 30% en los dos tipos de
agua. Las dos etapas de amalgamacion con oro permitié separar el mercurio vapor de

las substancias interferentes (iones metalicos-ditizona). El limite de deteccion fue de
0.1 ng/L de mercurio.

E! estudio que realizaron Emteborg et al (1993) tuvo como objetivo desarrollar un
método para determinar especies de mercurio en agua natural. Las especies de Hg
inorganico y organico (metilmercurio y etilmercurio) se determinaron mediante una
serie de pasos analiticos: preconcentracion en una minicolumna (resina
ditiocarbamato), elucion de la columna con tiourea acida, extraccion de |a fase acuosa
con tolueno, derivatizacion con un reactivo de Grignard (compuestos butilados),

separacion y determinacion por GC-MPD (Gas Chromotography-Microwave-induced
Plasma Emission Detector).

La muestra de agua marina se obtuvo de la superficie de la costa de Brighton (Suecia).
la muestra de agua potable se obtuvo del grifo de! laboratorio y otra muestra se obtuvo
de! agua de un pantano. Las muestras acuosas se almacenaron en recipientes de
polisulfona o de PTFE (politetrafluoroetileno) previamente lavados con una solucion

acida. Ningin agente se agregd para preservar las muestras. Los diferentes pasos
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analiticos que se siguieron para analizar las especies de Hg se muestran en la figura
2.4.2.7.

En la metodologia de separacion y analisis de la figura 2.4.2.7 se usaron aguas
naturales dosificando etilmercurio, metilmercurio y Hg inorganico; cada especie en un
intervalo de concentracion de 8 a 20 ng/L. La recuperacion de las tres especies
agregadas al agua natural no fue cuantitativa, ya que aproximadamente el 10% de
cada una de las especies de Hg se perdido en los pasos de extraccion y derivatizacion.
La recuperacion de metilmercurio fue de 92.0, 89.5 y 4.5% en agua potable, marina y
de pantano, respectivamente. En el caso de Hg inorganico |a recuperacion fue de 91.9,
95.4 y 11% en agua potable, marina y de pantano, respectivamente. El etilmercurio
recuperado fue de 94.5 y 94.4% en agua potable y marina, respectivamente, y la
recuperacion en agua de pantano no fue detectable. La baja recuperacion de ias tres

especies en agua de pantano se debid a la gran cantidad de substancias humicas.

El limite de deteccion de MPD para metilmercurio y etiimercurio dependié de la
cantidad de muestra y del volumen de inyeccion. El limite de deteccion fue de 0.05 ng/L

para metilmercurio y etilmercurio, mientras que para Hg inorganico fue de 0.15 ng/L.

Autores como Jian Wei y Mcleod (1992) realizaron |a determinacion de mercurio
inorganico y metilmercurio en muestras de agua natural, empleando como medio de
separacion una microcolumna que contenia un algodéon con grupos suffihidrilo. Los

analisis se realizaron por AFS (Atomic Fluorescence Spectrometry).

Las muestras acuosas de rio se almacenaron en recipientes de polipropileno, se
filtraron, y el filtrado obtenido se guardé en frascos de vidrio volumétricos que
contenian 1 mil de acido clorhidrico concentrado. La muestra antes de analizarse se le

ajusto el pH a 3. E!l tiempo entre la coleccion y analisis de |la muestra no fue mayor de 4
horas.
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MINICOLUMNA DE

8 mi/min.
Muestra (200 - 500 ml) —& I Resina ditiocarbamato l

bomba PRECONCENTRACION

ELUCION
con 0.9 ml de solucion de tiourea acida

EFLUENTE
1) Agregar 60 uL de NaOH y 1 mi de |la sol. amortiguadora
de borato a pH 9.
2) Agregar 0.5 ml de DDTC 3.5 M y agitar por t=2 min con
agitacion magnética.
3) Afiadir 0.5 mi de tolueno y agitar por S min manualmente

Esperar 5 min para separar las fases

+ 13
FASE ORGANICA [ FASE ACUOSA ]
(complejos DDTC-HQ)

f desecho

Extraer 0.4 ml de tolueno
1) Colocar en hielo
2) Agregar 200 ul de cloruro de
butiimagnesio 2.24 M en tetrahidrofurano
3) Agitar suavemente por S min.
COMPUESTOS BUTILADOS

l Agregar 600 ml de HCI 0.6 M

CENTRIFUGACION
500 rev/min, t=10 min.

l Muestra de 2 a 40 ul de la fase org. (tolueno)

GC - MIP
A= 253.7 nm

Figura 2.4.2.7. Especiacion de Hg por Emteborg et al, 1993.
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Et diagrama del sistema FI-CV-AFS (Flow injection-Cold Vapour-Atomic- Fluorescence
Spectrometry) empleado se muestra en la figura 2.4.2.8. La muestra que contiene las
dos especies de Hg (metilmercurio y Hg inorganico) pasa a través de la columna,
donde se retiene y concentra el metiimercurio; el Hg inorganico pasa sin retencion y
después se reduce con cloruro de estano (M) (SnCl;) para ser determinado por AFS.
Despueés de analizar el Hg inorganico. el metiimercurio es desorbido de la columna con
HCi, luego oxidado con Br/BrO’>; y. finaimente es reducido con SnCl: para ser
analizado por AFS.

1.5 ml/ min

HCI 0.01 M

COLUMNA DE SEPARACION

algodon sulfihidrado

[coLumna
(MeHg)

Sol. SnCly
(3% en HCI al 15%)

1.5 mi/min

Sol. Br/BrO
(0.5% KBr +
0.14% KBrO,)

Sol. SnCl;

I(a% en HC1 al 15%) ESYE TESIS RO DENE
MM Be 1A

Figura 2.4.2.8. Diagrama del sistema FI-CV-AFS para analizar mercurio
inorgdanico y metilmercurio.
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Con el propdsito de estudiar la afinidad de las especies de mercurio por los grupos
sulfihidrilo en ia columna, se inyectaron soluciones sintéticas estandares y se verifico la
fluorescencia en funcion del tiempo. La respuesta de las curvas de fluorescencia
obtenidas indicaron que Hg inorganico no fue retenido en la columna. ya que se
observé una senal inmediata a la inyeccion de la muestra correspondiente a esta
especie; mientras que la senal de metilmercurio no se observé hasta después del

proceso de desorcion.

En el estudio, se optimizaron los parametros experimentales como pH de la muestra y
volumen del eluyente (HCI). EI analisis de las muestras de rio revelaron bajas
concentraciones de metilmercurio (0.006-0.017 ug Hg/L). El limite de deteccion para

metilmercurio fue 6 ng/L.

La posibilidad de interferencia de otros iones en la retencion de metilmercurio en la
columna se estudié con muestras de agua de grifo a las cuales se agregaron
soluciones estandares de metiimercurio (2.0 ng Hg/L). Se concluyé que |la existencia de
iones metalicos (por ejemplo Cr. As. Pb) no interfiere con |a retenciéon de metilmercurio
en la columna y con el resto del método.

Minagawa y Takizawa (1980) desarrollaron una metodoliogia analitica para determinar
mercurio en la forma organica e inorganica. La metodologia se basé en Ia
preconcentracion de las especies con una resina quelatante, y después de los
procesos de elucion y reduccion selectiva, fueron analizadas por CVAAS (Cold Vapour-

Atomic Absorption Spectrometry).

El estudio se realizo con muestras de agua natural. Las muestras de agua de rio y lago
se muestrearon en recipientes de polietileno de alta densidad; la muestra final se tomo
después de enjuagar tres veces los recipientes con la muestra de agua. Para preservar
ias muestras se agregé HAuCL (ac. tetracloroaurico) y acido nitrico concentrado para
ajustar el pH a 2. Los recipientes se lavaron con acido nitrico (1+9) y se enjuagaron

con agua destilada-desionizada antes de ser utilizados.
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E1 procedimiento analitico esquematizado se muestra en la figura 2.4.2.9. La muestra
pasd a través de la columna que contiene la resina quelatante para concentrar las
especies, luego las dos especies son eluidas de ila columna con una solucidn de
tiourea acida. ElI Hg inorganico y total fueron determinados separadamente en
alicuotas de 10 m! del efluente obtenido. La determinacion de mercurio inorganico se

realizé al reducir la especie a Hg(0O) con SNCL/KOH y determinandose por CVAAS.

COLUMNA DE PRECONCENTRACION

Recipiente con | O N » ;
20 L de muestra ——‘L\:’O mi/min . :
Resina quelatante | Sumicheiate Q-10
bomba

ELUCION
con 30 ml de tiourea acida al 5%

EFLUENTE
({Hg total e inorganico)

Hg inorgdnico Hg organico

Alicuota 10 mi Alicuota 10 mi

Vaso de reaccion Vaso de reaccion

Agregar 10 mi de KOH al 30 % (p/v) y Agregar 2 ml de una sol. de
2 mi de una sol. SnCl; (10% piv), SnCI2(10% piv)-CdClx (1% piv
agitar manualmente por 30 segs. y agitar por 30 segs.
Hg (O) Hg (O)
CVAAS
=263.7 nm

Figura 2.4.2.9. Procedirmiento analitico para determinar Hg inorganico y Flg total
por Minagawa y Takizawa, 1980.
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La determinacion de mercurio total se realizé de igual manera, excepto que el agente
reductor fue una mezcla de SnCl-CdCl.. El mercurio organico (metilmercurio) se
estimo por la diferencia de mercurio total y mercurio inorganico.

Los resultados mostraron que el intervalo de concentraciones de mercurio inorganico,
organico (metilmercurio) y total fue de 6.5-9.0, 5.5-12.1 y 12.4-21.1 ng/L,
respectivamente. El mercurio inorganico con respecto al total fue de 35 al 60%. E!
intervalo en concentracion de mercurio encontrado fue de 0.2 a 5,000 ng/L (partes por

trillén) para una muestra de 20 litros.

Se analizé la interferencia de iones, amino acidos y agentes quelatantes en los
procesos de adsorcion, desorciéon y reduccion. La presencia de cr”, Mgz'. Na’, K°,
Ca®, Ni**, Cu?", Pb®", Cd*", Au®", Fe™, AP’", Zn*", PO,>, CI. CO,™, NO;, SO.°, silicato,
cisteina y acido humico, a una concentraciéon no mayor de 1000 g de cada uno, no

interfirio en la determinacion de 0.1 j1g de metilmercurio.

El desarrolio de una nueva metodologia para determinar metilmercurio y Hg inorganico
en agua natural rica en substancias huimicas fue citada por Emteborg et al, 1995. Las
especies de Hg fueron determinadas siguiendo una serie de pasos analiticos y por
ultimo ser analizadas por GC-MIP-AES (Gas Chromatography-Microwave Induced
Plasma-Atomic Emission Spectrometry). El analisis de Hg total se realizé por CV-

ETAAS (Cold Vapour-Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry).

Los contenedores de Jlas muestras y de los reactivos fueron de PTFE
(politetrafluoroetileno). Las muestras que se utilizaron para la determinacion de Hg
total fueron almacenadas en recipientes de polisulfona, y se preservaron con 5 ml de
acido nitrico concentrado y 5 ml de una solucion de dicromato de potasio al 1%. Todo
el material utilizado fue lavado con acido nitrico y agua desionizada. Las muestras
acuosas se obtuvieron de diversos medios. La muestra de agua potable se obtuvo del
grifo del laboratorio, otra muestra se obtuvo de la parte inferior de la superficie de un
riachuelo y una muestra del desagie de un pantano.
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Con el proposito de evaluar 1a recuperacion de las especies de Hg en el agua natural,
se agregaron 5 ng/L de metilmercurio y 25 ng/L. de Hg inorganico a cada una de las
diferentes muestras de agua que fueron analizadas de acuerdo al procedimiento de |a
Sfigura 2.4.2.10. Iniciaimente las muestras fueron preconcentradas por medio de los
métodos de columna y “batch”. El primer método preconcentré la muestra en una
columna empacada con resina ditiocarbamato y se eluyd con tiourea acida. El segundo
meétodo puso en contacto la muestra de agua y resina ditiocarbamato en un medio con
agitacion, posteriormente la resina se filtro y empacd en una columna, donde las
especies fueron eluidas con tiourea acida.

Las especies en solucion de tiourea acida de los dos métodos se trataron de forma
similar. Las especies en solucion fueron complejadas con DDTC (dietilditiocarbamato)
a pH 9, luego se extrajeron los complejos DDTC-Hg en tolueno para, posteriormente,
obtener derivados butilados por medio de un reactivo de Grignard. Las especies
butiladas en tolueno fueron analizadas por GC-MIP-AES.

El contenido de DOC (dissolved organic carbon), que consistid principalmente en los

acidos fulvico y humico influyd en la recuperacion de las dos especies de Hg
agregadas. La recuperacion de Hg inorganico fue generalmente baja con respecto a la
de metilmercurio al aumentar la cantidad de DOC. En los diferentes tipos de agua. la
recuperacidon en porcentaje de metiimercurio y Hg inorganico se hallé dentro del

intervalo de 45 a 82%. La recuperacion de metilmercurio fue 82.6 +* 56% a una
concentracion de DOC de 44 mg/L. para mercurio inorganico fue 45.8 + 3.3% a una

concentracion de DOC de 12 mg/L. ambos estimados en agua potable.

Los limites de deteccidon para metilmercurio y mercurio inorganico fueron de 0.04 y 0.28
ng/L., respectivamente. La presencia de substancias humicas en el extracto final del
método analitico causaron interferencias en las sefales del espectro.
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Método columna Método batch

Muestra (200 -500 ml) A una muestra de agua se e agregan
230 g de resina ditiocarbamato
Minicolumna de

8 mi/mi
Resina ditiocarbamato Colocar en agitacion de
8a22hrs
preconcentracion
FILTRACION
Proceso de elucion con filtro mili ode S5 um
0.9 mi de tiourea acida
resina (MeHg y Hg solucion
inorg. complejado)
la resina se empaca
en una columna
EFLUENTE <« “«— inyeccion de 0.9 mi
de tiourea acida.
1) Agregar 110 pt de NaOH 1 M por mli de tiourea
2) Agregar 1 ml del buffer borato a pH 9
3) Agregar 1t ml de DDTC OS5 M
4) Agregar 0.5 ml de tolueno y agitar 10 min.
Separar 0.4 mi de tolueno
(compiejos DDTC-Hg)
1) Colocar 1os 0.4 ml en un tubo sumergido en baio de hielo
2) Agregar 200 uL de ctoruro de butilmagnesio 2.24 M en tetrahidrofurano
3) Agitar suavemente y agregar 300 puL. de HCI1 0.6 M
A
CENTRIFUGACION
a 500 rpm S min
lFASE ACUOSA1 FASE ORGANICA GC-MIP-AES
(MeHg y Hg inorg butilados) f—————*] 3=253.7 nm
l <13 plL
desecho

Figura 2.4.2.10. Diagrama analitico para determinar metilmercurio y Hg
inorgadanico en agua natural enriquecida con substancias humicas.
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¢) Aplicacion en liquenes, suelo, sedimentos, muestras marinas Yy en varios

medios (sangre, pescado, grano, cabello, leche, orina)

Lupsina et al (1992) realizaron un estudio de especiacion de mercurio en liquenes
hypogymnia physodes, ya que estos son considerados como bioindicadores de la
contaminacion del aire en Europa. El estudio permitio analizar el contenido de Hg total

y metiimercurio en liquenes, y Hg total gaseoso en el aire.

El contenido de Hg total en muestras de liquen se determind por amalgamacion de oro
en CVAAS (Cold Vapour Atomic Absorption Spectrometry) después de una
descomposicion acida a presion. La determinacion de metilmercurio se realizé por
CVAAS después de hacer una separacion por intercambio ionico. EI Hg total gaseoso
se muestred en una trampa de oro y se determind por dobie amalgamacion de oro y
CVAAS. La cantidad de Hg en los liquenes y en el aire varid de acuerdo al area de
muestreo. El contenido maximo de Hg total fue de 188.2 nug/g y 550 ng/m’ para
liquenes y aire, respectivamente. El contenido de metiimercurio en liquenes
correspondid a un porcentaje menor de 3.7% con respecto al total. El limite de
deteccion en el sistema CVAAS fue de 0.1 ng.

La especiacion de Hg en suelos obtenidos de sitios industriales en Alemania (depdsito
de cloruro de feniimercurio; plantas de acetaidehido, fungicidas y alcalis clorados) y
Siovenia (zona minera) se realizé por Hintelmann et al, 1995. En el estudio se
determiné Hg®', metilmercurio. etilmercurio, metoxietilmercurio y fenilmercurio en el
suelo procedente de las zonas industriales y en el sedimento de un rio cercano a estas

zonas.

La determinacion de Hg total se realizd digiriendo 1a muestra solida (suelo o
sedimento) con una solucion acida bajo calentamiento y determinando la concentracion
en CVAAS. Las especies de mercurio organicas fueron extraidas de la muestra sdlida
con ditizona/cloroformo, seguida de una re-extraccion con una solucion de tiosulfato de
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sodio y. por ultimo, se realizé la separacion de las especies de Hg organico en HPLC
(High Performance Liquid Chromatography). Las concentraciones de las especies de
Hg organico se evaluaron por medio de CVAFS (Cold Vapour Atomic Fluorescence
Spectrometry) después de haber sido reducidas a Hg (O). La investigacion mostro que
en las zonas industriales de estudio existe una contaminacién de diferentes
compuestos organicos de Hg: dependiendo del tipo de muestra de suelo se
encontraron las diferentes especies de Hg. E! limite de detecciéon del método fue 0.1 pg
de Hg/kg (base secon).

La determinacion de especies de mercurio organico en suelo se realizé Hempel et al,
1992. Los autores empiearon HPLC (High Performance Liquid Chromatography)
inversa para separar las especies de Hg de acuerdo a su tiempo de retencién y

analizaron las fracciones obtenidas por UV (Ultraviolet).

El suelo fue “marcado™ con 1 ml de una sclucion “cocktail” que contenia cuatro
diferentes organomercuriales (metilmercurio, metoxietiimercurio, etilmercurio vy
etoxietiimercurio; cada especie a concentracion de 1 mg/L). La muestra de suelo
“marcada” se mezclé con 10 mi de un agente lixiviante a probar, después de 2 hrs. de
agitacion, sedimentacion y filtracion. el sobrenadante obtenido se sometid a un proceso
de extraccion con tolueno, después a una re-extraccion con tiosulfito de sodio, y por
ultimo la solucidn obtenida se inyecté al sistema de HPLC-UV.

LLa separacion de los compuestos organicos de Hg dependio del tiempo de retencion,
del gradiente de elucion y pH. La separacion fue posible utilizando una fase movil de
metanol-agua a pH = 5. Las especies de Hg fueron extraidas del suelo con diferentes
agentes lixiviantes, resultando que los mas convenientes fueron agua y acetato de
amonio para extraer metilmercurio, etilmercurio, metoxietitmercurio y etoxietilmercurio.
En cromatografia los limites de deteccion para los compuestos de Hg variaron en el

intervalo de 7.0 a 95.1 ng/L, para un volumen de inyeccién de 25 L.
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Madrid et al (1995) emplearon la biomasa de levadura de pan como medio de

separacion de metilmercurio y Hg"' inorganico. Las determinaciones de las dos
especies de Hg se realizaron por CVAAS. La levadura en solucidén se puso en contacto
con 2.5 ug de Hg”" y 5.0 ng de CHsHg" a pH 7. 37 °C y 30 minutos de incubacion.
Después de centrifugar, el sobrenadante [Hg(ll)] y la levadura centrifugada (CHi;Hg")

se diluyeron con agua desionizada y se analizaron por CVAAS.

Eil porcentaje de metilmercurio acumulado en la levadura fue de 100% y no afecto la
variacion del pH, temperatura, tiempo de incubacion, cantidad de biomasa y analito, y
presencia de iones foraneos. La metodologia en condiciones dptimas se aplicé a agua
de grifo. mar, rio e irrigaciéon, resuitando que la recuperacion de Hg>" y metilmercurio

en las muestras analizadas fluctud en un intervalo de 90 a 100%.

La técnica analitica de CE (Capillary Electrophoresis) la aplicaron Medina et al (1993)

para separar complejos de organomercurio-cisteina en una solucién estandar. Las

especies estudiadas fueron etilmercurio, metilmercurio, fenilmercurio y Hg™". En un
capilar de electroforesis se inyectd una muestra de 27 nL que contenia los cuatro
complejos organomercurio-cisteina. En la presencia de un amortiguador de borato a pH
8.35 se aplicd un potencial de 15 kv para llevar a cabo la separacion de las especies.

La separacion de cada especie se realizdo en 12 minutos y las concentraciones fueron

analizadas por UV (Ultraviolet).

E!l orden de ejucion de las especies en CE fue: etilmercurio, metilmercurio,

fenilmercurio y Hg”". El limite de deteccion del mercurio por éste método fue de 10 pg a

tas condiciones descritas.

Cappon y Smith (1977) informaron un meétodo analitico para analizar mercurio

inorganico y organomercuriales en una variedad de medios: sangre, grano, pescado,

cabello, leche, sedimento, tejido suave, orina y agua. La muestra integra o

anteriormente tratada (digestion alcalina y homogeneizados acuosos) se sometio a una

extraccion con benceno para aislar los organomercuriales (metilmercurio, etilmercurio ,
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fenilmercurio) del Hg inorganico. Los organomercuriales en fase organica se
sometieron a un proceso de limpieza con una solucién de tiosuilfato de sodio y se re-
extrajeron en benceno, donde se agregé bromuro de cobre para formar derivados de
bromuro y, finalmente ser determinados por GC-LSS (Gas Chromatography-Liquid
Scintillation Spectrometry). El Hg inorganico en la fase acuosa de la primera extraccion
se hizo reaccionar con tetrametilestafio para formar metilmercurio, que se extrajo en
benceno y se analizo por GC-LSS.

Los organomercuriales recuperados variaron entre el limite 80 y 90%, mientras que el
Hg inorganico recuperado oscild entre 75 y 90%. El limite detectable de bromuro de
organomercurio fue de 0.02 ng/10 ul (2 ppb). que expresado como mercurio fue de
1.36, 1.30 y 1.12 ppb de metilmercurio, etiimercurio y fenilmercurio, respectivamente.
En el caso de Hg inorganico fue de 0.85 ppb.

2.4.3 Analisis de las metodologias analiticas de Hg

Las especies de mercurio estudiadas en los dos tipos de agua fueron inorganicas (Hg
inorganico) y organicas (etilmercurio. metilmercurio, fenilmercurio), asi como también
se determind el mercurio total. Las metodologias analiticas generalmente no

determinan todas las especies, si no que realizan determinaciones que les permiten
obtener la faltante por diferencia.

Los estudios realizados en la determinacion de mercurio con muestras sintéticas
consideraron concentraciones de mg/L, ng/L y ng/L. Existen diferencias en la forma de
conservar las muestras, Goulden et al (1980) anadieron acido sulfurico al 1%-
dicromato de potasio al 0.5 %, mientras que Buiska et al (1981) y Sarzanini et al

(1994) conservaron sus muestras en refrigeracion y en la obscuridad.
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Las metodologias analiticas aplicadas a agua natural consideraron muestras acuosas
de rio, lago. pantano, potable (grifo) y de mar. La preservacion y almacenamiento de
las muestras acuosas naturales se realizd, generalmente, afadiendo acido y
almacenandolas en recipientes de polietileno, polipropileno, polisufona o PTFE
(politetrafluoroetileno) previamente lavados con acido diluido y enjuagados con agua
destilada, desionizada o ambas. Schintu et al (1989) preservaron muestras de agua de
rio y lago anadiendo acido sulfurico a pH 1% 2 y analizaron las muestras en el
transcurso de los dos dias de la coleccidon. Jian Wei y Mcleod (1992) afadieron 1 ml de
HCI concentrado a muestras de agua de rio, y el tiempo entre la coleccion y analisis no
fue mayor de 4 hrs. Minagawa y Takizawa (1980) afladieron al agua de lago y rio HNO;
para ajustar el pH a 2, luego agregaron 1 mg de HAuCI, (acido tetracloroaurico) como
preservador y el analisis de las muestras lo realizaron en la semana de la coleccidn.
Emteborg et al (1995) preservaron muestras de agua potable (grifo). rio y desaglie de

un pantano con HNOj; concentrado y con solucion de dicromato de potasio al 1%.

Ahmed y Stoeppler (1987) estudiaron la estabilidad de mercurio (I1) y metilmercurio en
muestras de agua marina. El estudio se realizo agregando acido nitrico o clorhidrico al
2% (viv) vy a pH 4.0, 6.0, 8.0 y 10. A Las muestras se les afadido mercurio (I1) y
metilmercurio a una concentracion de ng/L. Las muestras "marcadas” se guardaron en
la obscuridad por un periodo total de 3 meses y fueron analizadas a intervalos de
tiempo definidos por CVAAS. Se informé que metilmercurio fue mas estable a pH 10 y
en presencia de HCI, mientras que mercurio (I1) en presencia de acido nitrico y a los

niveles de pH estudiados, no se halld pérdida significativa de la especie.

El método de deteccion mas utilizado para el analisis de mercurio en los dos tipos de
agua fue CVAAS, aunque también destacd la deteccion por MPD. Los sistemas de
analisis menos comunes fueron ECD, UV y AFS. lLLos limites de detecciéon de las
técnicas analiticas aplicadas a muestras sintéticas y naturales fueron en su mayoria de
ng/L. Bulska et al (1991) obtuvieron el limite de deteccidon mas pequeno, que fue de
pg/L para las especies analizadas en MIP y ECD.
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Las interferencias para cada estudio fueron diferentes, Goulden et al (1980) notificaron
interferencias debido a materia volatil organica (benceno) que absorbe la radiacion de
253.7 nm de mercurio. Emteborg et al (1995) observaron interferencias en las sefiales
espectrales debido a presencia de substancias humicas (ac. fadlvico y humico)
presentes en el extracto organico analizado. Bulska et al (1991) notificaron problemas
analiticos respecto a procesos de descomposicion parcial e intercambio ionico de las

especies en la columna.

Los estudios realizados con muestras sintéticas, en su mayoria, evaluaron la

metodologia con muestras de agua residual, rio, lago, lluvia y grifo.

2.5 Especilacion de plomo

El plomo se encuentra en la naturaleza en muy bajas concentraciones y ocupa el 36°
lugar de los elementos en la corteza terrestre (Merian, 1991). El plomo y sus
compuestos se encuentran en todo el medio ambiente, por ejemplo, en plantas y
animales usados como alimento, aire, agua potable, rios. lagos. océanos, polvo y suelo

(Pb ATSDR, 1990).

Los minerales de plomo mas importantes son sulfuro de plomo (PbS), 6xido de plomo
(PbO.), carbonato de plomo (PbCO,;) y sufato de plomo (PbSO.,). El suilfuro de plomo
se encuentra en depodsitos que contienen minerales de zinc y pequefnas cantidades de
cobre, hierro y una variedad de elementos en traza (Friberg er al, 1990).

La cantidad de plomo en el medio ambiente (agua, suelo y aire) es variable. EI
contenido de Pb en agua superficial (rio, lago) es de 1.0 a 30 ug/L, en agua potabile de
1.0 a 40 ug/L, en suelo de 5.0 a 40 .g/g (pPeso seco) y en aire es < 0.2 ng/cm® (Merian,
1991). La concentracion de plomo en la profundidad del océano es cerca de 0.01-0.02
ug/L. en la parte superficial es aproximadamente de 0.3 ug/L (Friberg et al, 1990).
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El plomo pertenece al grupo 14 de la tabla periddica y presenta los estados de
oxidacion de 0, +2 y +4. El Pb" existe solamente en condiciones extremadamente
oxidantes no usualmente encontradas en las condiciones de pH y redox del medio
ambiente (Bodek et al, 1988). Sin embargo, €sta especie forma e! tetraetilplomo y
tetrametilplomo que son los compuestos organicos de Pb mas importantes (Friberg et
al, 1990).

El Pb?* forma complejos con ligandos inorganicos (OH', CO”,, CI) y organicos (acidos
falvicos y humicos) presentes en sistemas acuaticos (Bodek et al, 1988). En sistemas
de agua natural las especies presentes de Pb(ll) dependen de las condiciones redox y
pH. La figura A1-5 (anexo 1) muestra las zonas de dominio para cada especie

dependiendo de las condiciones de pH y E (potencial de éxido-reduccion).

La presencia de altas concentraciones de plomo en el ambiente se debe a fuentes
antropogénicas. Las principales son la industria de acumuladores (60%), produccion de
compuestos organicos (tetraetilplomo) e inorganicos (14%), manufactura de pigmentos

para pintura (6.6%) y semimanufacturas (ceramicas) (Pradyot, 1992).

El plomo se ha considerado un elemento completamente toxico para los seres vivos
incluyendo al hombre. El ser humano puede exponerse al Pb a través del agua, aire o
comida, donde implicitamente se encuentran el vino, whisky ilicito, pinturas y cigarro
(Friberg et al, 1990). La toxicidad del Pb hacia el humano se debe a la afinidad de!
metal por los grupos sulfihidrilos (-SH) que se encuentran en muchas enzimas: por
ejemplo, inhibe enzimaticamente la dehidratasa acida &-aminolevulinica que es
requerida para la sintesis del grupo hemo (complejo Fe(ll)-porfirin en hemoglobina y
citocromo) (Pradyot, 1992). El Pb puede causar efectos cronicos en el sistema renal y
nervioso, ademas de danos en el higado y tracto intestinal (Friberg et al, 1990). El

plomo todavia no se ha calificado como un elemento cancerigeno (Pb ATSDR, 1990).

Debido a que el Pb representa un riesgo para la salud, se establecieron normas de
calidad de agua para consumo humano. La NOM-127-SSA1-1994 establece que el
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limite permisible de plomo en el agua sea 0.025 mg/L, mientras que la Comision

Nacional del Agua (CNA, 1994) establecio como limite maximo 0.05 mg/L de plomo.

A causa de la importancia ambiental y toxicologica de las especies de plomo, en los
ultimos anos se han desarrollado estudios para determinar la concentracion y especies

quimicas de Pb presentes en muestras de agua, aire y suelo.

2.5.1 Principilos y métodos

A continuacion se citan los estudios revisados sobre la especiacion de plomo en

muestras de agua sintética y natural. A consecuencia de que la especiacion de plomo
en muestras de aire es relevante, en la parte final se citan brevemente estudios

aplicados a este tipo de muestras.

Las metodologias analiticas se desarrollaron con el objetivo de determinar

principalmente especies organicas de plomo y con menor interés en el plomo
inorganico. Las especies organicas comprendieron compuestos alquilplomo en la forma

de etilos y metilos con Pb**, mientras que el plomo inorganico se determiné en la forma
Pb".

A diferencia de los elementos citados con anterioridad, la especiacion de plomo se
realizé sin variedad de metodologias analiticas. En general, las especies de plomo se
analizaron por GC-AAS (Gas Chromatography-Atomic Absorption Spectrometry)

después de similares procesos de extraccion, concentracion y formacion de derivados.

Autores como Radojevic et al (1986), Chau et al (1983) y Chakraborti et al (1984)
aplicaron un meétodo similar para el analisis de las especies de Pb en muestras
sintéticas. El procedimiento consistiéo en la complejacion de las especies con NaDDTC

(dietilditiocarbamato de sodio), la extraccion de los complejos con un disolvente
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organico para formar insitu un derivado alquilado con un reactivo de Grignard, y por
ultimo el analisis en GC-AAS. Similarmente, Forsyth y Marshall (1983) analizaron las
especies de Pb por complejacion con ditizona, extraccion en una fase organica para

fenilar las especies y analizarlas por GC-ECD (Gas Chromatography-Electron Capture
Detection).

A diferencia de los anteriores, Rapsomanikis et al (1986) etilaron las especies de Pb
con NaBEt, (tetraetilborato de sodio) y bajo ésta forma fueron analizadas por GC-AAS.
Naghmush et al (1995) emplearon un meétodo diferente, extrajeron y concentraron las
especies de plomo en un sdélido empacado en una columna cromatografica. Las

especies fueron eluidas de la columna cromatografica con diferentes soluciones que se
analizaron posteriormente con AAS,

La especiacion de Pb en muestras de agua natural se realizo aplicando una

metodologia de analisis parecida a aquellas utilizadas para muestras sintéticas. Van
Cleuvenbergen et al (1986) y Chakraborti et al (1989) emplearon la misma
metodologia de analisis para especiar Pb inorganico y organico. Los autores citados
complejaron el Pb organico con NaDDTC y extrajeron los complejos Pb-DDTC en
pentano para formar insitu derivados butilados con cloruro de n-butilmagnesio. Los
derivados butilados se extrajeron en nonano para analizarlos por GC-AAS. La misma
metodologia de analisis fue empleada por Lobinski y Adams (1992), con la excepcion

de! sistema de deteccion que fue por MIP-AES (Microwave induced Plasma-Atomic
Emission Spectrometry).

Mikac y Branica (1992) describen un meétodo analitico diferente para determinar las
especies organicas de Pb en agua. Los compuestos alquilplomo se extrajeron en
hexano como complejos dietilditiocarbamatos y re-extraidos en una fase acuosa acida,

a partir de ésta se purificaron y se analizaron por DPASV (Differential Pulse Anodic
Stripping Voitammetry).
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2.5.2 Metodologias analiticas
a) Aplicaciéon en rmuestras sintéticas

La determinacion de plomo y iones metilplomo en muestras sintéticas se realizé por

Rapsomanikis et al, 1986. Las especies fueron analizadas por GC-AAS (Atomic

Absorption Spectrometry) después de un proceso de etilacion con tetraetilborato de

sodio.

Las soluciones estandares (Pb?’, Me,PbCl, Me.PbCl,) se prepararon a una
concentracion de 100 ug/ml como Pb, y fueron preparadas al dia y almacenadas en

frascos obscuros a una temperatura de 4 °C. El sistema de especiacion se muestra en

la igura 2.5.2.1.

He gas. =102 ml/min

Trampa de especiacion a - 190 °C
(N21iq)

¥

inyeccion de
3 ml de NaBEt,

Trampa para H:O a - 78 °C
(hielo seco-acetona)

-
Homo de cuarzo J

T=950°C

50 m! de muestra

A4
AAS
A= 217 nm

Figura 2.5.2. 1. Sistema analitico para determinar plomo, trimetilplomo y
dimetilplormo como derivados etilados.
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A la muestra que contenia las especies de Pb (Me;Pb:'. Me,Pb” 0 ambos) se le inyecto
3 ml de tetraetilborato de sodio (NaBEWL) al 0.43% (p/v) y se agité manualmente por 15
minutos. Las especies etiladas gaseosas fueron transportadas por He gas a una
trampa para agua y luego hacia la trampa de especiacion. Los compuestos fueron
retenidos en la trampa criogénica que contenia como relleno cromatografico 5.2 g de
SP-2100 al 10%. Después de la remocidon del N: liquido, la desorcion de los
compuestos se realizé al calentar ia columna de -190 °C a 60 °C en intervalos de S
minutos aplicando 15 V. Los compuestos organoplomo volatiles fueron analizados por

AAS.

Los cromatogramas obtenidos mostraron que las especies fueron separadas
adecuadamente y que la sensibilidad del método fue excelente. Los tiempos de
retencidéon fueron 2.74 min para Me,Pb, 3.46 min para Me,EtPb, 4.27 min para
Me:Et-Pb, 5.37 min para MeEt,;Pb y 7.93 min para EuLPb. Los limites de deteccidn a
partir de una muestra de 50 mi fueron 8.7 pg (0.18 pg/ml) de Me,Pb” y 10.5 pg (0.21
pg/ml) de Me.Pb~". La recuperacién de un mezcia de estandares de metilplomo fue de
87 + 4% de MesPb" y 72 + 8% de Me.Pb?". En el estudio no se observaron reacciones
de transferencia de grupos alquilo. Los autores mencionaron que la metodologia es

inapropiada para analizar una mezcla de especies idonicas de metiletilplomo.

Radojevic et al (1986) realizaron un estudio sobre especies idnicas de alquilplomo y
tetraalquiiplomo en muestras sintéticas, ya que éstas especies se han incrementado en
el medio ambiente como resuitado del uso de tetraetiiplomo en aditivos para gasolina.
Las especies idnicas de trialquilplomo y dialquilplomo fueron determinadas utilizando
una metodologia de propilacidon en fase organica y GC-AAS (Gas Chromatography-
Atomic Absorption Spectrometry) para analizarlas.

Se prepararon soluciones estandares de los compuestos ionicos de alquilplomo, y
posteriormente, solos o combinados se prepararon soluciones en concentracion de 20
a 40 ng/L como Pb. Las especies que se propilaron siguiendo el procedimiento de la

Sfigura 2.5.2.2 fueron cloruros de trietilplomo, trimetilplomo, dietilplomo y dimetilplomo.
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A la solucion se le anadido NaDDTC (dietilditiocarbamato de sodio) para complejar las
especies y extraer los complejos en n-hexano. Las especies en n-hexano se propilaron
agregando cloruro de propilmagnesio. luego se llevaron a un cromatografo de gases
para separarias y analizarias por AAS.

l;uestra de 100 mi ]

1) Agregar S ml de NaDDTC 0.5 M
2) Agregar S g de NaCl y 5 ml de n-hexano

Agitar mecanicamente por 30 min

J.

1—— Separar las fases —_l
FASE ACUOSA | Fase orcanica |
1) Colocar en un vial y agregar 0.5

Desecho mi de cloruro de propilmagnesio
en dietileter 2 M.
2) Agitacion suave por 8 min

I—Sepamr ias fases _j
FASE ACUOSA IFASE ORGANICA I

Desecho

Agregar Na>S0O, anhidro l
Alicuota de 0.5-5 uL.

!

h:romatégmvo de Gases I
4

AAS
A= 283.3 nm

Figura 2.5.2.2. Determinacion de especies iénicas de alquilplomo y
tetraalquilplomo.



Los cromatogramas obtenidos ilustraron que las especies propiladas R.,Pb, R;Pb" y
R-Pb*" fueron separadas adecuadamente por GC. Los limites de deteccion variaron
para cada especie, el intervalo de éstos fue de 0.01 a 0.11 - 10° g de Pb. La posible
interferencia debido a la extraccion de otros compuestos organometalicos fue
descartada por que se empled un detector especifico del elemento. Posteriormente, la
metodologia posteriormente fue aplicada a agua de lluvia filtrada y no filtrada,

obteniéndose resultados parecidos a los anteriores con soluciones sintéticas.

La importancia toxicoldogica de los compuestos organoplomo impulsé la investigacion
que realizé Chau et al, 1983. Los autores analizaron las especies Pb”", dialquilplomo y
trialquilplomo en soluciones sintéticas por quelatacion con NaDDTC, extraccién en fase
organica de los quelatos, derivatizacidon con un reactivo de Grignard y determinacién

en GC-AAS (Gas Chromatography-Atomic Absorption Spectrometry).

Las soluciones que se utilizaron contenian como maximo 15 ng/l. de cada una de las
especies. Para las soluciones anteriores se recomendod guardarias en un cuarto
obscuro y frio. Las especies ionicas alquilplomo (Me,Pb’, Me.Pb”*, Et;Pb", Et.Pb*" y
Pb?") se extrajeron en kenceno bajo la forma de complejos dietilditiocarbamato. luego

fueron butiladas por un reactivo de Grignard y finalmente se separaron y analizaron por

GC-AAS (figura 2.5.2.3).

Los picos obtenidos en GC fueron muy definidos para las especies butiladas de
alquilplomo y Pb*". El limite de deteccion para las cinco especies butiladas fue de 0.1
ug/L de Pb. Ciertos metales como estano (IV) y germanio (IV) fueron extraidos con

NaDDTC. sin embargo, las especies butiladas de éstos no interfirieron en el sistema de

deteccion a la longitud de onda utilizada.

La determinacion de sales de alquilplomo en muestras sintéticas se realizé por Forsyth
y Marshall (1983). Los cloruros de alquilplomo (R:Pb® y R:Pb?’, R= Me o Et) se
extrajeron de |a fase acuosa en forma de ditizonatos, luego se fenilaron y por ultimo se

analizaron por GC-ECD (Gas Chromatography-Electron Capture Detection).
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1 L de muestra

1) Agregar SO ml de NaDDTC 0.5 M. 50 g de NacCl
y 50 ml de benceno.
2) Agitar manualmente por 30 min.

L— Separar {as fases —j

FASE ORGANICA
complejos alquilpiomo-DDTC H

l Evaporar en un rotavapor a 5 ml :
Transferir cuantitativamente a un tubo de ensayo
Desecho 1) Agregar 0.5 ml de bromuro de
n-butilmagnesio 0.5 M.
2) Agitar suavemente por 10 min.
3) Lavar con 5 ml de H,SO, 0.5 M
Pipetear de 2-3 mi! de la fase organica y colocaria en un vial
l Agregar 0.5 g de Na>,SO,

Alicuctade S a 10 puL

cromatografica

A=217 nm

Figura 2.5.2.3. Diagrama analitico para analizar Pb=* y especies alquilplomo.

Las soluciones estandares contenian de 1 a 20 ng/L de los cloruros de trimetilplomo y
trietilplomo, asi también para los dicloruros de dimetilplomo y dietilplomo. En la figura
2.5.2.4 se muestra el procedimiento analitico para determinar las sales de alquilplomo.
A una muestra con las sales de alquilplomo se le anadié ditizona en 50%
benceno/hexano para extraer las especies en forma de ditizonatos. Los ditizonatos en
fase organica fueron fenilados con bromuro de feniimagnesio en atmodsfera inerte.
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Posteriormente estos compuestos fenilados en hexano se separaron por GC y se
detectaron por ECD.

muestra de 60 mi l

Agregar 10 ml de! amortiguador amoniacal
de pH 8.5

EXTRACCION
con 10 mi de ditizona al 0.005%

Repetir el proceso de extraccion dos veces

Extractos organicos

Reducir el volumen a 0.5 ml con evaporacion
a temperatura ambiente.

Extracto concentrado
1) Agregar 2 mi de THF anhidroy 0.5 mil de
bromuro de feniimagnesio 3 M bajo atmosfera
de N> gas.
2) Agitar mecanicamente por 30 min a temp.
ambiente.
Transvasar cuantitativamente a un tubo centrifuga

Ajustar el volumen a 10 mi con Hx0 desionizada

EXTRACCION
con 3 ml de hexano

lRepetir el proceso de extraccion dos veces mas

Extractos organicos de hexano

con 2 ml de H,O/CHLCN al 30%

Diluir a 15 ml con hexano ——»%

Lavar una vez con 5 mi de agua y dos veces l

Figura 2.5.2.4. Determinacion de sales de alquilplomo por Forsyth y Marshall
(1983).
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En los cromatogramas obtenidos se observe adecuada separacion de los picos

correspondientes a cada especie. Los tiempos de retencion fueron 16.15, 24.76. 30.87

y 35.14 min para trimetifenilplomo, trietifenilplomo, dimetildifenilplomo y
dietildifenilplomo, respectivamente. El porciento de recuperacion fue diferente para

cada especie, obteniéndose 93 + 3, 103 + 7, 72 + 4 y S0 + 5% para Me;PbCl, Et;PbCI,

Me-PbCl, y EtPbCl;, respectivamente.

El propésito de Naghmush et al (1995) fue investigar un método de extraccion en fase
sélida para determinar Pb”* y compuestos de alquilplomo en muestras sintéticas. Las
especies fueron extraidas y concentradas en una columna con soporte solido, eluidas
con acido nitrico o etanol y analizadas por AAS (Atomic Absorption Spectrometry).

La concentracion de las soluciones estandares fue de ng/L para Pb”", cloruros de
alquilplomo (trimetilplomo, trietilplomo, dimetilplomo, dietilplomo) y tetraetiipiomo. La
determinacion de los alquilplomo junto con Pb®" se realizé siguiendo el diagrama

analitico de la figura 2.5.2.5.

Columna de

CELLEX P

preconcentracion

valvula dﬁ inyeccion

=3 ml/min

bomba

Eluyentes
bomba
Contenedor
con 1 M de Lzso mi de muestra ] AAS
HNO; o etanol A=283.3 nm

Figura 2.5.2.5. Diagrama analitico para determinar Pb>* y compuestos alquilplomo
por Naghmush et al, 1995.

La solucién que contenia los analitos (alquilplomo y Pb®") fue inyectada a una columna
empacada con Cellex P. Después del proceso de preconcentracion en el sorbente, las
especies Pb>", dietilplomo, dimetilplomo y trimetilplomo fueron eluidas de la columna
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con acido nitrico 1 M, mientras que tetraetilplomo se eluyd con etanol. El contenido de
los eluyentes obtenidos se analizo por flama en AAS.

De acuerdo a los resultados. se mostré que el sorbente Cellex P retuvo
satisfactoriamente las especies estudiadas. £l proceso de elucion con HNO, y etanol
permitio la desorcion completa de las especies sin senal de pérdida de éstas por
retencion. En el proceso de adsorcion se analizaron posibles interferencias por los
jiones Na“. K°. Mg~", Ca”" a concentraciones superiores de 200 mg/L, y para Cu™’ y Fe®"
arriba de 20 mg/L; se halléo que la presencia de Ca’’ a altas concentraciones produce

interferencia. £l limite de deteccion estimado fue de 0.17 nug/L para todas las especies.

La metodologia fue posteriormente aplicada a agua natural de grifo. rio y potable. Los
resultados obtenidos indicaron que el nivel de Pb, en las muestras de agua estudiadas.
fue por debajo del permisible para agua de consumo humano. Las concentraciones de

Pb fueron diferentes, encontrandose en el intervalo de 3.2 a 7.1 ug/L. La especie de

menor concentracion fue el tetraetilplomo.

Chakraborti et al (1984) desarrollaron un método analitico para determinar especies de
Pb en muestras sintéticas con el objetivo de aplicario posteriormente a agua natural. El
analisis de las especies idnicas de alquilplomo se realizd por extraccién en fase
organica bajo la forma de complejos y después de un proceso de preconcentracion
fueron derivadas con un reactivo de Grignard. Las especies derivadas fueron

determinadas por GC-AAS (Gas Chromatography-Atomic Absorption Spectrometry).

Las soluciones estandares contenian 10 ug/lL como Pb de trimetilplomo, trietilplomo,
Las soluciones anteriores fueron guardadas en un

dimetiiplomo y dietilplomo.
refrigerador y posteriormente se observé que fueron estables por o menos cuatro

semanas sin notable deterioro. El diagrama analitico de la figura 2.5.2.6 muestra la
determinacion de Pb”’ inorganico y especies alquilplomo. Después de filtrar la muestra
se anadié EDTA (etilendiamintetraacetico) para secuestrar el Pb>* y NaDDTC para
complejar las especies alquilplomo, luego mediante un proceso de extraccién con pen-
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LTRACCION
[ #esia de 00 m |——r

Agregar 4 g de ac. citricoy 1 g de EDTA, ajustar el
pH a 9 aRadiendo NH,OH

Colocar la solucidn en un embudo de separacion

l Agregar 2 ml de NaDDTC 0.25 M

EXTRACCION
con 10 mi de pentano

Agitar por 2 min y separar las fases

FASE ACUOSA FASE ORGANICA
l complejos alquilplomo-DDTC
EXTRACCION J l
con 10 ml de pentano IEXTRACTOS oacAmcosJ
e A DSA [FAsE orcAnica] EVAPORACION
bajo vacio a 20 °C a sequedad

Agregar 1 mi de cloruro de
n-butiimagnesio/THF 1.9 M.
Mezclar suavemente por 1 min
Agregar 250 ;L de nonano y
10 ml de H2SO, 1IN

Mezclar por 1 min y separar
las fases.

FASE ORGANICA l FASE ACUOSA J
compuestos n-Bu-alquilP

Lavar con 10 m! de agua desionizada l

v 3

Muestra de 20uL ————— [FASE oneAmCAJ EASE ACUOSJ

——

Rigura 2.5.2.6. Anadlisis de especies de alquilplomo por Chakraborti et al, 1984.
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tano fueron separadas las especies organicas de la inorganica. En la fase organica los
complejos alquilplomo-DDTC fueron concentrados por evaporacion del disolvente y
posteriormente derivados con cloruro de n-butiimagnesio/THF. Los compuestos n-
butilalquilplomo fueron extraidos en nonano y analizados en ésta fase organica por

GC-AAS. El Pb,...;-EDTA de la fase acuosa inicial se analizd por AAS.

Los picos cromatograficos de las especies butiladas fueron definidos y con adecuados
tiempos de retencion, obteniéndose 6.2, 10.5, 109 y 13.2 min para PbMe;Bu,
PbMe:Bu,. PbEt;Bu y PbEt.Bu,, respectivamente. En e! analisis de los alquilplomo no
interfirio el Pb (ll) inorganico presente en la muestra, ya que fue completamente
secuestrado por EDTA. Los limites de deteccion obtenidos fueron 0.05, 0.08, 0.09 y
0.10 ng/L de Pb para PbMe;Bu, PbMe.Bu., PbEt;Bu y PbEt;Bu,, respectivamente, y
para Pb*" inorganico fue 0.05 ng/L de Pb.

La aplicaciéon de la metodologia a una muestra de agua de lluvia permitid diferenciar
varios compuestos alquilplomo. La especie predominante fue Pb®" inorganico a una

concentracion de 133 ug/L y la de menor concentracion fue PbMeEt,” a <2 ng/L.

b) Aplicacion en muestras de agua natural

La especiacion de plomo en muestras de agua natural se realizé por Lobinski y Adams
(1992). Los autores analizaron Pb?° y iones alquilplomo en agua de liuvia y potable
mediante extraccion, derivatizacion y deteccion en GC-MIP-AES (Gas
Chromatography-Microwave Induced Plasma-Atomic Emission Spectrometry).

La conservacion de las muestras de agua natural no se menciono, sin embargo las
soluciones estindares utilizadas para las curvas de calibracién se guardaron en la
obscuridad y bajo refrigeracion. El material de cristaleria fue lavado con detergente,

enjuagado con agua destilada, remojado 12 hrs con HNO,; al! 10% y finalmente
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enjuagado con agua desionizada antes de usarse. El método analitico de la figura
2.5.2.7 muestra la extraccion de las especies de plomo (Pb?", Et.Pb?", Et;Pb”, Me.Pb*",

Me,Pb’) en hexano después de quelatarse con NaDDTC (dietilditiocarbamato de
sodio).

[Mueslra 100 mi ] > FILTRACION
el filtro whatman 0.45 um

100 ml solucidon
1) Agregar 1 g de ac. citnco monohidratado
2) Ajustar el pH a 8 con solucion de amonio

3) Agregar 1 mi de NaDDTC y 1 mt de una
solucion de EDTA 0.1 M y agitar.

EXTRACCION
COH

n S Ml de pentano (quelatos de DDTC)

Agitar 2 min. ‘

EVAPORACION
en un rotavapor a 25 °C
1) Agregar 250 uL de octano y 1 mit del

reactivo de Grignard/THF 0.5 M. y agitar
suavemente.

Mezcla
Agregar 10 mli de H,SO, O.5M l

L_——— Separar las fases —_l

FASE ACUOSA

1) Lavar con 10 ml de H0 l

FASE ORGANICA
{compuestos butilados de Pb)

2) Agregar NazxSO, anhidro
GC-MIP-AES 1°°|“L
A=405.783 nm

Figura 2.5.2.7. Diagrama analitico para determinar Pb?* inorgéanico y especies di-
Yy trialquilplomo por Lobinski y Adams ,1992.
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Las especies en fase organica fueron butiladas o propiladas con bromuro de n-
butilmagnesio/THF o cloruro de propilmagnesio/THF, respectivamente; posteriormente

las especies derivadas fueron analizadas por GC-MIP-AES.

Los cromatogramas obtenidos mostraron adecuada separacion de los picos de las
especies butiladas o propiladas. En el agua de lluvia y potable se detecto el Pb*",
Et.Pb?", EtsPb”, Me:Pb”™" y Me.Pb" a diferentes concentraciones en ng/L. El limite de
deteccion fue de 0.1 ng/L.

Ei analisis de trialgquilplomo y dialquilplomo en agua de nieve, lluvia y superficial (rio y
lago) se realizé por Van Cileuvenbergen et al, 1986. Los compuestos ionicos fueron
extraidos como complejos dietilditiocarbamato en fase organica, preconcentrados en
ésta y derivados con un reactivo de Grignard para analizarse por GC-AAS (Gas
Chromatography- Atomic Absorption Spectrometry).

Las muestras naturales fueron obtenidas del area Antwerp. Bélgica. Las muestras de
agua de lluvia se almacenaron en recipientes de polietileno a una T=20 °C en la
obscuridad. La muestra de nieve se tomo de la parte superior de una nevada reciente y
se dejo derretir a una T=20 °C en la obscuridad, el agua obtenida se paso a través de
un papel filtro miliporo de 1.2 um y se almacend a temperatura ambiente en la
obscuridad. Las muestras de rio y lago fueron muestreadas manualmente en
recipientes de polietileno y protegidas de la luz solar; todos los analisis se realizaron el
mismo dia de la coleccién. El diagrama analitico para determinar las especies Pb™",

dialquilplomo y trialquilplomo se muestra en la figura 2.5.2.8.

La presencia de PbMe*;, PbEt";, PbMe'; y PbEt’; a diferentes concentraciones se
detecto en todas las muestras de agua estudiadas. En el agua de lluvia y nieve, las
especies di- y trialquilplomo se hallaron en un intervalo de concentracion de 10 a 100
ng/L. En las muestras de agua superficial, la especie predominante fue PbMe”s a una

concentracion no mayor de 5 ng/L, mientras que las especies dialquilplomo fueron de -
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Muestra (0.5 - 6.0 m)) —&

FILTRACION

filtro miliporo 1.2 um

‘

Muestra filtrada

1) Amortiguar la solucion a pH 9 con
citrato de amonio-amonio.
2) Agregar 1 g de EDTA y 2 mi de NaDDTC 0.25 M.

con 10 mi de pentano

EXTRACCION

l Agitar 2 min y separar las fases.

$

l FASE ACUOSA

Pbinorg-EDTA

4

EXTRACCION
con 10 mi de pentano

Agitar y separar fases

+ 4

1

FASE ORGANICA
comp. di- y tnalquilplomo-DDTC

[Extractos organicos l
4

EVAPORACION
con vacio a T=20 °C a sequedad

FASE ACUOSA [FASE ORGANICA 1

Pbinorg-EDTA

S
A=217nm

-~ Agregar 1 ml de cloruro de
n-butiimagnesio/THF 0.5 M.

- Mezclar susvemente

- Agregar 250 ulL de nonano y
10 mi de H2SO4 TN | mezciar
por 1 min y separar fases.

%
[FsE Sroawica |

Lavar con 10 ml de agua destilada

+ K

Agregar Na,SO, <——— [ FASE ORGANICAJ l FASE ACUOSA ]

AAS
B —_—
2o =]

Figura 2.5.2.8. Diagrama analitico para determinar compuestos dialquilplomo y

trialquilplomo en agua de lluvia, nieve y superficial.
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bajo nivel de deteccion (1 ng/L). En agua de liuvia y de nieve se halld Pb™ a

concentraciones de 1g/L, mientras que en agua de lago y rio no se registro.

El analisis de compuestos ionicos de al-quilplomo en agua potable se realizo por
Chakraborti et al, 1989. Los autores emplearon el método analitico desarroilado cinco
afos antes, en el cual se realizé la extraccion de los alquilplomo en forma de
dietilditiocarbamatos en fase organica, luego una derivatizacion con un reactivo de

Grignard y analisis por GC-AAS.

Las muestras de agua potable fueron obtenidas del grifo de varias ciudades en Bélgica.
Usualmente, las muestras fueron analizadas el dia de la coleccién, cuando no fue
posible se guardaron en refrigeracion a <4 °C. La metodologia de analisis se

esquematizo en la figura 2.5.2.6.

En las diferentes muestras de agua potable fueron detectados compuestos
dialquilplomo y trialquilplomo. El intervalo de concentraciones fue de 0.15-6.76, 0.08-
0.59, 0.10-1.66, 0.11-0.60 y de 0.15-0.79 ng/L como Pb para PbMe ', PbMe.Et",
PbMe>"2, PbEt’, y PbEf"., respectivamente. El contenido total de los aiquilplomo en
cualquier muestra estudiada no fue mayor de 10 ng/L de Pb. La conclusion obtenida
fue que las especies ionicas de alquilplomo pueden escapar a un proceso de remocion

usual para la purificacion de agua superficial.

La toxicidad de las especies de alquilplomo ha sido una razon importante para
analizarias en muestras de la atmosfera e hidrosfera. Mikac y Branica (1992) realizaron
un estudio para determinar especies dialquilplomo y trialquilplomo en aguas residuales,
basandose en un procedimiento de extraccion de complejos dietilditiocarbamatos en
fase organica, re-extraccion en una fase acuosa acida y determinacion por DPASV

(Differential Puise Anodic Stripping Voltammetry).

No se menciond la forma de muestreo y conservacion del agua residual. El material
utilizado fue lavado previamente con acido nitrico diluido antes de usarse. La figura
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2.5.2.9 muestra el procedimiento analitico del estudio; inicid con la extraccion de los
alquilplomo en forma de dietilditiocarbamatos en hexano, luego su re-extraccion con
acido nitrico diluido y la determinacion con DPASV. Las condiciones para DPASV

fueron: amplitud de puiso 50 mV, frecuencia de pulso 2 s' y velocidad de barrido S

mv/s.

Los compuestos ionicos alquilplomo fueron depositados a diferentes potenciales, lo
cual permitio la cuantificacion de éstos. A un potencial de - 0.1 V se depositaron las
especies ionicas Et;Pb°, MesPb*, Et.:Pb?* y Me.Pb”", mientras que en el potencial de -
0.7 V se depositaron sélo las especies Et.Pb%" y Me.Pb?", las especies trialquilpiomo se

determinaron por |la diferencia de las anteriores mediciones.

La extraccion de las especies trialquilplomo y dietiiplomo no fue cuantitativa, ya que el
intervalo de recuperacion fue de 80 a 100%. El limite de deteccién para todas las

especies fue de 0.5 ng/L de Pb partiendo de 2.5 L de muestra.

c) Aplicacién en muestras de aire

Purdue er al (1973) realizaron el analisis de plomo en muestras de aire colectadas en
varias ciudades estadounidenses. Por medio del estudio se determiné plomo organico

(tetraetilplomo y tetrametilplomo) y plomo totai.

Las muestras de aire se obtuvieron utilizando un muestreador de gas que consistia
principalimente de un filtro membrana y tubos de muestreo. El plomo en forma de
particula se colectd en el filtro y se determiné directamente por AAS (Atomic Absorption
Spectrometry) después de una digestion acida del filtro. Ei Pb organico que pasé a
través del filtro se absorbio en una solucion de cloruro de yodo. A la solucién anterior,
se le agrego pirrolidin-ditiocarbamato de amonio para complejar el Pb, posteriormente
el complejo se extrajo con metil-isobutilcetona para analizarse en AAS.
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L 1a2.5L de muestra J__

1) Ajustar el pH a 8 con el amortiguador de fosfato

2) Agregar 20 g de NaCl y 0.1 g de NaDDTC por
litro de muestra.

3) Agitar por 30 min.

v

EXTRACCION
con 30 ml de hexano por 1L de muestra

Agitar mecanicamente por 30 min
% %
I FASE ACUOSA I FASE ORGANICA
l compuestos alquilplomo-DDTC

l Agregar Na>SO, anhidro

desecho
RE-EXTRACCION
con 200 pul de HNO; en
Agitar 30 min mecanicamente 25 mi de agua redestilada
y separar las fases
I FASE ORGANICA I FASE ACUOSA
desecho PURIFICACION
icon 5 ml de hexano-cloroformo (4+1)

Agitacion y separacion de fases

= Agregar BaSO.
desecho ¢———— EASE ORGANICA I I FASE ACUOSA I—g—f ‘

Figura 2.5.2.9. Diagrama analitico para determinar especies ionicas de
dialquilplomo y trialquilplomo en agua residual.
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El limite de deteccién de Pb®" en forma de particula fue de 0.4 ng de Pb/m>, la
desviacion estandar promedio fue de 6.7%. La cantidad minima detectable de Pb
organico fue de 0.5 g para un volumen de muestra de 2.8 m°, la desviacion estandar
fue 8.2%. Los resultados indicaron que el plomo en |la atmosfera de estudio se

encuentra principalmente bajo la forma de particula (89%).

Radziuk et al, 1979 realizaron un estudio para analizar plomo en el aire. Los autores
supusieron que la presencia de tetraetilplomo y otros compuestos de alquilplomo en el

medio ambiente provienen principalmente de la evaporacion de la gasolina.

E! aire fue muestreado mediante un sistema que consistia de tubos de absorcién con
filtro y una bomba peristaltica. Los compuestos de alquilplomo presentes en la muestra
de aire fueron condensados en una serie de cuatro trampas a -72 °C sumergidas en
hielo seco-metanol. El calentamiento de las trampas permitido volatilizar las diferentes
fracciones que fueron introducidas en un sistema de GC (Gas Chromatography) para
los diferentes compuestos y posteriormente ser analizados por AAS. Las

separar
particulas atmosféricas colectadas en el papel filtro fueron lixiviadas con acido nitrico y

se analizaron por AAS.

La concentracion promedio de plomo total en el aire fue 650 ng/m® y la concentracién
promedio de los compuestos alquilplomo fue de 14 ng/mJ. Las concentraciones de los
alquilplomo fueron 1 ng/m> de trimetiletilplomo. 2 ng/m> de dimetildietilplomo. 1 ng/m?®
de metiltrietilplomo y 8 ng/m” de tetraetilplomo. El limite de deteccion fue cerca de 40
pg de Pb para cada compuesto. A partir de una muestra de 70 L de aire, 0.5 ng/m® de
cada compuesto de Pb se pueden determinar. Se concluyé que la evaporacion de

gasolina es casi exclusivamente |la fuente de compuestos de alquilplomo en el aire.

Clevenger et al (1991) realizaron la especiacion de piomo en particulas de un filtro de
aire cercano a una fundidora de plomo. La separacion de las especies se realizé por
medio de extracciones selectivas y se emplearon como métodos de analisis
difractometria de rayos X y FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy). Los filtros
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se enjuagaron con acetona para remover las particulas y después se centrifugaron las
soluciones de enjuage para separar las fases. El sobrenadante se analizé directamente
por AAS, mientras que la muestra solida se sometio a extraccion con diferentes

extractantes para posteriormente analizarios por rayos X y FTIR.

Las especies de plomo fueron separadas mediante diferentes extractantes, asi el
PbSO, se extrajo con MgCl 1 M, PbO con NH,OAc 0.5 My PbCO; con NaP:O; 1 M.
Las especies en el filtro fueron en porcentaje 41.2% de PbSO,, 10.1% de PbO y 48.8%
de PbS, de tal forma que los compuestos principales fueron PbSO, y PbS. El analisis
de la muestra sdlida demostréo que el contenido de Pb total fue de 0.3% de las

particulas totales en el filtro.
2.5.3 Analisis de las metodologias analiticas de Pb

La importancia ambiental y toxicologica de las especies alquilplomo fueron dos razones
importantes para el desarrollo de ias metodologias analiticas citadas. En todos los
estudios se especio Me.Pb%’, Me,Pb"., ELPb?", Et:;Pb*, Me.Pb y ELPb, asi como
también las combinaciones Et y Me dentro de la misma molécula. La técnica de analisis

mas utilizada para determinar compuestos de Pb fue GC-AAS.

Las concentraciones de trabajo que se empiearon en las muestras sintéticas fueron de
ng/L o ng/L como Pb, considerando que la concentracion de estudio fue la adecuada
para aplicar posteriormente la metodologia a muestras de agua natural. La
conservacion de muestras sintéticas que contenian Pb inorganico y organico se realizé
almacenando las soluciones en frascos obscuros, bajo refrigeracion y en la obscuridad

(Rapsomanikis et al, 1986 y Chau et al, 1983).

La conservacion de muestras de agua natural no se menciono en todos los estudios.
Chakraborti et al (1989) conservaron muestras de agua potable bajo refrigeracion y en
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recipientes de polietileno. Van Cleuvenbergen et al (1986) generalmente conservaron

muestras de agua de lluvia, nieve, rio y lago en recipientes de polietileno, a

temperatura ambiente y en obscuridad. Fue notorio que los dos tipos de muestras
acuosas se protegieron de la luz.

Los limites de deteccion obtenidos por la mayoria de las técnicas analiticas fue de ng/L
o ng/L. La cantidad de metal detectada vario en el intervalo de 10 a 0.1 en ng/L y de
1.0 a 0.05 en ng/L. La metodologia de Rapsomanikis et al (1986) informo el nivel de

deteccion mas bajo que fue de 0.18 pg/mi en GC-AAS para una muestra sintética.

Es importante mencionar que {a mayor parte de los estudios aplicados en muestras
sintéticas evaluaron posteriormente la metodologia con muestras de agua natural, y en
tales casos los resultados obtenidos fueron generalmente satisfactorios. Los estudios

no mencionaron ningun tipo de interferencia particular o en comun, a excepcion de
Naghmush et al (1995) que notificaron
superiores de 200 mg/lL..

interferencia de Ca®>" a concentraciones
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3. TECNICAS ANALITICAS

3.1 Espectroscopia de Absorcion Atomica.

3.1.1 Conceptos tedricos

La espectroscopia de absorcion atdmica es una técnica que se utiliza para determinar
cualitativamente y cuantitativamente elementos quimicos. El principio se basa en la
absorcion de energia por atomos libres (estado fundamental) del elemento en fase

gaseosa.

En ia absorcion atémica se hace incidir luz de una longitud de onda (A) especifica a

una nube de atomos en estado fundamental. La intensidad inicial (lo) de la luz es
los atomos en una cantidad determinada por la

disminuida por la absorcion de
1a

concentracion de estos. La luz es dirigida hacia un detector donde se mide
intensidad disminuida (1). La absorbancia se mide por la expresiéon matematica:

A = log lo/l

La absorbancia guarda una relacion lineal con la concentracion. La ley de Beer define
esta relacion:

A = abc (3.1.1)

donde A es la absorbancia, a es la absorptividad o el coeficiente de extincion, b es la

longitud del paso de luz ocupado por la ceida de absorcion y ¢ es la concentracion de
las especies absorbantes en la ceida de absorcion (Kenkel, 1994).
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3.1.2 Instrumentacion

Los componentes basicos de un espectrofotometro de absorcion atémica son: fuente
de luz, celda de muestreo, monocromador, detector y registrador. En la figura 3.1.2
se muestra un esquema de un espectrofotometro de absorcion atomica de doble haz

con los componentes basicos.
Las fuentes de luz mas ampliamente usadas son la lampara de catodo hueco (LCH) y
la lampara de descarga sin electrodos (LDE). Estas lamparas estan disefadas para

emitir el espectro atomico de un elemento.

En la celda de muestreo es necesario generar el vapor atomico en el paso del rayo de
luz, esto se obtiene generalimente introduciendo la muestra en un quemador o en un
horno caliente que se encuentre alineado en el paso optico de! espectrofotometro. Para

la atomizacion se utiliza flama u horno de grafito.

El! monocromador dispersa las distintas longitudes de onda de la luz mediante una red

de difraccién y separa la linea particular de interés.

haz de refmncia

- 38 %r’f" -

modulador recombinador de haz

Fuente Celda de muestreo Monocromador Detector Registrador

Figura 3.1.2 Espectrofotémetro de Absorcién Atémica de doble haz con los
componentes basicos.
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El detector es un tubo fotomultiplicador que produce una corriente eléctrica gque
depende de |a intensidad de la luz incidente.

La corriente eléctrica del fotomultiplicador es amplificada y procesada por la eiectronica
del instrumento. que origina una sefal para producir una lectura en el registrador
(Perkin-Elmer, 1982).

3.1.3 Absorcion Atémica

a) Flama

El atomizador de un espectrofotometro de absorcion atomica debe generar atomos en
estado fundamental en el paso Aptico del fotometro. La técnica mas ampliamente
empleada es la aspiracion directa en la flama de la soluciéon que contiene |a muestra. El
sistema de atomizacion para el quemador de flama consta de un nebulizador, camara

de mezclay cabezal del quemador.

En el sistema anterior, la solucion es aspirada a través de un nebulizador que genera
un aerosol fino dentro de una camara de mezcla. Aqui el aerosol de |Ia muestra se
mezcla con los gases combustibles y oxidantes, para ser trasiadado al cabezal del
quemador en donde ocurre la combustion y la atomizacion de la muestra.

Las flamas mas utilizadas son aire-metano(1875 °C), aire-gas natural (1700-1900 °C),
aire-hidrogeno (2000-2050 °C), aire-acetileno (2125-2400 °C) y N:O-acetileno (2600-
2800 °C). -

Las interferencias pueden originarse por fuentes quimicas o instrumentaies. Las
interferencias quimicas resultan usuaimente por la incompleta atomizacion debido a los

enlaces ionicos fuertes. Las interferencias instrumentales conocidas como
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interferencias espectrales son cuando una linea espectral de otro elemento se

sobrepone a ia linea espectral del elemento a determinar (Kenkel, 1994).

b) Horrno de grafito

El horno de grafito es un método de atomizacion sin llama. La energia requerida para
ia atomizacion se obtuvo aplicando una diferencia de potencial eiéctrico a través de un
tubo de grafito dentro del cual se ha colocado la muestra. El horno esta alineado en el
area de muestreo del espectrofotometro en forma tal que la luz de la lampara espectrail

pasara por el centro del tubo de grafito. El vapor atémico generado por la muestra
cuando el horno esta encendido absorbera luz de la lampara.

El horno de grafito proporciona alta sensibilidad en absorcion atomica, ya que para

muchos elementos los limites de deteccién estan en la region de lo picogramos (1072
gramos).

Las determinaciones estan sujetas a severas interferencias quimicas y problemas de
absorcion de fondo provenientes de los constituyentes de la muestra. La eleccidon entre

la lama y el horno de grafito se determina generalmente en base al intervalo de
concentracion del analito (Kenkel, 1994).

c) Métodos de generacién de vapor

Los meétodos de generacion de vapor se refieren a las técnicas de generacion de
hidruros y mercurio por vapor frio. La técnica de generaciéon de hidruros se emplea

para determinar con ailta sensibilidad elementos metalicos que forman hidruros, como
arsénico, selenio, antimonio, telurio, bismuto y estafo.



En esta técnica los hidruros gaseosos de los metales son producidos por la adicion de
borohidruro de sodio a la muestra en un frasco de reaccion. El frasco hermético permite
que los hidruros gaseosos e hidrogeno sean acarreados por un gas inerte hacia un tren
de llama o a una celda de cuarzo calentada. Los elementos determinados por
generacion de hidruros son de importancia ambiental o de interés toxicologico (Kenkel,
1994).

En la técnica de mercurio por vapor frio los atomos de mercurio se producen en una
botella de reaccion por reduccion quimica con cloruro estannoso o borohidruro de
sodio. Los atomos volatiles de mercurio salen de la solucién al burbujear nitrégeno o
aire a través de ella. El gas acarreador conduce el mercurio hacia un tubo de secado
para eliminar el vapor de agua y finalmente a la celda de absorcion alineada en el paso
6ptico del espectrofotometro de absorciéon atomica. Se utiliza para determinar bajos

niveles de mercurio, siendo posible determinar 0.01 pg (10 gramos) (Kenkel. 1994).

En la tabla A2-1 (anexo 2) se muestran los limites de deteccion para varios elementos

utilizando flama, horno de grafito y generacion de hidruros con absorcion atomica.

3.2 Espectr pia de Ultravioleta-Visible (UV-Vis).

3.2.1 Conceptos teoricos

La espectroscopia de UV-Vis es una técnica analitica que se fundamenta en la
absorcion de luz ultravioleta y visible. En esta técnica se aplica luz de longitud de onda
monocromatica a una muestra en solucidén. La cantidad de luz absorbida por ésta
solucion se mide electronicamente por un tubo fotomultiplicador y se obtiene una
lectura en un registrador. Los limites espectrales de un espectrofotometro UV-Vis son
de 200 a 800 nm (Willard, 1982).



En UV-Vis es posible realizar analisis cualitativo y cuantitativo. El andlisis cualitativo
se realiza por comparacion de un espectro de absorcion molecular de Ia sustancia pura
con el espectro del analito obtenido, sin embargo., posee bastantes elementos de
incertidumbre, ya que dos especies pueden poseer patrones muy semejantes (Bender,
1987). Ciertas caracteristicas estructurales de una molécula muestran rasgos
particulares en el espectro de absorcion UV. Las estructuras que muestran patrones de
absorcion en UV son aquellas que contienen doble enlace, triple enlace y anillos
bencénicos, y se denominan cromdforos. El principio del andlisis cuantitativo se basa

en la Ley de Beer (ecuacién 3.1.1) que relaciona la absorbancia y la concentracion
(Kenkel, 1994).

3.2.2 Instrumentacion

En espectroscopia de UV-Vis los instrumentos pueden ser de un solo haz y doble haz=.
Cualquiera de los dos comprende de cinco componentes basicos: fuente de luz,

monocromador, compartimiento de la muestra. detector y registrador. La figura
3.2.2

muestra un espectrofotdmetro con los componentes basicos.

Las fuentes de luz utilizadas para la regidon UV y visible son diferentes. La fuente de
luz para la region UV es usualmente la lampara de descarga de deuterio o de

nitrégeno, mientras que 1a fuente para la region visible es la lampara incandescente de
tungsteno (bulbo de luz con un filamento de tungsteno) o tungstenoyoduro.

El monocromador o también llamado selector de longitud de onda esta formado por

dispositivos de dispersion, rendijas de entrada y salida. deflectores y espejos. El
elemento de dispersion es un prisma o reja de difraccion.

La luz del monocromador pasa a través de la muestra en el compartimiento de la

muestra. El contenedor donde la muestra se coloca se llama celda. Para la region
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visible las celdas son de plastico o vidrio, mientras que para la region UV son de

cuarzo.

Monocromador Compartirmiento Detector Registrador

Fuente
de la muestra

El detector mas comun en el instrumento de UV-Vis es un tubo fotomultiplicador.
Cuando la luz de una intensidad particular choca con éste, una corriente o sefal
eléctrica de magnitud proporcional es generada, amplificada y enviada al registrador.

Otros detectores pueden ser un fototubo o fotodiodo de silicio (Willard, 1982).

3.2.3 Interferencias y desviaciones

En el analisis cualitativo la interferencia puede alterar el espectro de absorciéon y
concluir en una interpretacion incorrecta del espectro. mientras que en el analisis
cuantitativo causa un valor adicional en la absorbancia repercutiendo en una

determinacion no cuantitativa del analito.

El gréfico no lineal de la Ley de Beer es una evidencia de desviaciones, que
frecuentemente se observan a altas concentraciones del analito. Tales desviaciones

pueden ser quimicas o instrumentales (Kenkel, 1994).
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3.3 Polarografia.

3.3.1 Conceptos tedricos

Las técnicas electroanaliticas se basan en la medida del potencial del electrodo y la
corriente en la superficie de los eletrodos sumergidos en la solucién de analisis. E! flujo
de corriente eléctrica entre un par de electrodos sumergidos o un potencial eléctrico

que se manifieste entre estos. se mide y relaciona con la concentracion del analito.

Las técnicas electroanaliticas son una extension de la quimica de oxido-reduccion. Los
electrones se generan por un proceso de oxidacion en un electrodo y se consumen por
el proceso de reduccion en otro electrodo. El sistema completo se llama celda, los
electrodos individuales se llaman seru-celdas y las reacciones individuales de

oxidacion y reduccion son semi-reacciones.

Las técnicas analiticas con las cuales se determina el potencial o voltaje de un
electrodo con respecto a otro electrodo, se denominan generalimente
potenciometricas, mientras que las técnicas que miden la intensidad de corriente se

denominan amperométricas.

La polarografia es una técnica amperomeétrica, en donde la corriente que resulta en la

celda electrolitica y no el potencial, se mide y relaciona a la concentracion del analito.

Las determinaciones en polarografia consisten en hacer un barrido en el intervalo del
potencial al cual los analitos se hacen electroactivos, y monitorear la corriente al mismo
tiempo. Los polarogramas consisten en curvas de intensidad de corriente (i) vs.
potencial (E), en la cual estan asociados los parametros de corriente de difusién (i),

potencial medio (E.z) y corriente de fondo.
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Las técnicas polarograficas mas actuales son polarografia de impulsos y
polarografia diferencial de impulsos, que difieren en la forma de medir la corriente y

de sus caracteristicas potencial-tiempo (Kenkel, 1994).

3.3.2 Instrumentacion

E! equipo de polarografia se compone basicamente de una celda electrolitica, un
sistema de tres electrodos y un registrador de corriente (amperimetro). La figura 3.3.2

muestra el aparato de polarografia.

Recipiente con Hg

Electrodp de gota de Hg

Electrodo —» +— El¢ctrodo auxiliar
de referencia 1.'
C—_0 0
oo oo Polarografo

Figura 3.3.2. Aparato de polarografia con el sisterna de tres electrodos.
La celda electrolitica contiene la solucidon muestra y un electrolito de soporte. El
electrolito de soporte se agrega cuando no hay suficiente contenido electrolitico debido

a muy bajas concentraciones del analito en la solucion muestra o solucion estandar.

El sistema de tres electrodos incluye un electrodo de trabajo, un electrodo de

referencia y un electrodo auxiliar. Los tres electrodos se conectan a la fuente de
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poder, la cual contiene un circuito especialmente disefiado para el control preciso del

potencial aplicado al electrodo de trabajo, que comunmente se le llama potenciostato o
polarégrafo.

En el electrodo de trabajo se llevan a cabo los procesos de oxidacion y reduccion de

interés. El electrodo de trabajo que se utiliza es el electrodo de gota de mercurio.

El uso del electrodo de referencia es necesario para el control preciso del potencial en
el electrodo de trabajo. Se emplean frecuentemente el electrodo de calomel saturado

o el electrodo plata-cloruro de plata.

El electrodo awdliar "transporta” la cantidad de la corriente y "contrarresta” los

procesos que ocurren en el electrodo de trabajo (Kenkel, 1994).

3.3.3 Polarografia Diferencial de Pulsos

Esta es una de las técnicas polarograficas desarrolladas para obtener mas bajos

limites de deteccidon, se puede detectar hasta 107 M del analito. El andalisis

cuantitativo por polarografia diferencial de
corriente de difusion (is). Se realizan curvas i vs. E de soluciones estandares y se

impulsos se basa en la medida de la

determina en la curva la altura del pico que es proporcional a la concentracidén del
analito. La grafica de la altura del pico de cada una de las soluciones estandares vs.

concentracion permite determinar la concentracion desconocida de una muestra.

El andlisis cualitativo de una especie emplea la magnitud de la corriente de difusion

(is ) ¥ el potencial medio (E,z) asociado con ésta (Kenkel, 1994).
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3.3.4 Aplicaciones

Las técnicas polarograficas se emplean para determinar metales pesados y moiéculas
organicas en base a su reduccion en el electrodo de gota de mercurio. La reduccion
puede ocurrir en la misma molécula (molécula con doble enlace) o en el grupo reductor

de la molécula (Pungor, 1995).

El analisis por polarografia diferencial de pulsos tiene la ventaja de ser la técnica mas

sensitiva y puede distinguir dos especies que tengan valores similares de E.» (Kenkel,

1994).

3.4 Cromatografia

3.4.1 Introduccion a la cromatografia

Una gran cantidad de técnicas que se emplean para separar muestras complejas se
encuentran bajo la descripcion general de cromatografia. La cromatografia es una
técnica que sirve para separar los componentes de un mezcla en base a los diferentes
grados de interaccién de éstos con dos fases de material separados. La naturaleza de
las dos fases y el tipo de interaccion es diferente. por lo cual se originan varios tipos

de cromatografia.

A una fase se le denomina mdévil y a la otra estacionaria. La mezcla a separar
usualmente se introduce dentro de la fase movil y pasa a través de la fase estacionaria
por gravedad o aplicando una fuerza. Los componentes de la mezcla son atraidos por
la fase estacionaria en grado variable y se mueven a través de la fase a diferentes

velocidades resuitando la separacion.
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La fase moévil puede ser un gas o un liquido, mientras que la fase estacionaria puede
ser un liquido o un sdlido. Las técnicas cromatograficas se pueden clasificar en base a
la naturaleza de las dos fases: cromatografia gas-liquido (CGL), cromatografia gas-
soélido (CGS), cromatografia liquido-liquido (CLL) y cromatografia liquido-sélido (CLS).

Las técnicas también se pueden clasificar de acuerdo a la naturaleza de la interaccion
de los componentes de la mezcla con las dos fases, denominandose generalmente
tipos de cromatografia. Los tipos de cromatografia mas comunes son: de particion,

adsorcién, intercambio i6rnico y exclusion por tamaro (Kenkel, 1994),

3.4.2 Cromatografia de Gases (CG)

La cromatografia de gases es una técnica analitica utilizada para separar, identificar y
medir l[os componentes de una mezcla. En esta cromatografia la fase movil es un gas y

la fase estacionaria es un liquido o un sdélido.

Al gas se le denomina gas de arrastre y se purifica con helio o nitrogeno. Dado que la
fase movil es el gas de arrastre, la muestra con los componentes a separar debe ser

gaseosa o una muestra de liquidos con presiones de vapor altas.

La fase estacionaria cuando es un liquido se adsorbe en la superficie de un substrato
solido denominado comunmente soporte. Las particulas que forman el soporte pueden
ser de dos tipos: tierras diatomaceas o teflon. Los liquidos que se utilizan son muy
diversos, pero poseen la caracteristica quimica de ser muy polares, polares y no
polares.

Oftros parametros importantes son la temperatura de la columna y velocidad de flujo del

gas acarreador. El instrumento de cromatografia de gases se muestra en la figura
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3.4.2. El sistema completo consta principalmente de un tangue del gas de arrastre,

sistema de muestreo, columna, detector y registrador.
El gas de arrastre sale del tanque a cierta velocidad y flujo que se determinan por

valvulas reguladoras.

Sistema de muestreo

\ £ Columna
]
1

¥ «—- Detector

Horno —>j

L=

T

Registrador
gas de arrastre

Figura 3.4.2. Cromatégrafo de gases.

El sisterna de rmuestreo consta de una jeringa de inyeccion y el puerto de inyeccion.
Mediante la jeringa se toma una cantidad muy pequena de muestra (0.1 a 100 L
dependiendo de la columna) y se introduce al sistema cromatografico. El puerto de
inyeccion introduce la muestra en forma rapida y eficiente, y en el caso de una muestra
liquida volatil esta disefado para vaporizar por calentamiento la muestra. La
temperatura de ésta area depende de la volatilidad de los componentes, comuinmente

se halla en el intervalo de 200 a 250 °C. Se encuentran también sistemas de muestreo
para gases y solidos.

En la columna se efectia la separacién de los componentes. Esta columna se

encuentra en el interior de un horno donde se calienta y se regula la temperatura por
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un termostato. Se trabaja con temperaturas de 100 a 150 °C, aunque algunas veces se

utilizan temperaturas mas elevadas.

La columna cromatografica puede ser empacada o capilar. El material de elaboracién
frecuentemente es vidrio o metal. Las columnas de separacion poseen diferentes
caracteristicas fisicas. Una de estas es la longitud, que normalmente varia de 2 hasta

300 pies. Los diametros para columnas empacadas pueden ser de Y. y '/s de pulgada.

El detector esta disefiado para generar una senal electronica cuando un gas diferente
al gas acarreador eluye de la columna. Los detectores mas empieados son: detector de
conductividad térmica, detector de ionizacion de flama, detector de captura de electrén,
detector nitrogeno/fosforo, detector fotomeétrico de flama. detector de conductividad
electrolitica, detector de fotoionizacion, asi como también se han adaptado ai equipo
de CG el Espectrometro de Infrarrojo y Espectrometro de Masas. los detectores

anteriores son diferentes en el diserioc y permiten obtener diversa selectividad y

sensitividad.

Los detectores de CG estan disenados para gases y no liquidos, por lo cual son

calentados para prevenir la condensacion de los gases. La temperatura de trabajo

usualmente es de 200 a 250 °C.

El registrador proporcionara un grafico llamado cromatograma para obtener
informacion cualitativa y cuantitativa de los componentes en la mezcla. Los parametros
mas importantes para el andlisis cualitativo empleando la mayoria de los detectores
son el Hermpo de retencién y el tiempo de retencién corregido, asi cada compuesto

tiene un valor particular de tiempo de retencion que permite identificarlo.

El iempo de retencion de un componente en una mezcia se define como el tiempo que
transcurre desde la inyeccion de la muestra hasta el punto maximo del pico
correspondiente a este compuesto. Este parametro esta relacionado con la solubilidad
y presion de vapor de los componentes. Las substancias con alta presion de vapor y
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baja solubilidad en la fase estacionaria emergen rapido de la columna, substancias con
alta presion de vapor y alta solubilidad emergen lentamente, mientras que las

substancias con baja presion de vapor y alta solubilidad emergeran en un largo tiempo.

El tiempo de retencién corregido equivale al tiempo de retencion menos el tiempo
necesario para el pico del aire.

El analisis cuantitativo se basa en el hecho de que la cantidad de determinado
compuesto es directamente proporcional al area del pico obtenido en ef cromatograma.
Los métodos para determinar el area del pico son manuales o computarizados. La
determinacion manual! puede realizarse por los métodos de altura del pico,
triangulacion y media anchura. Los métodos computarizados miden el tamafo del pico
por la integracion del area de este.

En cromatografia, los problemas que se presentan comunmente son: disminucion del
tamano del pico. deformacion de la simetria del pico, alteraciéon del tiempo de
retencion, estabilidad y perturbaciones de la linea base, y presencia de picos no

esperados (Kenkel, 1994).

3.4.3 Cromatografia de Ligquidos de Alta Resolucion

La cromatografia de liquidos de alta resolucion es una técnica analitica empleada para
separar e identificar los componentes de una mezcla liquida. Se conoce generalmente
como HPLC (High Performance Liquid Chromatography). La separacion por HPLC

implica el flujo del liquido a través de la columna a alta presion, frecuentemente de
4000 a 6000 psi (libras/pulgada®).

La fase estacionaria al igual que CG es un sdlido de particulas muy pequefias

empacadas en el interior de la columna. La elucion de los componentes de la mezcla
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en la fase estacionaria puede realizarse por elucién isocrdtica y elucion de gradiente.
La fase moéuvil es un solvente liquido en el que se disuelven los componentes (o
soluto). Los solventes mas frecuentemente usados son hexano, cloruro de metileno,

cloroformo, tetrahidrofurano, acetonitrilo. isopropanol, metanol y agua.

Un diagrama del instrumento de HPLC se muestra en la figura 3.4.3. Consiste
principalmente de un contenedor de solvente (fase movil), bomba, sistema de
inyeccion, columna y detector. Ademas de estos componentes basicos, la unidad de
HPLC puede equiparse de un programador de gradiente, automuestreador, filtros en el

interior de la linea y sistemas de integracion computarizados.

Sistema de inyeccion

[ {bomba ) |

]
0l

r Detector fracciones

Columna —»

colectadas

Solvente

Figura 3.4.3. Diagrama de un sisterma de HPLC.

La bombas que se utilizan no pueden ser de cualquier tipo, son bombas capaces de

proporcionar altas presiones a fin de bombear la fase movil a través de la fase

estacionaria a una velocidad de flujo razonable, usualimente entre 0.5 a 4.0 mi/min.

Estas pueden ser bombas de presion constante o de caudal constante.
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El sistema de inyeccién como en CG introduce la muestra a la columna de

separacion. En HPLC la introduccion de la muestra es un problema especial debido a
la alta presion del sistema. Existen varias formas de realizar la inyeccion: inyeccién con

jeringa a través de septum. inyeccidon con paro de flujo e inyecciéon por medio de

valvulas.

Las colurmnas se seleccionan por el contenido de la fase estacionaria dependiendo el

tipo de cromatografia de estudio. Asi, existen columnas de fase normal, fase reversa,

adsorcion, intercarnbio iéruco y exclusion por tarnario.

Detector. La funcion de los detectores de HPLC es examinar la solucion que eluye de

la columna y producir una senal electronica proporcional a la concentracion del

componente individual presente en la mezcla. Los detectores mas populares en HPLC

son Absorcion en UV, Fluorescencia, Indice de Refraccion, Espectroscopia de

masas y electroquirmica (conductividad, amperometria).

E! analisis cualitativo y cuantitativo por HPLC es similar a cromatografia de gases. El
analisis cualitativo depende solamente del tiempo de retenciéon y tiempo de
retencion corregido, bajo ciertas condiciones experimentales el tiempo de retencion es

un valor particular para cada componente en la mezcla. Para realizar el analisis

cuantitativo se utilizan los mismos métodos de CG para medir el area del pico.

Las ventajas que ofrece HPLC son: rapidez, resolucion, sensibilidad, columnas

reutilizables y recuperacion de muestras. Dentro de las limitaciones se tiene una

instrumentacion costosa, elevado costo de operacion, y la falta de un detector universal

y sensible.

Los probiemas que surgen con HPLC estan asociados con la variacion de aita y baja
presion, fugas del sistema., burbujas de aire, canalizacion de columna, tiempo de

retencion disminuido y desviacion de la linea base (Kenkel, 1994).
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3.4.4 Tipos de cromatografia

A continuacion se describen brevemente dos tipos de cromatografia que fueron las mas

sobresalientes en las metodologias analiticas revisadas.

Adsorcion:

La adsorciéon es un tipo de cromatografia. Como el nombre lo indica el mecanismo de
separacion es la adsorcion en la superficie de un sdlido. La fase estacionaria consiste

de particulas sdélidas finamente divididas empacadas en el interior de un tubo.

Los diferentes componentes de una mezcla se adsorben en diferentes grados de fuerza
en la fase estacionaria, y mediante este mecanismo son separados. La naturaleza de la
adsorcion implica la interaccion de moléculas polares o moléculas con grupos polares
con una fase solida estacionaria muy polar. Esta fase sdlida muy polar es tipicamente
silica gel o alumina. Los componentes polares de la mezclta pueden ser acidos

organicos, alcoholes, etc. I.a fase movil puede ser un liquido o un gas.

Intercambio iénico:

Este tipo de cromatografia permite separar una mezcla de iones, sean organicos o
inorganicos. La fase estacionaria consiste de pequenas cuentas de resina polimero
que tienen muchos sitios ionicos de enlace en la superficie. Estos sitios intercambian
iones selectivamente conforme la fase movil se mueve a través de |a resina. Los iones
que se enlazan en la resina son separados de aquellos que no se enlazan.

La resina puede ser de intercambio aniénico o catiénico. La resina de intercambio

aniénico posee sitios cargados positivamente para intercambiar iones negativos,
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mientras que la resina de intercambio catidnico posee sitios cargados negativamente

para intercambiar cationes. La fase modvil puede ser solamente un liquido (Kenkel,

1994).

3.5 Espectroscopia de Emision Atomica - Plasma Acoplado

Inductivamente.
3.5.1 Conceptos tedricos

La técnica de espectroscopia de emision atdmica-plasma acopiado inductivamente es
una técnica que mide la luz emitida de los atomos de un elemento por espectrometria
Sptica. En la emision atomica, la muestra es sometida a una alta energia y temperatura
con el objeto de producir atomos en estado excitado capaces de emitir luz. En ICP

(Inductively Coupled Plasma) se emplea como fuente de energia un plasma,

El plasma es una especie de flama ionizada de un gas muy caliente tipicamente argon.
Es estabie e inerte quimicamente y desarroilla temperaturas muy cercanas a los 10,000

°K. En la mayoria de los casos, es casi la fuente de emision ideal (Jobin-Yvon,1989).

El espectro de emision de un elemento expuesto a esta fuente de energia consiste de
una coleccion de bandas correspondientes a las longitudes de onda permitidas,
comunmente llamadas lineas de emision. Este espectro de emisiéon puede usarse como
una caracteristica unica para la identificaciéon cualitativa del elemento. La técnica
puede también usarse para determinaciones cuantitativas de un elemento, para lo
cual se mide ia intensidad de luz emitida a la longitud de onda (1) de! elemento. La
intensidad de la emisidon a esta longitud de onda sera cada vez mas alta conforme se

incremente el nimero de atomos del analito (Kenkel, 1994).
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3.5.2 Instrumentacion

Los componentes basicos que consta el espectrofotometro de ICP son: sistema de
introducciéon de muestra (nebulizador, camara de spray), antorcha de plasma,
generador de radio frecuencia, la transferencia éptica 'y espectrémetro, e interface
y computadora. En la figura 3.5.2 se muestra un diagrama esquematizado de un

sistema ICP simultaneo (Thompson y Walish, 1989).

Sistema de introduccion de muestra. En principio la muestra puede estar en estado
solido, liquido o gaseoso. El método mas comun de introducir [a muestra dentro del
plasma es la inyeccion directa de liquido aerosol. Estos aerosoles pueden ser
formados ya sea por nebulizadores ultrasdnicos o por nebulizadores neumaticos. Se
pueden observar los siguientes tipos de nebulizadores neumaticos: flujo cruzado,

baoington y tipo concéntrico o jet.

Una forma alterna de la introduccion de muestra podra ser usada para aquelios
elementos que puedan formar hidruros, estos incluiran el arsénico, selenio, antimonio,

bismuto, estano, germanio y plomo.

La antorcha de plasma consiste de un tubo de cuarzo rodeado por una bobina de
induccion. El argon fluye hacia arriba. Cuando la energia de radio frecuencia es
aplicada a la bobina, un campo magnético intenso es desarrollado. Al momento de que
la chispa de la bobina de tesla es aplicada para producir un flujo electronico, el argén
se convierte en un gas conductor y los iones del gas con los electrones fluyen dentro
de un conjunto circular. lLas particulas cargadas, iones y electrones son acelerados en
el campo magnético oscilante produciendo calentamiento colisional. Con el flujo

apropiado de gas el plasma posee forma de toroide o dona.

La funcion del generador de radio frecuencia es proveer de potencia a la bobina de

induccion que rodea a la antorcha. Su frecuencia de operacién esta controlada por un
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cristal oscilador y opera a 27.12 MHz. Ultimamente para evitar fluctuaciones de voltaje
y obtener resuitados mas precisos. algunos instrumentos de ICP operan a 40.68 MHz.

Espectrometro de ICP. La funcion del espectrometro es analizar la radiacion emitida
por la fuente de plasma. La radiacion es dispersada por una rejilla de difraccion, de tal

forma que las lineas de resonancia del elemento sean aisladas. Las intensidades son

medidas por uno o mas tubos fotomultiplicadores.

Plasma

transferencia optica
[ESPECTROMETRO j

»

Generador de —————* . l

radiofrecuencia 1
. tubos de cuarzo FoTOTUBOS

Antorcha de plasma ——» l

1 gas de enfriamiento 4
gas auxiliar
entrada de argon—
bomba Camara de nebulizacion l
peristaltica AN J' )
4 — «— O ¢ o [COMPUTADORAJ
o0 >0 — oT

1—1‘2 N

N
\ Nebulizador
aerosol/ drenaje

entrada de argén gas

+— Muestra

Figura 3.5.2. Diagrarma esquematizado de un sistemna ICP sirnultdaneo.
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En el mercado existen dos tipos de espectrofotometros que son de usSo comun:
secuenciales y simultdneos. El espectrofotometro secuencial empiea un
monocromador de barrido a manera de aisiar las lineas analiticas del elemento en

secuencia. Una rotacion precisa de la rejilla, direcciona a las lineas espectrales
sucesivamente a travées de |la ranura de salida hacia el detector. Estos instrumentos
son muy versatiles, ya que permiten una amplia seleccion de lineas y elementos. En el
espectrofotometro simultaneo, la lectura es realizada directamente. Los fototubos son
colocados detras de un niumero de ranuras de salida localizadas precisamente en el
plano focal. Este sistema permite la medida de muchas lineas analiticas al mismo

tiempo. Un gran numero de ranuras y detectores pueden ser acomodados.

Interface y computadora. Las sefales de las lineas de emision obtenidas por los
fotomultiplicadores son procesadas por la electronica, la cual debera estar libre de
ruido electréonico y también debera ser lineal sobre seis diferentes magnitudes, de tal
manera de poder utilizar la linealidad

inherente del ICP que representa su mejor
ventaja.

Para obtener aita precision y exactitud debera contarse con electronica de alta

sensibilidad a través del paso del tiempo. Debido al alto volumen de datos generados,
computadoras de aita velocidad son usadas. Estas controlan [a operacion del
instrumento, adquieren y reducen Ia

infformacion y entregan reportes (Jobin-
Yvon,1989).

3.5.3 Aplicaciones

El ICP-AES determina trazas de elementos incluyendo metales, en solucion. El método

es aplicable a diversas matrices incluyendo agua superficial, muestras acuosas,

desechos industriales y organicos, suelos, lodos, sedimentos, desechos sélidos, aire,
plantas y tejidos de animales (EPA, 1989).
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Frecuentemente, 40 o mas elementos son determinados en un sola muestra. A una
razén de una muestra por minuto, 2400 determinaciones por hora son posibles. Esta
alta cantidad de muestras determinadas es ia ventaja mas importante del
espectrofotometro simuitaneo de ICP (Wallas,1989). Los niveles de deteccion que se

abtienen utilizando ICP se muestran en la tabla A2-1 (anexo 2).

3.5.4 Interferencias

Las interferencias de ICP-AES pueden ser espectrales (traslape de lineas espectrales
de otro elemento), fisicas (procesos de nebulizacidon, transporte de la muestra) y
quimicas (formacion de compuestos moleculares, efectos de ionizacién y vaporizacion
del soluto) (EPA, 1989).



4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

* La especiacion de aluminio, arsénico, cromo, mercurio y plomo en agua se cita en
una variedad de métodos de separacién y analisis desarrollados en los estudios de
investigacion. Generalmente, los métodos de separacién estan basados en procesos
de cromatografia liquida y gaseosa, intercambio ionico, extraccion, precipitacion y
quelatacion. Entre las técnicas de analisis destacan principalmente Espectroscopia de
absorcion atomica con flama, horno de grafito. vapor frio o generacion de hidruros,
Espectroscopia de emision atomica-plasma acoplado inductivamente, Espectroscopia
de fluorescencia atémica, Espectroscopia ultravioleta-visible y valoraciones

volumeétricas.

* En las metodologias analiticas se consideran como aspectos relevantes la
conservacion de muestras y limpieza del material, asi como las condiciones redox y pH

de las muestras, las cuales juegan un papel importante en los estudios de especiacion.

* Los estudios de especiacion permiten determinar principalmente las especies de los
elementos de interés que tienen importancia toxicoldogica y ambiental, que para tal
proposito es posible especiarlos de acuerdo a su estado de oxidacién y/o forma

quimica organica e inorganica.

* La informacidn recopilada sobre la especiacion de los elementos seleccionados
muestra que existe una gran variedad de metodologias disponibles para apoyar la

determinacion de especies en una diversidad de muestras de agua.

* Los estudios de especiacion se fundamentan en general, en el principio de
separacion de las especies por medios fisicos y quimicos antes de aplicar la técnica

analitica que puede ser la misma o diferente para cada especie.
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* Respecto a ia evaluacion de la metodologia de especiacion de arsénico en agua
sintética, la metodologia permite diferenciar el arsénico trivalente y pentavalente, sin
embargo. la determinacion de cada especie no es cuantitativa. La metodologia puede
modificarse en la parte experimental para obtener resultados analiticos satisfactorios.
Con base en la experiencia sobre la especiacion de arsénico, se recomienda que las

metodologias sean evaluadas antes de aplicarlas a casos particulares de estudio.

* En los estudios de especiacion se requiere tanto de equipos analiticos de gran
sofisticacion tecnoldgica como de personal técnico especializado para desarrollar o

aplicar las metodologias analiticas y utilizar los instrumentos analiticos.

* Es importante la evaluacion e implementacion de las metodologias de especiaciéon de
metales., por que en un futuro su aplicacion permitira establecer niveles de
concentracion de sustancias toxicas en las normas ambientales, ya que en la
actualidad solamente se exige la cuantificacion de cromo hexavalente en los Criterios

Ecologicos de Calidad de Agua CE-CCA-001/89 y cromo total en la NOM-127-SSA1-
1994.
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ANEXO 2

Tabla A2-1. Niveles de deteccién en mg/ L de diferentes técnicas analiticas.

Elemento |A. A. Flama A. A. Horno de| A. A. Hidruros Plasma Acop.
Grafito Inductivamente

Al 0.03 ** 0.00001 0.02

Sb 0.03° 0.0002 0.0001

As 0.1° 0.0002 0.00002 0.05

Ba 0.008 **° 0.00004 0.0005

8i 0.02° 0.0001 0.00002

8 0.7 **° 0.02 0.004

Cd 0.0005 © 0.000003 0.004

Ca 0.001 © 0.00005 0.0001

Cr 0.002 °© 0.00001 0.005

Co 0.006 © 0.00002 0.006

Cu 0.001 ° 0.00002 0.003

Au 0.006 © 0.0001

Fe 0.003 0.00002 0.003

Pb 0.01° 0.00005

Li 0.000s © 0.0003

Mg 0.00001¢ 0.000004

Mn 0.001 ° 0.00001 0.001

Hg 0.2° 0.002 0.000001'

Mo 0.03 **® 0.00002 0.008

Ni 0.004 ° 0.0001 0.01

Nb 1.00 *®* 0.02

P 50.00 ** 0.04 0.05

K 0.002 0.00002

Se 0.07 ¢ 0.0005 0.00002 0.05

Si 0.06 *° 0.0001

Ag 0.0009 °© 0.000005

Na 0.0002 0.0005

S 0.05 ¢

Ta 1.00** 0.02

Te 0.02° 0.0001 0.00002

14} 0.009 °© 0.0001

Sn 0.1 *° 0.0002 0.03

Ti 0.05** 0.0005 0.002

w 1.0°° 0.04

v 11.0*® 0.05

v 0.04 **° 0.0002 0.005

Zn 0.0008 © 0.000001 0.002

| 2r 04" 0.004




Las especificaciones de la tabla A2-1 son las siguientes:

Usar flama oxido nitroso-acetileno.

Usar spoiler en camara de spray.

Usar esfera de impacto en camara de spray.
Se requiere purgar.

.

Agregar 1.00 mg/L de potasio para control de la ionizacién.
' Usar accesorio de amalgamacion MHS-20 (Perkin-Elmer, 1982).



Con el objetivo de realizar la evaluacion de una metodologia analitica de especiacion,
se selecciond la metodologia descrita por Hasegawa et al (1994) para especiar
arsénico trivalente y pentavalente en una muestra acuosa. La metodologia describe la
complejacion del As (lil) con dietilditiocarbamato de dietilamonio (DDCDA) en CCl, y |a

determinacion por GH-EAA (Generacion de Hidruros-Espectroscopia de Absorcion

Atomica).

La evaluacion consistio en aplicar la metodologia reportada a una solucidén sintética
que contenia As(ill) y As(V) a una concentracion de 0.05 mg/L. de cada especie, y

analizar las soluciones obtenidas por GH-EAA.

Reactivos y material

Se prepararon las soluciones de As(lil) y As(V) a una concentracion de 0.1 mg/L a
partir de las sales As:0; y Na:HAsO,7H.O, respectivamente, solucion de
dietilditiocarbamato de dietilamonio 0.01M en CCl,, solucion amortiguadora de acetato
de sodio/acido acético a pH 5.0 y soluciones de NaClO al 5%, HCI 5 My NaOH 0.1M.
Los reactivos fueron de grado analitico y se empleé en las disoluciones agua
desionizada. El material de cristaleria y recipientes de polietileno se lavaron con acido

nitrico diluido y se enjuagaron con agua desionizada.

Equipo

Las determinaciones de As se realizaron por GH-EAA en un espectrofotometro de
absorcion atéomica marca Perkin-Eimer, modelo 1100B. Los analisis se realizaron
utilizando la linea de resonancia de As a 193.7 nm y SBW (0.7). La calibraciéon para

0.2 nm de absorbancia se realizé con una solucion de S0 ng/10 ml de As en medio




acido, la cual se preparo a partir de una solucion “stock” de As (1000 ug/ml). El blanco

utilizado para ajustar a cero fue 10 mi de HCl al 1.5%.

Procedimientos para evaluar la especiacion
Arséruco (lI):

1) Se mezclaron iguales volimenes de las soluciones de As®> y As®" que contenian
tedricamente 0.1 mg/L. para obtener una solucion final con 0.05 mg/L (C) de cada

especie (As”" y As®").

2) Un volumen de SO0 ml (V) de la solucion final se colocd en un embudo de
separacion, y se anadieron 30 mli de DDCDA/CCL, y 10 m! de la solucion

amortiguadora.

3) Se agitdo el embudo por 15 minutos y se separaron las fases, La fase acuosa se
desecho y la fase organica [(DDC)s As] se transfirid cuantitativamente a otro embudo

de separacion, al que se agregaron 30 m! de la solucion de NaOH.

4) Se agité el embudo por 15 minutos y se separaron las fases. La fase organica se
desechd y la fase acuosa (As®") se transfirié cuantitativamente a un matraz erlenmeyer,

al que se agregaron S mi de HCl y 5 gotas de NaCIO.
5) La solucion en el matraz se calentd por 25 minutos a una temperatura de 90 °C
aproximadamente. La solucion se dejo enfriar y después se agregaron 5 ml de HCl y se

aford a 50 mi (v) con agua desionizada.

6) Las muestras se analizaron una semana después por GH-EAA.



Arsénico total:

A partir de la solucion final que contenia las dos especies se determind el contenido de
arsénico total (Ast). Una muestra de 50 ml de la solucién se acidificd con 5 ml de HCl y

analizo por GH-EAA.

Resultados y discusion

Para fines estadisticos se realizaron cinco extracciones de As (lll) a partir de la misma
solucidén sintética. Las muestras primarias de As*, As®* y Ast, asi como las muestras
obtenidas de las extracciones (E, a Es) se analizaron cada una por quintuplicado. En la
tabla A3-1 se muestran los resultados de los cinco analisis para cada muestra. Se
observa que los valores obtenidos para todas las muestras varian de una
determinacién a otra. La variacion entre cada determinacion es posible atribuirla a la

forma de pipetear las muestras (microlitros) y a deficiencias en la calibracion del

equipo.

Tabla A3-1. Resultados de las determinaciones de las muestras primarias y de
las cinco extracciones realizadas (Ei).

Determinacion no.

1 2 3 4 5
Mueestra
As™ 0.0558 0.1196 0.1707 0 1533 0.1235
AsS> 0.0754 0.1076 0.0982 0.0878 0.0734
Ast 0.068 0.1287 0.09 0.1139 0.1153
B~ 0.2214 02484 0.2238 0.2214 0.2857
E.” 01476 0.126 0.145 0161 0. 121
= 0. 187 0187 0.123 0.15 0.201
E.~ 0.242 0275 0272 0.315 0316
E.* 0.16 0.325 0.263 0.1973 0.1948

valores en mg/L

* Referidos al volumen de aforo después de la extraccién, 50 ml.



En la tabla A3-2 se presentan los valores promedio para cada ruestra. Los valores
promedio de las cinco extracciones muestran que no se extrajo mas de 0.2840 mg/L de
As®’. Los porcentajes de extraccion de As>’ resultaron ser insuficientes, ya que estos
variaron deil 24 a 50% aproximadamente. En general, la escasa recuperacion del As?

por extraccion puede atribuirse a diferentes fuentes de error, como el tiempo

insuficiente de agitacion, la separacion no cuantitativa de las fases acuosa y organica
en los pasos de extraccion y re-extraccion, evaporacion del anailito en la destruccion de

la fase organica residual y la posibie oxidacion de! As>” en la muestra.

Se realizaron otras pruebas de extraccion variando el tiempo de agitacion (20 min), pH
(5.5-6.0) y utilizando una solucion de As®® preparada a partir de arsenito de sodio
(NaAsO:z). Los resultados mostraron que aun cambiando las anteriores condiciones se

obtuvieron porcentajes de extraccion deficientes (20-46%).

Tabla A3-2. Valores promedio de cada muestra y porecentgjes de las extraccones

realizadas.
Muestra promedio, mg/L ol (As3* extraido)
AST(O) 01129 -
As™ 0.0979 -
Ast 0.1118 -
E, (<) 0.2357 425
E, (o) 0 1401 24 84
E, () 0.1696 30.07
El(c) 0.2840 S0.35
Es (C) 0.2280 40 42

Los porcentajes de extraccion se obtuvieron aplicando las siguientes ecuaciones:

Cx wW2=M 1)

donde:

C. concentracion de As>, mg/L.
V. volumen inicial de extraccion, L.



M. masa de As®” por extraerse, mg.

2, factor de dilucion.

c x v/1000 =m (2)
donde:
c. concentracion de As>” después de la extraccion, mg/L.
v, volumen de aforo después de la extraccion, mi.

1000, factor de conversion.

m. masa de As>* extraida. mg.

E=m/M x 100 3)

donde:

E. arsénico (llIl) extraido, %.

Conclusiones

La evaluacion de la metodologia permitid concluir que es posible determinar el

arsénico trivalente de una mezcia de especies tri- y pentavalente, aun cuando la

determinacion no es cuantitativa. La consideracion de todas las posibles fuentes de

error y la eliminacion total o parcial de éstas, conducira a obtener resultados analiticos

mas significativos. El estudio mas profundo de todas las variables experimentales que
influyen en la determinacion del As (1l) permitira evaluar

metodologia.

completamente



Con base en esta experiencia se concluye que es necesario evaluar fas metodologias

analiticas antes de aplicarlas a casos particulares de estudio.




ABREVIATURAS

AAS Atomic Absorption Spectrophotometry

AES Atomic Emission Spectrometric

AFS Atomic Fluorescence Spectrometry

ATSDR Agency for Toxic Substances and Disease Registry

CE Capillary Electrophoresis

CNA Comisién Nacional del Agua

CVAAS Cold Vapour Atomic Absorption Spectrometry

CVAFS Cold Vapour Atomic Fluorescence Spectrometry

DIN-ICPMS  Direct Injection Nebulization - Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry

DPASV Differential Pulse Anodic Stripping Voltammetry

ECD Electron Capture Detection

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid

ETAAS Electrothermal Atormic Absorption Spectrophotometry

FG-AAS Graphite Furnance Atomic Absorption Spectrormeter



Fl

GC-ECD

GC-LSS

GC-MIP

HG-AAS

HPLC

Ic

ICPMS

MAS

NAA

NOM

PIC-HPLC

uv-vis

Flow Injection
Gas Chromatography Electron Capture Detection

Gas Chromatography Liquid Scintillation Spectrometric
Gas Chromatography Microwave Induced Plasma Emission Detection
Hydride Generation Atormic Absorption Spectrophotormnetry
High Performance Liquid Chromatography

lon Chrormatography

Inductively Coupled Plasma Mass Spectrophotometry
Molecular Absorption Spectrophotometry

Neutron Activation Analysis

Norma Ofical Mexicana

Pairing lon Fligh Performance Liquid Chromatography

Ultraviolet - Visible Spectrophotometry



GLOSARIO

Agente toxico. Cualquier sustancia capaz de producir un efecto nocivo sobre los
organismos vivos.

Cromoéforo: Es un grupo funcional aislado capaz de absorber radiacion visible y/o
ultravioleta (800-200 nm).

Depositacion acida: Se refiere a la depositacion en la superficie de la tierra de acidos
acuosos, gases acidos (como SO») y sales acidas (NH.HSO,).

Elucion: Es el proceso de extraccion de un componente a partir de otro.

Eluyente: Es un liquido usado para extraer un componente a partir de otro. como en
cromatografia.

Intercambio iénico. Proceso de remocion de aniones o cationes especificos disueltos

en agua, a través de su reempiazo por aniones o cationes de un medio de intercambio,
natural o sintético, con el que se pone en contacto.

Lluvia dacida: Precipitacién de gotas de agua que al entrar en contacto con SO, y NO,
del aire contaminado y por accion fotoquimica, toma un caracter marcadamente acido.

Metaloide: Elemento con propiedades de los metales y de
Denominacion de 1os semimetales o elementos de transicion.

los no metales.

pH: Es el iogaritmo en base 10 de la concentracion de iones hidrogeno con signo

negativo; sirve para indicar la concentracion de iones hidrogeno o de iones hidroxilo en
tas disoluciones acuosas.



Precipitacion pluvial: Caida del agua en cualquiera de sus formas (lluvia. nieve,

granizo).

Toxicidad: Capacidad inherente a un agente quimico de producir un efecto nocivo

sobre los organismos vivos.



	Portada
	Índice
	Resumen
	1. Introducción
	2. Especiación
	3. Técnicas Analíticas
	4. Conclusiones y Recomendaciones
	Referencias
	Anexos



