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1.- RESUMEN

El arsénico, es un elemento metélico altamente toxico y se encuentra ampliamente
distribuido en la naturaleza (alrededor del 5 x 10 % de la corteza terrestre), si a ello
sumamos el hecho de que el hombre a través de la industrializacion ha incrementado
su presencia en el medio ambiente, representando asi un gran riesgo para la salud
humana. Ejemplo de ello, es que en una zona contaminada, el excedente del metal
puede migrar a través de las lluvias y los rios a los mares, donde la biota marina tiende
con facilidad a bioacumularlo. El consumo de estos alimentos con niveles de arsénico
“altos”, puede causar en el humano enfermedades como cancer de pulmon, de vejiga,

de rifon, enfermedades cardiacas, etc.

Por lo tanto, el presente trabajo estuvo enfocado en la determinacion de arsénico en
productos alimenticios marinos, en especial las algas utilizadas en la preparacion de
“sushi” y afines. Para ello, se emple6 como técnica de tratamiento de muestra la
Extraccion Acelerada con Solventes y la medida de arsénico se realiz6 empleando la
combinacion de la Generacion de Hidruros con Plasma Inductivamente Acoplado-

Espectrometria de Emision Optica.

En los ensayos de optimizaciéon de la Extraccion Acelerada con Solvente se logré
obtener un 92 % de recuperacion con un DSR del 3 %. Se logré determinar arsénico en
el orden de los 0,6 pg/g. En las muestras en estudio de algas Nori, no se encontraron

valores detectables de arsénico.



2. INTRODUCCION

2.1. Metales traza, interaccion y toxicidad con los sustratos biolégicos

En las dltimas décadas se han desarrollado técnicas y métodos de analisis que han
permitido determinar los metales en O6rdenes de concentracién cada vez méas bajos,
generando una serie de definiciones como metales traza, ultra-traza, etc. A pesar que la
denominacion de compuestos 0 elementos traza pareciera tener una connotacion
meramente cuantitativa, esta supeditada a su influencia sobre un medio determinado,
en conjuncion con la disciplina que lo esté evaluando. Por ejemplo, desde el punto de
vista clinico se define como elementos traza aquellos que representan menos del 0,01
% de masa corporal, desde el punto de vista geoldgico concentraciones en los suelos
menores a 0,1 % y para los botanicos son nutriente menores al 1,0 %. Por lo tanto,

podemos concluir que la definicién de elementos traza es un concepto relativo.

Una vez que los metales traza comenzaron a ser identificados y cuantificados se logré
medir sus efectos sobre un sistema determinado, lograndose comprender que pueden
jugar un rol importante en la vida de nuestro planeta, para ciertos organismos algunos
metales son considerados necesarios, mientras que otros son catalogados como
perjudiciales. En todo caso, los elementos trazas sean esenciales o no, pueden ser
toxicos o beneficiosos, dependiendo de su concentracién en el organismo. Para cada

elemento en particular, existe un rango de concentraciones consideradas optimas.

El beneficio o la toxicidad de los metales pesados en los sustratos biolégicos va a
depender de muchos factores: pH, formacion de quelatos, concentracion de aniones

inorganicos, carga eléctrica, capacidad de coordinacion, posibilidad de poseer estados



multiples de oxidacién (valencia), etc. @ Tanto es asi, que se ha establecido que una
vez que los metales logran introducirse en el medio ambiente, su toxicidad es funcién
en gran medida de la forma quimica en la cual se encuentra dicho elemento. Esta
diversidad de efectos sobre el medio, que se ha relacionado con la forma quimica
especifica de un elemento, ha sido aceptada y estudiada por los diferentes campos de
la ciencia médica, entre las que podemos mencionar: toxicologia, epidemiologia,
fisiologia, farmacologia, medicina preventiva, quimica clinica, quimica ambiental,
biologia molecular, etc. Pero, desde el punto de vista fisiolégico, uno de los aspectos
gue mas interesa es su toxicidad. Se ha reportado una gran variedad de interacciones
perjudiciales entre los metales y los sustratos bioldgicos, de los que podemos
mencionar: bloqueo de los grupos funcionales de moléculas biolégicamente
importantes, alteracion del sistema de transporte de iones o nutrientes esenciales,
sustitucion de metales o iones esenciales de biomoléculas, modificaciones
conformacionales, desnaturalizacion e inactividad de enzimas, etc. Todas estas
interacciones afectan de alguna manera el metabolismo celular (respiracion, actividad,

sintesis del ribosoma, transporte, etc.). *!

En el orden de ideas descritas en los parrafos anteriores, podemos deducir la
importancia de generar o desarrollar métodos y técnicas de analisis sencillas y practicas
para la determinacion rutinaria de metales trazas. En el presente trabajo hay un interés
particular en la determinacion de arsénico en alimentos proveniente del mar, ya que
debido a su alta toxicidad en bajas concentraciones, sumada al hecho de ser
bioacumulado por organismos marinos, lo hace especialmente interesante. Por lo tanto,
haremos un ligero resumen de las normas y técnicas a emplear en la instrumentacién
analitica para la determinacion de metales traza, haciendo énfasis en las empleadas

para la determinaciéon de arsénico y las escogidas para el presente trabajo.



2.2. Determinacién analitica de metales traza

Un aspecto a tomar en cuenta al momento del andlisis de metales y en especial en el
orden de traza son: el muestreo, el almacenado, la preservacion y el posterior
tratamiento de la muestra, ya que esto puede conllevar a cambios en la composicién
original de las especies en estudio. En cuanto a la determinacion cuantitativa
propiamente dicha de metal traza, entre las técnicas mas utilizada esta la
espectroscopia atoOmica. Esta técnica de andlisis relaciona la cantidad del analito
presente en la muestra con las intensidades de las lineas espectrales de absorcion o
emision atdmica. Dichas lineas son ocasionadas por las transiciones electronicas entre
los diferentes estados de energia y es caracteristica de cada atomo, propiedad que le
confiere una alta especificidad y sensibilidad para el andlisis quimico . A continuacion
describiremos en detalle algunos aspectos de interés relacionados con la determinacion

de metales traza.

2.2.1. Muestreo y almacenado de las muestras

Uno de los primeros inconvenientes que se pueden presentar en el analisis de metales
traza son: un muestreo poco representativo, mal almacenamiento y posible
contaminacion, con la probabilidad de producir cambios quimicos en la muestra. Para
obtener informacion efectiva y veraz, es necesario mantener la concentracion original

después de realizar la preparacion de la misma .

En el paso inicial, es decir en la recoleccién de la muestra, se debe garantizar que esta

sea representativa de la poblacién a muestrear. Por ejemplo, la heterogeneidad de la



misma es un factor importante a la hora de escoger el tamafio del lote a analizar, por lo

tanto de deben tomar precauciones en tal sentido.

Por otra parte, al momento de la recoleccion se debe considerar la preservacion de la
misma. En caso de muestras liquidas se debe prever el efecto “pared”, que se puede
presentar si no se escoge correctamente el material contenedor. Cuando esto ocurre,
se produce la absorcibn o adsorcion de la muestra en la pared del mismo.
Generalmente se utilizan &acidos para la limpieza de estos materiales, por ejemplo, el
acido nitrico, pero si queda algun residuo de este en el contenedor puede ocurrir
oxidacion de las especies a analizar. Por esto se deben escoger acidos no oxidantes,

como el HCI B!,

En el almacenamiento de la muestra también se pueden presentar algunos problemas,
la refrigeracion generalmente es un procedimiento aceptable pero pueden ocasionarse
ciertos cambios en las especies. Por ejemplo, se ha reportado que la Arsenobetaina
(AsB) congelada a 4 “C por varios meses puede descomponerse principalmente a oxido
trimetilarsinico. También el sellado del contenedor debe tomarse en cuenta debido a
gue, al exponer la muestra con el contacto del aire, se produce oxidacion o puede

ocurrir mas facilmente la volatilizacion ©*

La liofilizacion de la muestra es un de los métodos mas comunes y efectivos para la
preservacion de la mismas, en especial para evitar los cambios en la composicion

guimica, cuando se desea llevar sobre una base seca.



En todo caso, si bien es cierto que la recoleccion, almacenado y preservacion de las
muestras siguen un procedimiento comun, va a depender del tipo de muestra, su matriz
y los analitos en particular que se desean determinar. Una vez, cumplida estas primeras
etapas las siguientes corresponden al pre-tratamiento y posterior tratamiento de la

misma (en caso que sea necesario).

2.2.2.- Tratamiento de las muestras

En la mayoria de los casos, para el analisis instrumental de un analito en una matriz
determinada, se requiere que este se encuentre en la forma quimica requerida para el
analisis. Esto conlleva no solo a la transformacion del analito para alcanzar la forma
guimica apropiada para su medicién, sino que puede requerir la transferencia de
algunos analitos a una matriz diferente. Esto ultimo puede ser llevado a cabo por

procesos de dilucion, disolucion, digestion, extraccion, etc.

Previamente antes de someter la muestra a cualquier proceso de transformacion se
debe garantizar ciertas condiciones, lo cual llamamos pre-tratamiento. Por ejemplo, en
el caso de muestras solidas humedas se deben secar, normalmente empleando una
estufa a determinadas temperaturas. Sin embargo, en ciertos casos puede ocurrir
perdida de los metales volatiles o descomposicion de los analitos de interés, en tales
situaciones una de las metodologias mas recomendada es la liofilizacién (secado en
frio, con alto vacio). Otro ejemplo es el caso de muestreas sdlidas heterogéneas, las
cuales deben ser pulverizadas a un mismo tamafio de particulas. Una vez garantizadas
las condiciones idéneas de la muestra, se requiere llevar en el analito a disolucion y

para ello existen diversas metodologias:



Disolucién. Este procedimiento relativamente sencillo, se puede llevar a cabo cuando
es facil disolver la muestra o al menos parte de ella donde se incluyen los analitos de
interés. Las disoluciones deben ser homogéneas, por lo cual es de vital importancia
encontrar el disolvente adecuado, basandonos en el viejo aforismo de que “lo
semejante disuelve a lo semejante” ya que las interacciones entre el soluto y el
disolvente deben ser de la misma naturaleza. Los procesos de disolucién pueden ser
acelerados agitando o calentando suavemente, permitiendo asi que el proceso de
solvatacion se llevo a cabo completamente. En algunas ocasiones las disoluciones se
puede facilitar utilizando ultrasonido, siendo esta una técnica de agitacion mediante

vibraciones sonoras superiores al nivel auditivo humano .

Digestion. Es una técnica que nos permite llevar la totalidad de la muestra a estado
liquido, bajo condiciones vigorosas, poniendo en contacto la misma con acidos, bases,
agentes oxidantes, etc. Este procedimiento puede implicar algunas complicaciones,
como la transformacion del analito de interés en especies volatiles, lo cual conlleva a la
perdida y por ende el andlisis genera un resultado por debajo del esperado. Para paliar
esto, el procedimiento de digestion se puede llevar a cabo en recipientes cerrados. Los
tratamientos de digestion varian dependiendo del tipo de muestra sobre la que se esta
trabajando, una variacion de esta técnica es conocida como calcinacion, la cual
consiste en oxidar los compuestos organicos, quedando los compuestos inorganicos
en las cenizas resultantes, las cuales se pueden llevar a estado liquido mediante el
método de disolucion. La digestién también se puede llevar a cabo mediante el uso de
radiacion de microondas, permitiéndonos asi tener mayor control de la temperatura y
menor tiempo de tratamiento, ademas facilita la digestidn en recipientes cerrados

asegurandonos asi un analisis exacto y preciso de metales traza y ultra-traza.



Existe un método aun mas drastico en caso de que la digestion no pueda llevarse
completamente, este es conocido como fusion, el cual consiste en calentar la muestra
con aproximadamente 10 a 20 veces su peso de un agente oxidante fuerte, acido o
base que se mantengan en estado solido a temperatura ambiente (fundente). Al
calentar se obtiene una disolucibn homogénea, la cual al dejar enfriar solidificara como
un solido homogéneo. Posteriormente este solido se trata con un solvente adecuado
para llevarlo a estado liquido. La fusion puede ser utilizada cuando no se puede llevar a
cabo una digestién acida o basica por diversas razones. Tiene el inconveniente de la

posible perdida de metales volatiles ..

Extraccion. La extraccion propiamente dicha, puede definirse como un proceso de
separacion en el cual el o los analitos de interés se reparte o distribuye en dos fases
diferentes, por efecto de las diferencias de interaccion de orden fisico-quimico de los
analitos con ambas fases ). Este proceso normalmente ocurre entre dos liquidos
inmiscibles o entre un sélido y un liquido. Se puede llevar a cabo siempre y cuando se
garantice una buena transferencia de los analitos de utilidad a la fase deseada. Nuestro
interés particular esta orientada a la extraccion liquida-sélida, la cual se ha empleado
para la separacidn selectiva de especies metalicas en matrices como suelos,
sedimentos, plantas, alimentos, tejidos bioldgicos, etc . A continuacién haremos una

revision de los métodos instrumentales para la extraccién liquido-sélido.

Extraccion Soxhlet. La técnica consiste en una extraccion continua,
donde el disolvente entra en contacto con la muestra de forma sucesiva.
331 El disolvente hierve en un matraz y sus vapores ascienden por un
tubo lateral, condensan en el refrigerante y el condensado gotea a través
del sélido, retornando saturados de soluto al balén. Se emplea un equipo

bastante sencillo y se usa tradicionalmente para el proceso de



extraccion de materia orgénica, ya que es mas eficiente que las técnicas
tradicionales, sin embargo, se requieren largo tiempos de andlisis,
grandes cantidades de disolventes, uso de disolventes téxicos, gran
consumo de agua Yy electricidad. La difusividad del disolvente es lenta,
intercambio de energia poco eficaz y extracciéon poco selectiva .

Extraccién en fase sélida (SPE, Solid Phase Extraction). Se basa en
la particion entre una fase liquida (matriz) y una fase sélida (adsorbente)
y se logra pasando la muestra liquida a través de una columna o
cartucho que contiene el adsorbente, el cual retiene al analito, y la
recuperacion subsecuente mediante la elucion con el disolvente
adecuado. ElI mecanismo de retencion depende de la naturaleza del
adsorbente, y puede incluir adsorcion simple, procesos para quelatar el
analito, intercambio idnico, etc. Los compuestos pueden ser

selectivamente pre-concentrados mejorando los limites de deteccion 7.

Extraccion con sonda de ultrasonido (UPS, Ultrasound probe
sonication). Este método frecuentemente es utilizado para remover
particulas de un sustrato o para acelerar procesos de mezclado, sin
embargo se ha empleado para acelerar los procesos de extraccion. Se
emplean bafos ultrasénicos estandar operando a 40 KHz, muy faciles
de implementar y tienen una alta eficiencia. Aqui se induce la cavitacién
acustica, provocada por la formacion de burbujas a partir de ondas
sbénicas en un liquido continuamente comprimido y descomprimido.
Como resultado se obtienen temperaturas y presiones extremas

generadas puntualmente en seno el liquido, y como consecuencia los



sélidos presentes en el disolvente, pueden ser extraidos dentro del

medio liquido con mayor rapidez que en otros métodos clasicos .

Extraccién con fluidos supercriticos (SFE, Supercritical Fluid
Extraction). Los fluidos en estado super-critico son un avance en la
reduccidn de consumo y exposicién a disolventes organicos. Una de las
propiedades de estos fluidos es su baja viscosidad y bajos coeficientes
de difusion, contribuyendo a la rapida transferencia de masa e
interacciones de intercambio a nivel molecular. Sin embargo, los fluidos
gue poseen puntos criticos estan limitados, siendo el CO; el fluido
super-critico mas utilizado para extraccion. EI medio en este tipo de
extraccion no es téxico, no es inflamable, es relativamente de bajo costo
y poseen una temperatura critica baja . Se requiere de instrumentacién

especial.

Extraccion asistida por microondas (MAE, Microwave assisted
extraction). En este tipo de extraccidon la muestra sélida es calentada
rapidamente en un solvente polar con energia de microondas. La
instrumentacién requiere de un generador de microondas de bajo poder
enfocado, generalmente de 20-90 W (lo cual es cerca del 10 % de la
capacidad maxima permitida por los sistemas comerciales). Se puede
emplear para acelerar la extraccion de compuestos organometalicos sin
afectar los enlaces metal-carbono, mientras se trabaja a presion
atmosférica. La extraccién asistida por microondas reduce el tiempo
necesario para la extraccion a s6lo minutos. Sin embargo, esté afectado

por interferencias potenciales debido a la presencia de energia de

10
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microondas absorbida por materiales presentes en la matriz, como

materiales ferrosos ["%

e Extraccién acelerada con solvente (ASE, Accelerated Solvent
Extraction). La extraccion acelerada con solvente (también conocida
como extraccion con liquido presurizado) es una técnica que produce
extractos mas limpios que los dados por los procedimientos clasicos de
extraccion de compuestos de matrices complejas que consumen o
requieren una mayor cantidad de tiempo para la extraccion BY. Para el
desarrollo de esta técnica se utilizan disolventes tanto organicos como
inorganicos a presiones y temperaturas elevadas, lo que facilita las

extracciones de muestras solidas, haciéndolas rapidas y efectivas.

El proceso consiste en bombear el solvente a través de la celda donde
se encuentra la muestra y se calienta por un tiempo preestablecido. La
mayoria de los sistemas pueden programarse para aumentar o disminuir
la temperatura del disolvente y la celda. Luego se utiliza gas comprimido

para presionar el solvente a través del filtro hasta el vial colector 12,

2.2.3.- Técnicas espectroscoOpicas para la determinacion de metales traza

En cuanto a la determinacion cuantitativa de metales traza, una de la técnica mas
utilizada es la espectroscopia atomica. De las diferentes formas de atomizacion de la
espectroscopia atdémica, la que emplean fuentes de atomizacién electrotérmica y las de

fuentes de atomizacion con plasma inductivamente acoplado cumplen con la condicion
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de mayor sensibilidad. Esta ultima es mas adecuada y practica para un analisis rutinario

de metales traza y es de nuestro interés particular.

En la Ultima década la fuente de atomizacion con plasma inductivamente acoplado y
deteccion de masas (ICP MS, inductively coupled plasma mass spectrometry), es capaz
de medir concentraciones en el orden de traza y ultra traza, minimizando pasos previos
de preconcentracion y manipulacién de las muestras. La limitante es el alto costo tanto
de los equipos como de los analisis realizados por el mismo (consumibles). En contra
posicion, el plasma inductivamente acoplado con deteccion oOptica (ICP OES, inductively
coupled plasma optical emission spectrometry), a pesar de no poseer limites de
deteccion tan bajos como ICP MS, se presenta como una alternativa interesante. Posee
una aceptable sensibilidad, un amplio rango dinamico lineal y costos operativos

bastante inferiores ™31,

ICP OES. El plasma se puede definir como la coexistencia en un espacio confinado de
iones, electrones y especies neutras de un gas, normalmente inerte como argon o helio.
El dispositivo por el cual se forma el plasma es denominado antorcha (Torch, del ingles,
como comunmente es nombrada), la cual consta de tres tubos concéntricos de cuarzo,
rodeados de una espira de carga, alimentada por un generador de radiofrecuencias,
con el objetivo de suministrar la energia necesaria para mantener el plasma, una vez

encendido.

Para generar el plasma se hace circular un flujo de gas argén, alimentado
tangencialmente en el espacio anular entre el tubo exterior e interior de la antorcha.

Cuando se acciona la radiofrecuencia, la bobina induce un campo magnético oscilante



13

con lineas de fuerza orientadas axialmente al interior de los tubos de cuarzo. En ese
momento, se produce una descarga eléctrica para generar electrones en el seno del
gas, los cuales son arrastrados y acelerados por el campo magnético, circulando en el
espacio anular del centro de la “torch”. Los electrones chocan con las moléculas del gas
produciendo la ionizacién del mismo, siguiendo una reaccién en cadena y manteniendo
el plasma encendido. El plasma producido de la manera descrita, es observado con una
mancha débil en el centro de la base, a través del cual es introducido mas gas argon
conteniendo la muestra, tal y como se muestra en la figura 1. El plasma puede alcanzar
hasta los 10.000 °K, pero las zonas de uso analitico tienen una temperatura entre los
5000 y 6000 °K 113-°

_\\l'l \AAVAV Ve o Zona de observacién
www> analitica

Espiras de
induccién

> Aerosol de Muestra + Ar

Figura 1. Esquema de la antorcha del plasma.
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La muestra normalmente entra al plasma en forma de un nebulizado muy fino,
seguidamente sufre una serie de cambios fisicos, comenzando desde
precalentamiento, desolvatacion, pasando a estado gaseoso, fragmentacion,
rompimientos de enlaces y posteriormente conversion a estado atomico. En la mayoria
de los casos, el proceso final es la transformacion a ion excitado, debido principalmente
a las colisiones con las diferentes especies de argén. Finalmente, la radiacion emitida
por los atomos o iones excitados en el plasma es enfocada por el sistema Optico, para
ser dispersadas por los dispositivos de monocromacion y posteriormente enfocada al
moédulo de deteccién. Los disefios comerciales modernos, permiten un alto grado de
automatizacion. En la figura 2 se muestra un esquema completo del sistema de

alimentacion y medida del ICP OES.

Monocromador

Generador de

frecuencia

\
|
Radio : :
]
|
1
1
1

Bomba
Peristdltica

Drenaje &/

Figura 2. Sistema de alimentacion y medida del ICP OES

Cdmara de



2.2.4. Sistema de Introduccién de muestras al ICP OES.

15

La introduccion de la muestra al plasma es considerado uno de los pasos mas criticos

del andlisis, ya que de ella depende mucho la sensibilidad y reproducibilidad del

sistema

[15]

. Las muestras pueden ser inyectadas en cualquiera de sus estados fisicos,

bien sea gas, liquida y sodlida, a continuacion haremos una breve descripcion de cada

uno de ellos.

Introduccion de muestras en estado gaseoso. La introduccion de
muestras en forma gaseosa es el caso ideal, ya que ofrece numerosas

(18 alta eficiencia en el transporte, se eliminan o minimizan

ventajas
muchas interferencias no especificas, no requiere de pasos de
desolvatacion y evaporacion, por lo tanto mayor eficiencia en el
transporte de energia del plasma para los proceso de atomizacion e
ionizacion. El problema fundamenta, es que la mayoria de las muestras
para analisis de metales no se encuentran en estado gaseoso 0 son muy
dificiles de volatilizar, por lo tanto, el analisis por esta via esta limitado.
Entre los dispositivos de introduccion de muestras en forma gaseosa
tenemos la generacion de vapor quimico, del cual hablaremos en detalle

en la seccion 2.5.



Introduccion de muestras en estado liquido. La alimentacion de
muestras en forma liquida es la mas empleada para medir en el ICP
OES, y normalmente es introducida al plasma en forma de un aerosol
muy fino, producido por unos dispositivos denominados nebulizadores.
Posteriormente el aerosol de muestra pasa inmediatamente a una
camara para la seleccion de las gotas finas, seguidamente entra a tan
alta velocidad al plasma que lo penetra fisicamente, dejando un orificio a
través de este (en la figura 1 es mostrado como una banda moteada
sobre el plasma). La introduccion de muestra liquida en forma de
nebulizado es el sistema mas reportado, y existen muchos mecanismos
de producirlo, en la seccion 2.4 abundaremos mas, sobre estos detalles.
Posee ciertas virtudes "1, como: manipulacién sencilla de la muestra,
permite realizar diluciones simples, estabilidad y reproducibilidad de la
sefial y en cuanto a sus limitaciones, se reporta baja eficiencia de

transporte y dependencia de la matriz.

16



Introduccion de muestras en estado sélido. Por otra parte, también
existe la posibilidad de introducir las muestras en estado solido,
ofreciendo las siguientes ventajas: la muestra normalmente es analizada
en su forma natural, al ser poco tratada, la contaminacion con reactivos
es minima, los tiempos de analisis se ven reducidos, emplea pequefias
cantidades de muestra, etc. En contraposicion, es altamente
dependiente de las caracteristicas fisicas de la muestra, la
heterogeneidad de la muestra resulta ser muy importante, ya que al
consumir pequefas cantidades de la misma es fuertemente dependiente
de este factor, a su vez, esto acarrea problemas de reproducibilidad 2!,
Entre los métodos de introduccion de muestras via solida podemos
mencionar, ablacion con arco, chispa o laser y la nebulizacion en

suspension coloidal 9.

17

Enfocaremos nuestra atencion, a los sistemas de introduccion de muestras en forma

liquida y gaseosa, ya que son los que empleamos en el presente trabajo.

2.2.4.1. Sistemas de introduccién de muestras en estado liquido en el ICP OES

Como mencionamos anteriormente, el empleo de muestras en estado liquido es la

manera mas comun y practica de introduccién al plasma. Normalmente la muestra

liquida entra al plasma en forma de gotitas muy pequefias dispersas en un gas,

denominado aerosol o nebulizado.

Un nebulizador eficiente debe cumplir ciertas caracteristicas %, entre las que podemos

mencionar: el nebulizado debe tener alta uniformidad de gotas, en especial lo mas

pequefas posibles, debe poseer una velocidad uniforme y compacta (baja dispersion),
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alta eficiencia en el transporte del analito, no debe perturbar considerablemente el
plasma, debe nebulizar disoluciones con altas cantidades de sélidos disueltos, debe ser

robusto, de facil manipulaciéon y econémico.

Tratando de cumplir con la mayoria de los requisitos anteriores, se han probado varios
mecanismos de nebulizacién, entre los mas importantes podemos citar: la nebulizacion
neuméatica, nebulizacién ultrasénica, termospray, electrospray y nebulizacion hidraulica.
De los mecanismos de nebulizacibn mencionados anteriormente, la nebulizacion
neumatica es la mas empleada, esto se debe a lo sencillo, rapido, reproducible,
economico y adaptable de los dispositivos empleados para tal fin, por lo tanto haremos

una descripcion de dicho mecanismo de nebulizacion.

Nebulizacion neumatica. Durante la nebulizacion neumatica la energia cinética del
flujo de liquido y gas nebulizante es aprovechada para producir un aerosol muy fino “°.
Consiste en hacer pasar la disolucion de muestra a través de un capilar bastante
estrecho, la parte final de este se hace combinar con gas a un flujo relativamente alto,
como consecuencia de dicha conjuncion se logra la dispersion del liquido en gotas muy

pequefas llamadas aerosol primario.

Los nebulizadores neumaticos producen gotas de tamafios muy diversos, las gotas mas
grandes son poco aprovechadas y van al desecho, no asi para las gotas mas pequefias
donde el proceso de evaporacion de solvente y volatilizacion de soluto es casi
instantaneo. En la nebulizacion neumética la distribucion del tamafio de las gotas es

funcién de las propiedades fisicas de la disolucién, como viscosidad, densidad y tensién



19

superficial, asi como, de los pardmetros operacionales del nebulizador mismo, como

caudal del gas, flujo de liquido de muestra, etc. 2,

A pesar que la nebulizacibn neumatica es la mas empleada, debido a lo practico,
sencillo y reproducible, presenta ciertas desventajas. Los dispositivos para producirla
consumen cantidades relativamente grandes de muestra, entre 0,5 a 2,0 mL/min, estas
elevadas tasas de aspiracion impiden el analisis de muestras en cantidades limitadas.
Por otra parte, tienen problemas para nebulizar muestras con contenidos elevados de
sélidos disueltos y presenta baja eficiencia de nebulizacion. Es reconocido que el
sistema de alimentacion de muestras con nebulizacion neumatica es una de las areas
mas criticas del instrumento y es considerada el talon de Aquiles de la misma, se
estima que apenas menos del 5 % de la cantidad total de muestra inyectada, es la que

es aprovechada efectivamente por el plasma 4.

Los tipos de nebulizadores neumaticos comiunmente empleados en las configuraciones
de los instrumentos de ICP OES son: el nebulizador flujo cruzado y el nebulizador
concéntrico. La elevada popularidad de estos nebulizadores se debe a que son

simples, estables y faciles de operar.

En el nebulizador tipo concéntrico, la disolucion de muestra pasa a través de un capilar
rodeado por una corriente de gas a alta velocidad, produciendo la disrupcién del liquido
en un aerosol. Presenta una buena sensibilidad y estabilidad, pero es susceptible a

U en la figura 3 se muestra un diagrama de dicho nebulizador. Son

bloquearse
construidos en diferentes materiales, pero el mas comdn es el vidrio. Se puede
conseguir en varias configuraciones de acuerdo al extremo del capilar (nozzle), en

funcién del flujo de gas empleado, el mas comercial es el tipo Meinhard.
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Por otra parte, el nebulizador tipo flujo cruzado, fue el primer nebulizador utilizado con
los fines de alimentacion de los equipos de ICP OES. Consiste de un capilar que
transporta el liquido en angulo de 90 grados con respecto a un segundo capilar, que
presenta una corriente de gas a alta velocidad, la intercepciéon de ambos fluidos
produce el aerosol. Los dos capilares se encuentran ajustados en un cuerpo de
politetrafluoroetileno (PTFE), y la posicion relativa de ambos puede ajustarse para
obtener una mayor eficiencia en el nebulizado (figura 4). Son menos eficientes que los
concéntricos, pero también es menos susceptible a bloquearse y es ideal para
disoluciones con alta carga de sélidos disueltos 2.

Otros tipos de nebulizadores comunes son el Babington y nebulizador tipo surco en
forma de V (V groove, en inglés), ambos pueden ser considerados como nebulizadores
tipo flujo cruzado. En el Babington ** el liquido es bombeado sobre la parte externa de
una esfera hueca, y una vez ubicado sobre la superficie de la misma, se forma una
pelicula muy fina. Un gas es forzado a pasar a través de una rendija desde la parte
interna de la esfera, impactando sobre la superficie de la misma, produciendo el
aerosol. En el V groove ¥ la muestra emerge de un capilar y converge con el gas a alta
velocidad, la disposicion de estos orificios esta en forma de V. Son empleados para
disoluciones con alto contenido salino y conveniente para disoluciones con sdlidos
suspendidos, donde los nebulizadores anteriores fallan. También, se reportan otros
tipos de nebulizadores, pero son empleados con menos frecuencia, por ejemplo: el

Conespray, el Burgener y el Hildebrand, entre otros .



21

Unidn de la manguera Capilar Pared del nebulizador

Tubo capilar para la muestra /
\ —
—_ = - = )
_\ /— \I_
) [ orificio anular :'
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o i Vista frontal del
Unién de la manguera de Argén extremo del capilar
/ T Corfe transversal del
3 ———— exiremo del capilar
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Figura 3. Nebulizador tipo concéntrico, mostrando una vista frontal y transversal del extremo del capilar

Muestra Aradn

Figura 4. Corte transversal de un nebulizador tipo flujo cruzado, mostrando una ampliacién de la zona

central.
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Un componente importante del sistema de introduccion de muestras via nebulizacion
neuméatica es la camara de nebulizacion, la cual cumple las siguientes funciones:
modificar el aerosol primario para uno mas eficiente, seleccionar el nebulizado mas fino
y disminuir la carga del solvente al plasma (aerosol terciario), reducir la turbulencia
asociada al proceso de nebulizacion y amortiguar el pulso generado por la bomba
peristaltica ¥ Aunque se han disefiado varias tipos de cdmaras, existen dos modelos
clasicos, la cAmara de doble paso o tipo Scott y la cAmara ciclénica.

En la camara de doble paso la selectividad se debe a que el aerosol es obligado a
seguir un camino de doble pared, para producir mayor condensacion de las gotas mas
indeseadas por el impacto con las paredes. Es bastante selectiva, prescinde de gotas
de diametros mayores a 20 um. Se consiguen de diferentes dimensiones, formas y
materiales, siendo las de vidrio Pirex y las poliméricas las mas comunes. Es

considerada muy robusta e ideal para el analisis rutinario.

En cuanto a la camara ciclonica, el aerosol es forzado a circular por fuerzas centrifugas,
las gotas son seleccionadas en el vértice producido por el flujo tangencial de gas argon.
Es menos selectiva que la de doble paso y transporta mayor carga al plasma, poseen

un volumen interno mucho menor y por consiguiente una trayectoria mas corta 2%,

2.2.4.2. Sistema de introduccién de muestras al ICP OES en forma de especies

metalicas volatiles

Como es de comun conocimiento, una gran cantidad de metales son capaces de
producir especies volatiles o semi-volatiles. La formacion de este tipo de compuestos a

partir de una especie “condensada” puede ocurrir por via quimica, fisica e inclusive
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bioldgica 23, Esta particularidad, concerniente a la formacién de especies metalicas
volatiles, ha sido aprovechada por las diversas técnicas del andlisis quimico para
mejorar la eficiencia en la medida, tal es el caso, entre otras, de la espectroscopia
atomica. Tanto es asi, que una de las mas amplias aplicaciones, es su empleo como

sistema de introduccién de muestras, ya que ofrece las siguientes ventajas >

e Separacion del analito de interés de la muestra, disminucion del efecto matriz,
menor interferencia.

e Disminucion del proceso de tratamiento de muestras, decrece la posibilidad de
contaminacion.

e Mejor eficiencia de atomizacion, mejorando los limites de deteccion

e Permite pre-concentracion, otra posibilidad de aumentar la sensibilidad.

Esta metodologia, se ha afianzado tanto en el ambiente del analisis espectroscopico
gue es conocida con el nombre de generacion de vapor quimico (VG, vapor

generation).

El campo de la generacién de voléatiles para el analisis elemental es amplio y en
permanente expansion, motivado por los continuos descubrimientos de nuevas
especies volatiles, métodos para su generacion y formas de deteccion, ejemplo de ello
es la generacion de hidruros, la alquilacion de metales, la formacion de haluros y la
formacion de quelatos volétiles, los cuales han expandido la capacidad analisis de
metales traza *%3!: Alquilacién, Generacion de haluros, Quelatos volatiles y Generacion
de hidruros volatiles. Este ultimo es el mas empleado y abundaremos mas en detalle a

continuacion
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Generacion de hidruros volatiles. La técnica de generacién de hidruros volétiles (HG,
hydride generation) es el método mas antiguamente empleado para la formacion de
vapor de metales traza. En 1830, James Marsh desarrollé un método basado en la
generacion quimica del hidruro de arsénico en varios tipos de muestras, principalmente
forenses (reaccion de Marsh). A principios de 1970, la generacién de hidruro gané
rapidamente aceptacion entre la comunidad de quimicos analiticos, y hasta ahora, es
una de las técnicas mas frecuentemente utilizada para la introduccion de muestras

gaseosas en los equipos de espectroscopia atémica ¢ 7

HG se fundamenta en la formacion de un hidruro volétil bajo un ambiente fuertemente
reductor, para posteriormente ser trasladado por un gas portador a una zona de
calentamiento (celda de cuarzo, llama, plasma, etc.), luego el hidruro al ser calentado a
una temperatura Optima, produce la atomizacion e ionizacion del analito, segun sea el
caso. Posteriormente se miden los fendmenos de absorcion o emision respectivos. Una
variante la constituye la técnica de vapor frio, que aprovecha la facultad del mercurio

entre otros elementos, para producir vapores monoatémicos a temperatura ambiente.

Las formas de generar el hidruro volatil son variadas, entre ellas podemos destacar:
Reduccion con un metal en medio acido, Generacién electroquimica y Reduccion con
borohidruro de sodio. En la actualidad este ultimo es el sistema mas universalmente
utilizado para la formacion de hidruros volatiles. Este sistema de reaccion, puede
reducir As, Bi, Ge, Pb, Sb, Se, Sn, Te, Cd y en menor extension al Iny Tl a sus hidruros

volatiles B8,



25

La reaccion de la formacion de hidruros via reduccién con tetraborato de sodio o més
comunmente conocido como borohidruro de sodio (NaBH,), en un principio se explicé a
través de la formacion de hidrogeno naciente, por la reaccién del borohidruro en medio

acido B

NaBH, + 3H,0 + HCl - H3BO3 + NaCl + 8H*

H® + M™ — MHmniduro volatiy + Hz(exceso)

Donde M es el metal formador del hidruro, m y n pueden ser iguales o no y corresponde
al estado de oxidacion del analito en la muestra. Este mecanismo no es completamente
aceptado y se han sugerido otras vias, en las cuales se propone la formacion de
especies volatiles intermediarias. El mecanismo mas aceptado se fundamenta en la

49 ello ocurre a través de diversos

formacion de complejos volatiles de metal borano
intermediarios de hidroboranos (XBH,Y3.,),donde n =1, 2, 3, y las especies X e Y son
ligandos neutras o anidnicos, donadoras de electrones. En la figura 5 se muestra un
esquema de las diferentes especies intermediarias que se forman en la hidrolisis tanto
acida como basica del borohidruro, las cuales son potenciales formadores de
intermediarios volatiles con el metal. Varios de estos intermediarios se han confirmado
experimentalmente y este mecanismo esta en desacuerdo con el relativo a formacion

de hidrégeno naciente, que fue el propuesto originalmente “*.
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Hidrélisis en disolucion neutra o dcida pH Hidrélisis en disolucién bdsica
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Figura 5. Esquema de formacién de los diferentes derivados volatiles en la reaccién de hidrdlisis en

disoluciéon acuosa del THB.

Como desventajas pudiéramos decir, que el reactivo borohidruro de sodio es capaz de
introducir impurezas, por lo tanto debe estar suficientemente puro, ademas es costoso,
en disoluciones acuosas es inestable y por lo tanto debe ser preparado poco antes a
ser utilizado. Para algunos metales es altamente dependiente del estado de oxidaciény
en funcién de la complejidad de la matriz, es necesario el pre-tratamiento de la muestra,
antes de la formacién del hidruro. Metales de transicién en alta concentracién pueden
suprimir severamente la formacion y liberacion del hidruro, no obstante, este efecto

puede ser disminuido afiadiendo agentes enmascarantes, etc 12128 42 43]
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e HG como sistema de introduccién en el ICP OES

La combinacién de la técnica de generacién de hidruros con la espectroscopia de
emision oOptica con plasma inductivamente acoplado (HG - ICP OES) es conocida desde
hace varios afios como una herramienta Util para la determinacion de elementos
metalicos y en distintos tipos de matrices 2%, En la actualidad, HG acoplado al ICP
OES es relativamente comudn en los laboratorios de quimica analitica y se ha aplicado
con especial interés a aquellos elementos que a niveles muy bajos de concentracién

son téxicos al organismo humano, como es el caso de As, Te, Se, Sb, Hg, entre otros.

Una de las principales ventajas del uso de la generacion de hidruros para la
introduccion de muestra al ICP OES, es el incremento en la sensibilidad con respecto a
los modos convencionales de introduccion de muestras liquidas, debido
fundamentalmente a la alta eficiencia de transporte del hidruro. Por otra parte, se logra
una mayor eficiencia de atomizacion y excitacion, ya que se evitan los problemas de
consumo de energia en la desolvatacion y vaporizacion de las fases asociadas a las

muestras liquidas.

En cuanto a las desventajas de HG-ICP OES podemos citar #%4%:

e La produccién de gases de H; y H,O, los cuales pueden causar

inestabilidad e incluso extincién del plasma.

e Las condiciones optimas de generacion del hidruro no son las mismas
para todos los elementos y su determinacion simultanea a partir de una

condicion de compromiso, afecta la calidad de la deteccion.



e A pesar que en la generacion de hidruro, la separacion de la matriz es

altamente eficiente, aun existen interferencias espectrales, pero en un

menor grado que en la nebulizacion convencional.

Pueden ocurrir interferencias en fase gaseosa, durante el transporte y la

atomizacion, afectando fuertemente la eficiencia de la medida.

Desde el punto de vista instrumental las condiciones en la determinacion
pueden ser afectadas por el disefio del sistema de generacion de
hidruro, la concentracion de las disoluciones empleadas (acidos y

borohidruro), asi como variaciones en el flujo de transporte del hidruro.
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Los enlaces de los dispositivos HG - ICP OES pueden llevarse a cabo de diferentes

formas y a continuacion haremos una breve descripcion de cada uno de estos sistemas:

Por carga. También denominados métodos discretos o de “Bach”,
consisten en afadir un volumen conocido de muestra en una celda de
reaccion y posteriormente adicionar el o los agentes precursores de
metal volatil. Es posible incluir etapas intermedias como dilucién, adicion
de reactivos, sistemas de agitacion y calentamiento. Subsecuentemente
el volatil es transportado por un gas al sistema de atomizacion (figura
6A).

De esta manera se genera una sefial transitoria, la cual puede ser
integrada como area o altura de pico. Estos sistemas son atractivos, ya
gue son relativamente faciles de armar a nivel de laboratorio, pero poco

practicos para automatizar.



Por flujo continuo. Mediante este sistema la muestra y los reactivos
formadores del volatil son impulsados por agentes mecanicos, como
bombas peristalticas, etc, y mezcladas en una celda de reaccion. Una
vez formado el compuesto voléatil, es transportado a la celda de
atomizacién al igual que el sistema por carga, pero de esta forma la
sefal que se genera es de manera continua, (Figura 6B).

Por inyeccion de flujo. Este sistema es muy similar al anterior (flujo
continuo), pero se adiciona un bucle o lazo de inyeccion, el cual
suministra un volumen conocido de muestra. El beneficio es la
automatizacion, el uso de pequefios volimenes de muestra y la
disminucién del consumo de reactivos. La sefial obtenida es de forma

transitoria, (Figura 6C).

Sistemas de inyeccion HG ICP-OE, con inyeccion directa al
nebulizador. Los acoplamientos de HG ICP-OES son cada vez mas
sofisticados, con marcada tendencia a la posibilidad de automatizacion.
Estos nuevos desarrollos se basan en la combinacion o modificacion de
los nebulizadores convencionales, adaptandoles entradas adicionales
para los respectivos reactivos, es conocido con su nombre en ingles

DHGN, (direct hydride generation nebulizer).

Los sistemas DHGN, consisten en integrar tanto la muestra como los
diferentes elementos formadores del hidruro volatil, dentro de una

camara de nebulizaciéon. La reaccién ocurre directamente en la camara,
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al entrar en contacto las gotas de aerosol de muestra y de reactantes. La
principal ventaja de este sistema es que se puede medir
simultaneamente elementos formadores y no formadores de volatiles, y
por otra parte, es posible disminuir las interferencias de los diferentes
metales de transicién en el proceso de formacion del hidruro volatil,
mediante la disminucién de los tiempos de contacto del reductor,
aprovechando el hecho, que los elementos formadores de hidruros

reaccionan mucho mas rapido que sus interferentes.

Para desarrollar estos dispositivos, normalmente se parte de
nebulizadores convencionales, a los cuales se le realizan modificaciones
para lograr comunicar los diferentes elementos operativos, de alli que
estos sistemas de introduccion de muestra también son conocidos con el
nombre de nebulizacién en tandem (sefala elementos de un mismo tipo
gue se posicionan en serie, es decir uno atras de otro, y que cumplen la
misma funcibn en un mecanismo). Normalmente se refiere a la
combinacion de dos elementos, bien sea operando en serie o paralelo,

siendo este ultimo el mas empleado.

Los arreglos pueden comprender, una camara de nebulizacién con dos
nebulizadores y dos camaras con sus respectivos nebulizadores. Los
arreglos mas comunes, se refieren a una camara de nebulizacion
modificada con dos nebulizadores y el cual se resefia normalmente

como sistema de nebulizacién dual “°.
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Borohidruro de Sodio

Al ICP OFS

Alicuota conocida

Separador qas liquido

s Al TCP OFS

Separador gas liquido

Muestra Reactor Borohidruro de Sodio
B.- HG-ICP OES por flujo continuo
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/
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Separador qas liquido

Muestra
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Figura 6. Sistemas de introduccion de vapor quimico: A.- Por carga (sefial transitoria). B.- Flujo continuo

(sefial continua) y C.- Inyeccién de flujo (sefial transitoria).
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2.3.- El Arsénico y su distribucion en el ambiente

El arsénico es un elemento quimico que pertenece al grupo cinco de la tabla periddica
en la cual esta representado por el simbolo As, su nimero atdmico es 33, posee
estados de oxidacion -3, +3 y +5 y tiene un peso molecular de 74,922 g /mol. El
arsénico metalico es encontrado con poca frecuencia, el estado de oxidacién As (-3)
solo se encuentra en medios altamente reductores, los iones As (+5) prevalecen en
condiciones oxidativas, mientras que los iones As (+3) se encuentran bajo condiciones
anaerobicas. Este elemento es considerado un metaloide ya que posee caracteristicas

metalicas y no metalicas "%,

Nombre de las Abreviacion | Formula Quimica pKa
Arsenito (acido) As(IIl) As(OH)3 9,28
Arsenato (acido) As(1V) AsO(OH); 23 ; 6,8 ;
Acido metilarsonico MMA CH3AsO(OH), 26 ; 872
Acido dimetilarsinico DMA (CH3)2,AsO(OH) 6,3
Arsenobetaina AsB (CH3)As® 2,18
Arsenocolina AsC (CH3)As™ | -

Tabla 1. Diferentes especies de arsénico presentes en el medio ambiente

Existen tres alotropos o modificaciones polimorficas del arsénico. La forma a, cubica de
color amarillo, que se obtiene por condensaciéon del vapor a muy bajas temperaturas. La
b, polimérfica negra, la cual es isoestructural con el fésforo negro. Ambas revierten a la
forma mas estable, la |, gris o metalica, del arsénico romboédrico, al calentarlas o por
exposicidon a la luz. En su forma metdlica, es un conductor térmico y eléctrico moderado,

quebradizo, facil de romper y de baja ductibilidad *".
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El arsénico se encuentra ampliamente distribuido en la corteza terrestre, representando
el 5 x 10 % de esta. Se le encuentra naturalmente como mineral de cobalto, aunque
por lo general esté en la superficie de las rocas combinado con azufre 0 metales como
Mn, Fe, Co, Ni, Ag o Sn. El principal mineral del arsénico es el FeAsS (arsenopirita,
pilo); otros arseniuros metalicos son los minerales FeAs, (ldllingita), NiAs (nicolita),
CoAsS (cobalto brillante), NiAsS (gersdorfita) y CoAs, (esmaltita). Los arseniatos y
tioarseniatos naturales son comunes y la mayor parte de los minerales de sulfuro
contienen arsénico. La As;S, (realgarita) y As;Sg (oropimente) son los minerales mas
importantes que contienen azufre. El oxido, la arsenolita (As4Os), Se encuentra como
producto de la alteracion debido a los agentes atmosféricos de otros minerales de
arsenico, y también se recupera de los polvos colectados de los conductos durante la
extraccion de Ni, Cu y Sn. Este también se obtiene al calcinar los arseniuros de Fe, Co
o Ni con aire u oxigeno. El elemento puede obtenerse por calcinacion de FeAsS o
FeAs; en ausencia de aire o por reduccion de As4Og con carbonato, cuando se sublima
(Asg) B,

La ubicacion del arsénico en el medio ambiente se origina por enriquecimiento natural y
se intensifica por actividades antropogénicas. Las fuentes mas comunes de arsénico en
el medio ambiente natural son las rocas volcanicas, especificamente sus productos de
la meteorizacion y cenizas, rocas marinas sedimentarias, yacimientos hidrotermales y

aguas geotermales, y los combustibles fésiles, incluidos el carbén y el petréleo 8.

El promedio de concentracion de arsénico en la corteza terrestre es de unos 2-5 mg / kg
(USDHHS, 2000). El promedio global de concentracion de arsénico en suelos no

contaminados es 5-6 mg/kg. Sin embargo estos valores varian dependiendo de la
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ubicacion geografica. La actividad volcéanica y los procesos de erosion son la fuente
principal de arsénico en suelos “®. Su concentracién varia ampliamente, encontrandose
en un rango de aproximadamente 1-40 partes por millén (ppm) con una media de 5
ppm. Sin embargo, existen suelos que se encuentren cercanos a depdsitos geoldgicos
ricos en arseénico, lugares de mineria y fundicion, o areas agricultoras donde se halla
aplicado pesticidas con arsénico pueden contener niveles elevados de este elemento.
En superficies naturales y aguas subterraneas la concentracion de arsénico es,
generalmente de 1 ppb, pero pudiese exceder los 1000 ppb en zonas mineras o0 en
lugares donde los niveles de arsénico sean elevados. Las aguas subterraneas

presentan mayor concentracion de arsénico que las superficiales.

En ciertas zonas del mundo, el agua destinada para la ingestion humana puede tener
més arsénico de lo habitual, como el caso de Argentina (Formosa), Chiley México %
La presencia de arsénico en aguas naturales también depende la ubicacion geoldgica,
hidrogeologia, caracteristicas geoquimicas y los cambios climaticos asi como las
actividades realizadas por la poblacion. Las fuentes naturales de arsénico en el agua
estan atribuidas a la gran cantidad de procesos geoquimicos, incluyendo la oxidacion
del arsénico que contiene sulfuros, la desorcion de arsénico de (hidro) oxidos (e.g.,
hierro, aluminio y oxido de manganeso), reduccién de disoluciones de arsénico con
(hidro) oxidos de hierro, liberacion de arsénico del agua geotérmica, y la concentraciéon

por evaporacion, asi como la lixiviacién de arsénico de sulfuros de carbonatos &
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El arsénico es un elemento traza potencialmente toxico que se encuentra en rocas,
algas, suelos, aguas naturales y aire. Por otro lado altas concentraciones de arsénico
pueden encontrarse en drenajes de minas, cenizas de carbén, desechos de fundicién, y
suelos tratados con pesticidas de arsénico B2

Los niveles de arsénico en el aire rondan entre 1-2000 ng de arsénico por m® de aire,
dependiendo de la localizacion, condiciones climaticas y el nivel de actividad industrial
en un area particular. Asi, las areas urbanas tienen un nivel de arsénico en el aire de
20-30 ng/m* . En alimentos marinos, por ejemplo en peces, su concentracién es de 0,6-
4,5 ug/g, y 0,04-91 pg/g en crustaceos. En el tabaco se encuentra a una concentracion
bastante elevada de 13 ppm, lo cual se debe al tratamiento de las hojas de tabaco al

momento de su manufacturacién #748,

El arsénico combinado con oxigeno, cloro y azufre es llamado arsénico inorganico, y en
combinacion con carbono e hidrégeno es llamado arsénico organico. Las formas
organicas de este elemento son usualmente menos toxicas que sus formas inorganicas.
La mayoria de los compuestos organicos e inorganicos de arsénico son blancos o
polvos incoloros que no se evaporan, no tienen olor y no presentan un sabor particular
Bl En la figura 7 se pueden observar algunas fuentes de arsénico y el ciclo por el cual

atraviesan al interactuar con el medio ambiente .
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Figura 7. Diagrama simplificado del ciclo del arsénico.

2.3.1- Principales usos del Arsénico

El arsénico elemental no es muy usado sin embargo, es uno de los escasos minerales
disponibles con un 99.9999 % de pureza. En el estado soélido se ha empleado
ampliamente como material para los laseres Ga-As y como agente acelerador en la
manufactura de varios dispositivos. El 6xido de arsénico se utiliza en la elaboracion de
vidrio. Los sulfuros de arsénico se usan como pigmentos y en juegos pirotécnicos.
También es utilizado en la fabricacion de perdigones, en la industria eléctrica donde el
llamado arsénico gris se emplea como material conductor. Pequefias cantidades de
arsénico metdlico son afadidas a otros metales para formar aleaciones con
propiedades mejoradas. EI mayor uso del arsénico en aleaciones es en baterias acidas
de plomo para automdviles. Otro uso importante de los compuestos de arsénico es
como semiconductor y para diodos emisores de luz (LED, siglas en ingles). También es

utilizado en la industria agricola en el empleo de esterilizantes, herbicidas, fungicidas e



37

insecticidas. Ademas es utilizado como preservativo de alimentos en la industria

vinicola 3%,

Actualmente aproximadamente el 90 % de todo el arsénico producido es utilizado como
preservativo de madera para hacerla resistente al deterioro. En el pasado el arsénico
era principalmente usado como pesticida, particularmente en campos de algodén y en
huertos. Los compuestos inorganicos de arsénicos ya no son utlizados en la
agricultura, pero los organicos si se siguen usando como pesticidas, principalmente

para el algodén B,

Se ha generado un gran interés en el estudio del arsénico debido a que, ademas de su
presencia en el ambiente, algunos compuestos que contienen arsénico son utilizados
como aditivos en comida de animales. Esto representa un riesgo para el hombre debido
a la posible acumulaciéon de este elemento en los alimentos. Por ejemplo, el acido 4-
hidroxi-3-nitrofenilarsonico es utilizado como promotor de crecimiento en alimento para

pollos .

El arsénico ha sido utilizado histéricamente con fines terapéuticos practicamente
abandonados por la medicina occidental aunque recientemente se ha renovado el
interés por su uso como demuestra el caso del trioxido de arsénico para el tratamiento

de pacientes con leucemia promielocitica aguda .


http://es.wikipedia.org/wiki/Leucemia_promieloc%C3%ADtica_aguda
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2.3.2.- Toxicidad del Arsénico

Los humanos pueden estar expuestos al arsénico a través de la comida, agua y aire. La
exposicion puede también ocurrir a través del contacto de la piel con suelo o agua que
contengan este metal 1. El arsénico ha sido reconocido como téxico para el ser
humano desde tiempos ancestrales, sabiéndose que grandes dosis orales de este
elemento podian ser fatales. La mayoria de los casos de intoxicacion por arsénico se

deben a exposicién al arsénico inorganico .

Hoy en dia es bien sabido que la toxicidad del arsénico depende en gran medida de su
especiacion, por ejemplo el arsenito es 10 veces mas toxico que el Arsenio y 70 veces

mas toxico que las especies metiladas.

La toxicidad y cancerogenisidad depende de su especie, en el agua potable se
encuentra en la forma de compuestos inorganicos de arsénico (iAs), mientras que en
los mariscos contienen altos niveles de arsénico organico, como la arseno betaina
(AsBe), arsenocholina y arsenoazucares. % El arsénico inorganico es metilado a nivel
celular por los mamiferos para obtener acido monometilarsénico (MMA), acido
dimetilarsinico (DMA) y éxido de trimetilarsénico (TMAO) " El AsB generalmente no es
biotransformado o dimetilado y la AsC tampoco es dimetilada, pero si es
extensivamente metabolizada a AsB. Los arsenoazlcares son metabolizados a DMA y
ligeramente a oxodimetilarsenoetanol (oxo-DMAE), TMAO y arsenodioles . En la
figura 8 se pueden observar algunas de las estructuras de estos compuestos de

arsénico 5
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Figura 8. Estructura de algunos compuestos de arsénico

Especies LDso (9/KQ)
As (Ill) 0,0345
MMA 1,8
DMA 1,2
TeMA 0,89
TMAO 10,6
AsC >6,5
AsB >10,0

Tabla 2.- Valores experimentales de LDs, de especies de arsénico.

39



40

El arsénico ingerido se absorbe a través del tracto gastrointestinal en el torrente
sanguineo y luego se distribuye hacia los 6rganos. Los efectos sobre la salud debido a
la ingestién de arsénico son dolores de estdbmago, nauseas, vomitos y diarrea, fatiga,
ritmo cardiaco anormal, dafio de los vasos sanguineos y en las funciones nerviosas,
causando sensacion de picaz6n en manos y pies, infertilidad y abortos en mujeres,
perdida de la resistencia a infecciones, y perturbaciones en el corazon y el cerebro. El
efecto mas caracteristico debido a la exposicién oral de arsénico inorganico es un
patron de cambios en la piel, el cual incluye hiper-pigmentacion e hipo-pigmentacion y
la aparicion de pequefios callos y verrugas en las palmas, planta de los pies y el torso.
Algunos de estos callos pueden llegar a convertirse en cancer de piel. La ingestion de
arsenico también puede causar enfermedades vasculares periféricas, y esta asociado
con ateroesclerosis carotidea . También produce anomalias cromosémicas en los
linfocitos, promoviendo la aparicion de genomas celulares y dafios por la interferencia

que produce este elemento en la etapa de construccién del ADN B3,

Estudios epidemiolégicos han indicado que la exposicién al arsénico a largo plazo en el
agua puede aumentar el riesgo de padecer cancer de piel, pulmén, vejiga y rifidn. Sin
embrago para las poblaciones que no sufren exposicidon al arsénico por tareas
ocupacionales, la alimentacion es la mayor fuente de arsénico ®%. Respirar altos niveles
de arsénico inorganico puede causar irritacion de la garganta y pulmones. Largas
exposiciones a bajas concentraciones pueden llevar a padecer efectos en la piel y
también trastornos nerviosos y circulatorios. Una preocupacion debido a la inhalacion
de arsénico inorganico es el aumento al riesgo de cancer de pulmon. El contacto directo
de la piel con compuestos de arsénico inorganico puede causar irritacion de la misma,

aungue este no esta relacionado directamente con los efectos en 6rganos internos .
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Los seres humanos también pueden estar expuestos a diversos compuestos organicos
de arsénico, pero los datos de los efectos de estos en la salud humana son escasos,
por lo que generalmente se considera que los compuestos organicos de arsénico son
menos toxicos que su forma inorganica. Sin embargo, los datos disponibles en estudios
de animales dejan muy en claro que dosis especificas de metil y fenil arseniatos pueden
producir efectos adversos a la salud que se asemejan a los producidos debido a los
compuestos inorganicos, por lo que los posibles riesgos que pudieran producir los
compuestos organicos de arsénico no deben ser descartados . El consumo provisional
tolerable semanal (PTWI, por sus siglas en ingles) para el As inorganico, indicado por el
Comité de Expertos Unidos de FAO/WHO de Aditivos Alimenticios es de 0.015 mg kg™

masa corporal/semana. 2.

Las especies inorganicas de arsénico arsenito (+3) y arsenato (+5) son comunmente
encontrados en aguas naturales mientras que las especies organicas tales como el
acido monometilarsenico (MMA) y el acido dimetilarsenico (DMA) se producen en
muestras marinas y biologicas. Por lo tanto la especiacion de las especies de arsénico
es muy importante y necesaria para el analisis ambiental. EI agua contaminada por
arsénico es un problema muy serio en algunas ciudades como Bangladesh y la India

estan expuestos a altos riesgos de salud por ingerir aguas contaminadas con arsenico
[53].
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3.- JUSTIFICACION

La presencia de elementos toxicos en el orden de traza y ultra-traza es cada vez mayor
en los diferentes ecosistemas, un ejemplo de ello lo representa el arsénico, que a pesar
de estar de manera natural ampliamente distribuido en el medio ambiente (aguas, suelo
y aire), el hombre a través de la industrializacion ha contribuido a aumentar su
concentracion en los mismos por afios. Por ello se hace necesario el desarrollo de

sistemas de deteccidn y andlisis cada vez mas rapidos, sencillos y rutinarios.

En el caso particular del arsénico, se ha encontrado que los organismos marinos
tienden a bioacumularlo, aumentando los valores normales de arsénico, presentando

asi un riesgo de toxicidad a la hora de consumir alimentos provenientes del mar.

En este sentido y debido al aumento en el consumo de una gran variedad de alimentos
marinos nacionales e importado se hace indispensable el desarrollo de métodos de

analisis adecuados para la determinacién de arsénico.



4.- ANTECEDENTES

1.- Y. Feng, J. Cao realizaron en el afio 1994 una determinacion simultanea de
arsénico (Ill) y arsénico (V) en agua empleando plasma inductivamente
acoplado-espectrometria de emision atdmica mediante la reduccién del
arsénico (V) con L-cisteina y generador de hidruros concéntrico sin el
separador gas-liquido. En este trabajo, el generador de hidruros concéntrico
combinado con la cinética de reduccion del arsénico (V) por L-cisteina genero
resultados satisfactorios en la determinacion simultanea de As (Ill) y As(V)
utilizando ICP-AES con una miniantorcha de 0.65 kW, obteniéndose limites de
deteccion de 0.7 ng/mL para arsénico (lll), y de 3.4 ng/mL para arsenico (V).
También se obtuvieron desviaciones estandar relativas de 1.21 % para
soluciones que contenian 100 ng/mL de As (Ill), y de 1.45 % para soluciones

que contenian 100 ng/mL de As (V) P

2.- K. Falk, H. Emons realizaron en el afio 2000 la especiacion de compuestos
de arsénico por intercambio i6bnico HPLC-ICP-MS con diferentes nebulizadores.
Aqui investigaron la influencia de distintos nebulizadores, en particular el de
flujo cruzado y el de alta presion hidraulica, en el desempefio del estudio
analitico, y también parametros como limite de deteccidén y reproducibilidad.
Ademas, el HPLC-ICP-MS fue validado utilizando materiales de referencia. Los
limites de deteccidn se encontraron en el rango de los pg, e incluso por debajo.
La optimizacién del procedimiento analitico empleado dio como resultado
suficiente poder de deteccidn y una alta reproducibilidad en la investigacion de
las especies de arsénico As (Ill), As (V), MMA, DMA, TMAO, AsB y AsC en
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bioindicadores de distintos ecosistemas. El intercambio aniénico, asi como el

cationico, no fueron adecuados para el andlisis de arsenoaztcares ©°

3.- P. A. Gallagher, J. A. Shoemaker, X. Wei, C. A. Brockhoff-Schwegel, J. T.
Cred realizaron en el afio 2001 una extraccion y deteccion de arsénico en algas
mediante extraccion acelerada con solvente con separacion usando
cromatografia ionica y deteccion con plasma inductivamente acoplado-
espectrometria de masas. Se estudiaron los efectos de los parametros de la
ASE (presion, temperatura y composicion del solvente) sobre la eficiencia de
extraccion de las especies de arsénico. La eficiencia de extraccion empleando
ASE fue independiente de la presion y del tamafio de particula luego de 3
ciclos, mientras que la composicion y temperatura del solvente generaron un
incremento en la eficiencia de extraccion. Las especies inorganicas de arsénico
presentes en los extractos representaron el 62.5 % y 27.8 % del arsénico total
extraido, estando presentes a una concentracién de aproximadamente 17 ug/g.
También fueron encontradas especies de arsenoazlcares, presentes a una

concentracion de aproximadamente 8 pg/g BY.

4.- B. Mandal, Y. Ogra, K. Anzai, K. Suzuki realizaron en el afio de 2004 la
especiacion de arsénico en muestras biologicas. Aqui examinaron muestras de
orina, cabello y ufias de 41 personas del Oeste de Bengal, India, utilizando la
cromatografia de liquido de alta eficacia (HPLC) con plasma de argon
inductivamente acoplado y espectrometria de masas (ICP-MS). En la orina
encontraron AsB (1%), As (lll) (11.3 %), As (V) (10.1 %), MMA (6.6 %) y DMA
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(13 %). En ufias se encontré As (lIl) (62.4 %), As (V) (20.2 %), MMA (8.9 %) y
DMA (2.8 %). Y en cabellos encontraron As (lll) (58.9 %), As (V) (34.8 %),
MMA (2.9 %) y DMA (3.4 %) ¢

5.- S. Garcia Salgado, M. A. Quijano Nieto, M. M. Bonilla Simén determinaron
en el aflo 2006 especies solubles toxicas de arsénico en muestras de algas
mediante extraccion asistida por microondas-generacion de hidruros-plasma
inductivamente acoplado-espectrometria de emision atomica. El método de
extraccion asistida por microondas fue aplicado a una temperatura de 90 °C
durante 5 minutos, permitiendo una recuperacion del arsénico extraido de 78-
98 %. Las condiciones de la generacion de hidruros consistié en HCI 4.0 M, 0.5
% p/v de NaBH; y argon a una presion de 350 kPa, permitiendo una
determinacién de las especies toxicas de As con una gran exactitud. El analisis
cromatografico utilizando HPLC-ICP-AES como método de deteccion permitid
encontrar en muestras de Chlorella una concentracion de 6.1 + 0.4 ug/g para
As (Il1), 11.8 £ 0.5 pg/g para As (V), 15 + 2 ug/g para DMA 'y 2.2 £ 0.3 ug/g para
MMA. Ademas fue detectada una especie desconocida de arsénico que fue

eluida en el volumen muerto 8

6.- M. J. Mato-Fernandez, J. R. Otero-Rey, J. Moreda-pifieiro, E. Alonso-
Rodriguez, P. LoOpez-Mahia, S. Muniategui-Lorenzo, D. Prada-Rodriguez
realizaron en el afio 2007 la extraccion de arsénico en material biol6gico marino
utilizando extraccion con liquido presurizado. En este procedimiento usaron
una mezcla de metanol/agua y para determinar la concentracion de As total en

los extractos metandlicos emplearon la espectrometria de absorcion atoémica
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electrotérmica. La extraccion se realiz6 en un solo paso, 2 minutos de tiempo
estatico, temperatura ambiente y 500 psi de presion. La concentracion de As
total en las muestras analizadas fue de aproximadamente 4-9 mg/Kg. Ademés
el AsB fue la especie mayoritaria encontrada en las muestras, con una
concentracion de entre 4 y 8 mg/Kg). La precision obtenida estuvo entre 4.5y
6.2 %, y los limites de detecci6n entre 10 y 35 ng/g .

7.- K. Ohno, T. Yanase, Y. Matsuo, T. Kimura, M. Hamidur Rahman, Y. Magara,
Y. Matsui determinaron en el afio 2007 la ingesta de arsénico por medio del
agua y la comida en la poblacion de un area de Bangladesh afectada por
contaminacion de arsénico. El arsénico fue cuantificado mediante plasma
inductivamente acoplado-espectrometria de masas, y en el caso de la comida
sélida las muestras fueron digestadas utilizando un sistema de digestion por
microondas. El consumo de agua fue estimado en 3 L/dia sin distincion de
género, mientras que la comida se estimé en porciones mayores, dividiendo
esta Ultima en 4 categorias: arroz cocinado, cereales, comida sélida y comida
liquida. Los valores de ingestion de arsénico por agua y comida, en una
poblacién de 18 personas estudiadas, fue de 0.15 + 0.11 mg/dia, donde, para
hombres fue de 0.18 + 0.13 mg/dia (n = 12) y para mujeres 0.096 = 0.007
mg/dia (n = 6). La contribucion a la ingesta de arsénico total fue, para agua
potable 13 %, arroz cocinado 56 %, cereales 16 %, comida soélida 11 %, y

comida liquida 4.4 % %
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8.- Jessika Darias Albornoz realizé en 2007 la determinacion de especies
inorganicas de arsénico empleando Cromatografia ionica-Generacion de
Hidruros y Espectrometria de Emision Optica con Plasma Inductivamente
Acoplado (IC-HG-ICPOES). También se optimizaron las condiciones
cromatograficas y las condiciones de operacion del plasma para las medidas
de las especies de arsénico (lll) y (V), mediante el montaje IC-HG-ICPOES. Se
observé la mejor precision (1.431 %) y la mejor sensibilidad (65.78) para una
concentracion de &cido de 7 % v/v, en la optimizacién del sistema ICP-OES-
HG. Y con respecto a la optimizacién cromatografica, la mejor precision (1.963
%) y la mejor sensibilidad (62.31) fueron obtenidas para un flujo de

aproximadamente 1 mL/min

9.- Virguez, Luis, en el 2008, trabaja en la ooptimizacion de las condiciones
para la separacion de compuestos de arsénico, As (lll), As (V), MMA y DMA,
mediante un sistema acoplado de cromatografia idnica, generacién de hidruros
y espectrometria de emision Optica con plasma inductivamente acoplado IC-
HG-ICP-OES (sistema previamente disefiado). Logra la separaciéon de las
cuatro especies de arsénico en menos de 8 minutos, pero no se encontraron

limites de deteccion aceptables.!®”!

9.- Sauret, Jaime, en el 2008, determinacion de las especies toxicas de
arsénico en diversos productos alimenticios de Venezuela. Logra mejorar los
limites de deteccidn. Se realizo la extraccidon de las especies con el método de

Extraccion Acelerada con Solvente (ASE), y para la determinacién de estas se
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empleo Cromatografia I6nica (IC) acoplada a Generacion de Hidruros-Plasma
Inductivamente Acoplado-Espectrometria de Emisién Optica (HG-ICP-OES).[*!
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5.- OBJETIVOS

Objetivo general

El objetivo fundamental del presente trabajo est4 enfocado en la determinacion de
arsénico en productos marinos, especificamente algas (productos de importacion)
empleadas en la elaboracion del “sushi”. Para esto se realizara la extracciéon de
arsénico con el método de Extraccion Acelerada con Solvente, y para la determinacion
de estas se empleara Plasma Inductivamente Acoplado-Espectrometria de Emision

Optica y utilizando como sistema de introduccion de muestra la Generacion de Hidruros.

Objetivos especificos:

e Revision bibliografica para el estudio de arsénico.

e Determinacion de arsénico por Generacion de Hidruros-Plasma
Inductivamente Acoplado-Espectrometria de Emision Optica (HG-ICP-
OES).

e Optimizacion del método de Extraccion Acelerada con Solvente (ASE),

para la extraccion de arsénico presentes en las muestras de algas.

e Determinacién de Arsénico en algas tipo Nori (Porphyra Umbilicalis).
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6.- PARTE EXPERIMENTAL

6.1.- Descripcién de los equipos y reactivos

6.1.1.- Molinos de Bolas

Molino de bolas marca SPEX Industries Inc., modelo SPEX MIXER. Es una variante del
molino de tarro, el cual tritura las muestras al colocarlas en un recipiente junto con uno
0 mas elementos de molienda, impartiéndole movimiento al contenedor. Los envases
suelen ser cilindricos, los elementos de molienda comiunmente son esferas. En general,
los contenedores y los elementos de molienda se hacen del mismo material. El
contenedor se balancea, vibra o sacude, creando de esta manera inercia, la cual
provoca que las esferas se muevan de forma independiente, chocando entre si y contra

la pared del recipiente logrando la pulverizacion de la muestra.

El molino empleado es compacto y eficiente capaz de pulverizar las muestras en el
rango de 10 gramos. Es un molino multi-propdsito, ya que nos permite reducir
rapidamente las muestras a la finura requerida para el analisis, mezclar
homogeneamente y realizar emulsiones. En el proceso de molienda particulas de 5 a
250 mm son reducidas en tamafio a 10 - 300 micrones, aproximadamente, dependiendo
del tipo de operacion que se realice. El propésito de la operacion de la molienda es
ejercer un control estrecho en el tamafio del producto y por esta razén frecuentemente
se dice que una molienda correcta es la clave de una buena recuperacion de la

especie Util ®?. En la figura 9 se muestra una fotografia del equipo.
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Figura 9. Molino de bolas y esferas de molienda.

6.1.2.- Agitador mecanico

Agitador mecéanico Vortex marca Thermolyne, modelo MAXI MIX Plus M63215. El
agitador- mezclador, esta equipado con una sola taza para tubo de mezcla, una
almohadilla polimérica y una plataforma de mezcla, es excelente para mezclar los tubos
individuales y frascos pequefios a una velocidad fija. En la figura 10 se muestra una

fotografia del equipo vortex.

Este agitador mecanico proporciona rapidamente, una mezcla uniforme, por lo que es
ideal para tubos de ensayo enzimatico, procesos generales de mezcla, ensayos
bioquimicos, preparados de diluciones virales, lograr precipitados y ensayos de

agitacion para suspensiones celulares y muestras de tejidos.
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Esta elaborado en aluminio, lo cual garantiza la estabilidad, dos modos de
funcionamiento proporcionan una mayor flexibilidad, la operacion continua es Uutil
cuando se estan mezclando una cantidad de tubos en secuencia. EI modo intermitente

se activa facilmente al tocar la taza de apego o la almohadilla con un tubo de ensayo
[63]

Figura 10. Agitador Vortex.

6.1.3.- Equipo de Extraccion Acelerada con Solvente (ASE)

Equipo fabricado por la firma Dionex Corporation, modelo ASE 200. Este extractor
posee capacidad para 24 muestras, 4 posiciones de lavado, celdas para las muestras
de 11, 22 y 33 mL de capacidad, viales de recoleccion de 40 y 60 mL, rango de presion
de funcionamiento entre 500 y 1500 psi y temperatura maxima de 200 °C. Se emplea
gas nitrégeno para el movimiento de las partes internas y la presurizacion de la celda

durante la extraccion.
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Este equipo a parte de operarse manualmente, también es posible manejarlo mediante
el software (AutoAse, Dionex Corporation), que trabaja para la plataforma de Windows
98. Es posible controlar las diversas condiciones experimentales bajo las cuales se
realizan las extracciones (presion, temperatura, nimero de ciclos, etc.) de 2 formas
diferentes: en la modalidad de “Método” donde se realizan las extracciones bajo las
mismas condiciones para todas las celdas y bajo la modalidad de “Programacion”
donde pueden aplicarse diferentes condiciones para cada celda. En la figura 11 se

observa una fotografia del extractor ASE 200.

Figura 11. Extractor ASE 200.

La efectividad de este equipo se basa en las siguientes premisas:

Solubilidad y efecto de transferencias de masas. El empleo de temperaturas
elevadas trae como consecuencia el incremento de la capacidad de los solventes de
solubilizar los analitos, es decir, una mayor difusion del solvente a través de la matriz de
la muestra. Si se utilizara solvente nuevo (fresco) en cada paso de la extraccion se

aumentaria la transferencia de masas pues se incrementaria el gradiente de
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concentracion entre la solucion de la celda y la superficie de la muestra, obteniéndose

una mejora en el rendimiento de la extraccion .

Rompimiento del equilibrio de superficie. La temperatura y la presion tienen un papel
muy importante en el rendimiento de la extraccion. Cuando se emplean altas
temperaturas se puede disminuir la viscosidad del solvente, lo que permite que esté
penetre mejor en la matriz aumentando el rendimiento en el proceso de extraccion. [,
Esto se debe a que a altas temperaturas se facilita la ruptura de las interacciones entre
el soluto y la matriz debido a fuerzas ya sean de tipo Van der Walls, dipolo-dipolo o
puentes de hidrogeno entre los solutos y los lugares activos de la matriz, disminuyendo

la energia de activacién necesaria para procesos de desorcion ¥

. Por su parte, las
altas presiones permiten utilizar solventes a temperaturas que estén por encima de su
punto de ebullicion, manteniendo a este en estado liquido. También facilitan la
extraccion de muestras en las cuales el analito se encuentra atrapado en los poros de
la matriz, forzando asi al solvente a entrar en zonas de la matriz que comiunmente no

estan en contacto cuando se utilizan solventes bajo condiciones atmosféricas ©>¢%

Como toda técnica, la extraccion acelerada con solvente posee ventajas y desventajas.

Algunas de ellas se presentan a continuacién ©°:

Ventajas:

e Permite una extraccion mas rapida que con los procedimientos de
extraccion tradicionales (tiempos menores a 15 minutos contra tiempos
gue van de 2 a 24 horas)

e Se emplea una menor cantidad de solvente (menos de 15 mL para 10 g de

muestra contra 50-500 mL)



Los pasos empleados en la ASE son
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e Mayor eficacia independientemente de la matriz en la que se encuentra el
analito de interés

e Es una técnica automatizada y se pueden extraer muestras de manera
secuencial

e Reduce la exposicién por parte del operador a vapores provenientes del

solvente

Desventajas:

e A pesar de obtener extracciones mas completas, se obtiene una menor
selectividad

e El equipo necesario posee un costo elevado

[65].

Precalentamiento: Tiempo en el cual es calentada la muestra antes de introducir
el solvente

Extraccion estatica: Tiempo adicional donde la muestra es puesta en contacto
con el solvente a una temperatura determinada

Descarga de fluidos: Cantidad de solvente que sale de la celda luego del proceso
estéatico expresado como % en volumen de celda

Purga: Tiempo requerido para la purga de la celda

Ciclos: Es el numero de veces en que se repiten los pasos 2y 3

Presion: Cantidad de presion a la que es sometida la celda

Temperatura: Temperatura a la que es sometida la celda.
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6.1.4.- Espectrofotometro

Se emple6 un espectrémetro de emision atdmica con fuente de plasma de argon,
inductivamente acoplado, marca Thermo Jarrell Ash, modelo IRIS. En la figura 12 se
observa una fotografia de dicho equipo.

El equipo consta de:

e Un generador de radio frecuencia que operaa 27,12 MHz.

¢ Una antorcha o “torch” del tipo desmontable, fabricada de tres tubos concéntricos
de cuarzo y circundada por tres bobinas de induccion, refrigeradas por agua.

e EIl sistema 6ptico esta constituido por un monocromador de dispersion cruzada,
provisto de una red Echelle de 62 lineas mm™ y una distancia focal de 381 mm.
La red anteriormente descrita, en arreglo con un prisma, permite obtener un
espectro en dos dimensiones, para trabajar en érdenes superiores.

e EIl detector es del tipo de estado solido, denominado detector de inyeccion a la

carga (CID, charge injection detector).
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Figura 12. Espectrometro de emisién atdmica con fuente de plasma de argén, inductivamente acoplado,
marca Thermo Jarrell Ash, modelo IRIS.

6.1.5.- Sistema de introduccion de muestras al espectrofotometro

Nebulizador dual. Consiste de un dispositivo de nebulizacion dual, para
el andlisis de metales tanto formadores como no formadores de hidruros
volatiles, el cual fue previamente desarrollado en el Centro de Quimica
Analitica de la Universidad Central de Venezuela “®. En resumen,
consiste en un dispositivo en forma de T con tres conexiones, dos para
nebulizadores y otra para acoplar a una camara de nebulizacién
convencional. Posee la ventaja, que permite  modificar
independientemente, los diferentes parametros relativos a los flujos de
los fluidos de gases y liquidos, de manera tal, que se puede ejercer un

mejor control sobre todo el proceso de nebulizacion, en especial, en la



formacion de los hidruros volatiles. Para su confeccion se escogio el
cloruro de polivinilo de 2,0 mm de espesor, ya que es altamente
resistente al ataque de los acidos y facil de trabajar. En la figura 13 se
muestra una fotografia del dispositivo previamente disefiado.

A continuacion especificamos la configuracion del nebulizador en forma

de T, para su mejor entendimiento:

La primera conexion es para acoplarse a una camara de aerosol y es
perpendicular a las otras dos conexiones. La camara de aerosol a la cual
es acoplada, es del tipo convencional de doble paso, de 10,0 cm de
largo y 3,0 cm de diametro, construida en Teflon, y elaborada en los
talleres de la Universidad Central de Venezuela. Posee unos deflectores
internos del mismo material, para ayudar a la seleccion de las gotas mas

finas.

La segunda conexion, es para la introduccion de una mezcla de
muestra y acido. La muestra y la disolucion acida son aspiradas con una
bomba peristaltica. Ambas disoluciones confluyen en una Y de teflon,

previo a un nebulizador flujo cruzado convencional.

La tercera conexidn, la cual es colineal a la anterior, se dispuso un
nebulizador concéntrico convencional para la introduccion de una
disolucion de borohidruro de sodio en medio basico. Dicha disolucion es

alimentada con una bomba peristaltica.
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En este dispositivo de nebulizacion dual, los nebulizados de muestra-
acido y disolucién de borohidruro se encuentran frontalmente, para la
reaccion en la formacién del hidruro volatil. Las conexiones, fueron
elaboradas en las menores dimensiones posibles: 3,0 cm de diametro
interno y desde el extremo de los nebulizadores al punto de reaccion, 3,0
cm aproximadamente. La primera conexion unida a la cAmara de doble
paso, esta a 15,0 cm desde el punto de reaccion de formacién del
hidruro, al inyector del plasma.

Figura 13. Nebulizador Dual.

Bombas peristalticas. Bomba peristéltica de la casa Gilson, modelo
Miniplus 3 y bomba peristéltica proporcionada por el equipo ICP OES,

modelo Iris de la casa Thermo Jarrel Ash.

Nebulizadores. Nebulizador concéntrico o Meinhard convencional de la
casa J.A. Meinhard, CA. Area del anillo anular de 0,05 - 0,20 mm? y de

diametro nominal del capilar de 220 - 320 um. Nebulizador flujo cruzado,



6.1.6.-

modelo convencional suministrado por el equipo ICP OES modelo Iris,

por la casa Thermo Jarrell Ash.

Reguladores de presion. Regulador mésico, de la casa Matheson,
modelo Flow Controller 8270 y un regulador de presion por membrana,
proporcionado por el equipo ICP OES, modelo Iris de la casa Thermo
Jarrell Ash.

Inyector al plasma. El inyector, que es el tubo conector entre la camara
y la torch, es de 1,5 mm de diametro interno, de la casa Thermo
Elemental.

Reactivos y materiales.

NaBH, (Sélido) al 95 % de pureza. Fabricante: Riedel-de Haén.
HCI al 37 % de pureza. Fabricante: Riedel-de Haén.

NaOH (Solido) al 97,8 % de pureza. Fabricante: J T Baker.

As,03 (Solido) al 99,5 % de pureza. Fabricante: BHD.

NH4H,PO4 (Sdlido) al 99,0 % pureza. Fabricante: Merck.

Metanol, grado HPLC. Fabricante: Fluka

Agua Desionizada, grado 18 MQ, NANOpure, Barnstead Thermolyne

Filtro para solventes acuosos, de celulosa, diametro de poro 0,45 pm.
Fabricante: MFS. Filtros para solventes organicos, diametro de poro 0.22

MM membrana hidrofébica.
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6.1.7.- Muestras: Algas para sushi tipo Nori (Porphyra Umbilicalis). De procedencia
Japonesa, sin muchas especificaciones. Se consiguié en paquetes de 28 gramos,
secos y envasados al vacio, en la figura 14 se muestra una fotografia del alga.

£
(108 A

Figura 14. Algas para sushi tipo Nori (Porphyra Umbilicalis).

El alga Nori es de tamafo pequefio, con pliegues y tiene una coloracion rojiza o
purpura que se vuelve negruzca al secarse y tiende al color verde cuando se cuece. Se
consigue comercialmente en forma de laminas u hojas que se obtiene al triturar y
prensar. Hoy en dia se cultiva o recolecta también en otros paises como Espafia,
Francia, China, Corea, etc.

Ademas de utilizarse para la elaboracion de Sushi, también es muy practica tomarla en
forma de copos ya que no hay que cocinarlas. Tiene un sabor suave y la espolvorean
en postres, sobre arroces, pastas, ensaladas, sopas, etc. Para consumir directamente

hay que tostarla ligeramente un par de minutos a fuego lento.



Informacion nutricional del alga Nori (por 100 g.)

e 24 - 35 % de proteinas.

e 350 - 470 mg. de Calcio.

e 2-8mg. de Yodo.

e 30 - 40 mg. de Hierro.

e 3.200 mg. de Potasio.

e 80 -90 mg. de Magnesio.

e 10.000 U.I de betacaroteno (provitamina A)
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6.2.- Esquema Experimental

Para llevar acabo el proceso de extraccion y medida de arsénico sobre muestras de
algas, se siguio el procedimiento experimental mostrado en la figura 15.

Pulverizacion y

o Peso exacto de la
Secado de muestra homogenizacion de la muestra
muestra

(Liofilizacion) aproximadamente
(Molino de Bolas) 1,0000 + 0,0003g

\ 4

Contaminacion
(Enriguecimiento)

Se someti6 al proceso de extraccion

Mezclado Vortex
(ASE).

Contacto por 24 horas (Spike)
Optimizacion de condiciones.
Secado Se adicionaron alicuotas de

disoluciones de arsénico de

A 4

Serecolectaron los extractos en viales

limpios y secos previamente pesados. Cuantificacion de las

muestra. HG- ICP OES

Figura 15. Esquema de procedimiento experimental a seguir.

El esquema presentado en la figura 15 indica que para iniciar el proceso de analisis se
requiere que la muestra se encuentre libre de humedad, ya que los resultados se deben
reportar sobre la base seca. Para evitar perdida de los elementos volatiles, el sistema
de secado mas recomendado es la liofilizaciébn. En nuestro caso patrticular, la muestra
utilizada se adquiri6 seca y libre de humedad, es decir previamente liofilizada vy

almacenada al vacio.
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La siguiente etapa fue pulverizar la muestra, esto nos permitio acondicionarla de una
manera mas homogénea y por otra parte se alcanz6 un tamafio de grano muy fino (tipo
talco), que nos permiti6 aumentar el area superficial, lo cual a su vez, aumenté el
contacto entre la muestra y el solvente, lo que implica una mejora en la eficiencia de

extraccion.

Seguidamente, para cada extraccion se peso6 una cantidad fija de alga (Aprox. 1,0000 +
0,0003 g). Para efecto del calculo de los porcentajes de recuperacion, algunas
muestras de algas fueron contaminadas con arsénico de distintas concentraciones.
Para ello, alicuotas de concentracién conocida de arsénico se pusieron en contacto con
un peso determinado de alga, mezclandose homogéneamente en un dispositivo Vortex.
Se dejaron en contacto por 24 horas y una vez transcurrido ese tiempo, las muestras
secas fueron sometidas al proceso de extraccion. Los extractos obtenidos son
recolectados en viales, los cuales fueron previamente pesados, para asi por diferencia

de peso obtener el volumen final de los mismos.

Finalmente el arsénico fue medido en los diferentes extractos por la técnica HG- ICP
OES. Para ello el extracto y una disolucién de acido clorhidrico son aspirados por
canales diferentes a través de una bomba peristaltica. Seguidamente son mezclados en
una union tipo Y, para finalmente la mezcla ser transformada en aerosol por un
nebulizador flujo cruzado. La finalidad de esta mezcla es de proveer un medio
suficientemente acido, para favorecer la formacién del hidruro volatil. Por otra parte, el
borohidruro de sodio es alimentado por una bomba peristaltica y transformada en
aerosol por un nebulizador tipo concéntrico. Ambas disoluciones entran en contacto de
manera frontal, para la formacion del hidruro volatil, pasando a la descarga del plasma

a través de la camara de aerosol convencional.
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En la figura 16 se muestra un diagrama del sistema de extraccion y de medida en
conjunto.

Celdade extraccion (A) L)
(L)

Cémara de
Nebulizacion

Muestra

ST

Desague

Qevoveocs

<

Control de
Adquisicion de
los datos

b 2
HC  Borohidraro
(H) (1

€ e e e e e e W e

Extractor ASE200 (B)

Figura 16. Diagrama del sistema completo. A.- Celda de Extraccion. B.- Extractor acelerado con solvente,
ASE 200, C.- Vial de recoleccion de Muestra. D.- Unién en Y. E.- Sistema de nebulizacién dual.
F.- Nebulizador flujo cruzado. G.- Nebulizador concéntrico. H.- Disolucién &cida. |.- Disolucion de

borohidruro de sodio. J.- Desaglie nebulizador. K.- Fuente del plasma. L.- Detector (CID). M.- Sistema de
adquisicién de data.

Para poder evaluar el sistema de extraccion, es necesario que el dispositivo de medida
este previamente acondicionado. Por lo tanto, la primera etapa consistio en reevaluar
del sistema de medida (HG-ICP OES), ya que a pesar de que habia sido previamente
desarrollado y optimizado ®%, fue desmantelado y hubo necesidad de re optimizarlo. A

continuacion se presenta la optimizaciéon del sistema de medida.
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6.2.1. Condiciones optimas en el HG-ICP OES para la determinacién de As

Para encontrar las condiciones Optimas de operacion del HG-ICP OES, se emple6 un
estandar de arsénico de 5,00 mg/L y se reajustaron los diferentes parametros
instrumentales disponibles. En la tabla 3 se muestran las condiciones de operacion
reajustadas del HG-ICP OES.

GENERADOR DE RF 1350 W
FLUJO DE GAS AUXILIAR 0,9 L/min
VELOCIDAD BOMBA PARA MUESTRA 0,6 mL/min
LONGITUD DE ONDA DE TRABAJO 189,042 nm
CONCENTRACION NaBH, en NaOH 0,05 % 0.2 %
CONCENTRACION HCI 7%
VELOCIDAD BOMBA PERISTALTICA
(EXTERNA) 0,30 mL/min
FLUJO DE NEBULIZADOR (EXTERNO) 0,400 mL/min

Tabla 3. Condiciones operacionales éptimas del ICP-OES.
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Ya que el sistema de nebulizacion y atomizacion del ICP OES es susceptible al empleo
de solventes organicos y en vista de que emplearemos en la etapa de extraccion
solventes de tal naturaleza, consideramos conveniente realizar la curva de calibracion
bajo diferentes condiciones para los patrones. La primera curva fue realizada con
patrones preparados en disolucion acusa y la segunda curva con patrones elaborados

en disolucion metanol agua en proporcion de 30-70 % respectivamente.

e Curvade calibracion con patrones de As en medio netamente acuoso

En Tabla 4 se muestran las sefiales de emision promedio en unidades arbitrarias (UA)
para un rango de concentraciones entre 0,1 y 1,0 mg/L de arsénico (Ill) en disolucion
acuosa y en la figura 17 los resultados obtenidos de la curva de calibracién. La menor
concentracion de 0,1 mg/L, correspondié aproximadamente al limite de cuantificacion
encontrado bajo estas condiciones, mientras que el valor superior de 1,0 mg/L fue

escogido arbitrariamente.

Concentracién (mg/L) Sefial (UA)
0,1021 1,584
0,2131 4,942
0,5124 11,420
1,0351 25,726

Tabla 4. Concentracion Vs sefial de emision, para As en medio acuoso.
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Senal vs Concentracion
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y =25,57x - 0,989
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0,0000 0,5000 1,0000 1,5000

Concentracién (mg/L)

Figura 17. Curva de Calibracion de patrones de As en medio acuoso.

e Curvade calibracion con patrones de As en medio Metanol-Agua (30-70 %)

En estas condiciones se encontré una mejor relacion sefal ruido, por lo tanto los rango
de concentracion fueron entre 0,02 y 0,5 mg/L de arsénico (lll). En Tabla 5 se muestran
para el rango de concentracion, las sefiales de emision promedio en unidades

arbitrarias (UA) y en la figura 18 los resultados obtenidos de la curva de calibracion.

Concentracién (mg/L) Sefial (UA)
0,0261 1,238
0,0547 2,262
0,2089 7,761
0,5183 16,690

Tabla 5. Concentracion Vs sefial de emision, para As en medio Metanol-Agua.
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Senal vs Concentracion
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Figura 18. Curva de Calibracion de patrones de As en medio Metanol-Agua: (30-70 %).

Al observar los datos obtenidos para cada una de las curvas de calibracion, notamos
gue la sefal medida para los patrones en disolucién acuosas difieren con respecto a los
preparados en disolucion metanol agua (30-70 %). Las intensidades de la sefial en el
disolvente metanol-agua aumentaron considerablemente, debido a una mejora en la
nebulizacién (probablemente). La diferencia en las pendientes de ambas curvas es
indicativo de que hay un efecto matriz a considerar y es por ello que decidimos trabajar
con la curva de calibracion en el solvente metanol-agua, ya que ademas de presentar
una mayor sensibilidad, corresponde a la matriz donde seran obtenidas las muestras

(después de la extraccion). Concierne ahora, evaluar las condiciones de extraccion.
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6.3.- Optimizacion de las condiciones de extraccion

Este tipo de técnica nos permite variar el tipo de solvente utilizado, modificandolo de
acuerdo al analito y la matriz en estudio. En nuestro caso particular, se encontrd de la
revision ) que para este tipo de muestras el solvente ideal consiste de una mezcla de
metanol agua en diversas proporciones. Adicionalmente con el objetivo de trabajar en
las Optimas condiciones de extraccion, el equipo nos permiti6 modificar diferentes
parametros operacionales: temperatura, presion, el tiempo de extraccién estatico y el
nimero de ciclos. En referencia a trabajos anteriores %67 encontramos estudios
sobre la optimizacion de este proceso de extraccion. Los trabajos realizados por
separado de Del Valle Franco Noelia (1999); Cumana Jaime (2000) y Velasquez
Johany (2005), empleando un disefio factorial 2k, les permitieron observar el
comportamiento de la superficie de respuesta, modificando simultaneamente los
diversos parametros. Llegaron a la conclusion que las variables de mayor importancia y
gue mas influyen en el proceso de extraccion son la temperatura y la cantidad de ciclos
realizados. La presién y el tiempo de extraccion resultaron variables de menor

importancia.

En base a lo descrito en el parrafo anterior consideramos mantener fija la presion a
1500 psi y un tiempo fijo de extracciéon de 5 minutos, los cuales son los maximos

permitidos por el equipo. Mientras que los parametros a variar fueron:

e Tipo de solventes a emplear
e Temperatura

e Ciclos realizados
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Para evaluar las condiciones de extraccion se escogio el porcentaje de recuperacion.
Para ello, una misma muestra de alga fue contaminada (enriquecida) con diferentes
concentraciones de arsénico, que oscilaron entre 0,5y 5,0 pg/g. Estos valores fueron
escogidos de manera tal que la concentracion en el extracto pudiera ser medida en la
curva de calibracion, partiendo del hecho de que la recuperacién fuese del 100 %. Por
ejemplo, el valor minimo de 0,5 pg/g fue seleccionado para que en el extracto final
(entre 20 y 25 mL aproximadamente), pudiera dar una sefal ligeramente superior al
primer punto de la curva de calibracion. El valor superior de 5,0 pug/g fue escogido
arbitrariamente (10 veces superior al primero). Hay que hacer notar que los extractos de

algas fueron medidos antes y después de contaminar.

El primer parametro a evaluar fue el tipo de solvente a emplear, ya que si bien es cierto
gue los analitos a extraer son altamente solubles en solventes polares como metanol-
agua, hay una discrepancia en la bibliografia [ ¢ * " referente a la proporcién entre
ellos a emplear. En algunos casos dependiendo del tipo de materia organica de la
muestra, es recomendable emplear una mayor proporcion de metanol que agua, en
otros casos la proporcion se invierte e inclusive en algunas muestras llegan a emplear
solo agua. Es por ello, que en la primera etapa evaluamos la proporcionalidad entre los
solventes metanol-agua, manteniendo fijos los demas parametros (los valores de estos

fueron tomados de las referencias previamente citadas).

A continuacion se presenta el estudio del proceso de extracciéon a dos diferentes

condiciones de solvente.
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6.3.1. Proceso de extraccion con Metanol-Agua (70-30 %)

En la tabla 6 se muestran las condiciones experimentales utilizadas en el este proceso
de extraccion, mientras que en la tabla 7 se presentan los datos en la preparacion de
las muestras con las respectivas cantidades de los patrones de arsénico afiadidas.

Hay que hacer notar, que una vez realizadas las extracciones, los extractos son
sometidos a un proceso de evaporaciéon en un bafio de maria (lentamente). La idea es
reducir la cantidad de metanol, para posteriormente complementar el volumen con
agua, hasta lograr una proporcion aproximadamente igual a la empleada con los
patrones para la curva de calibracion. En la tabla 8 se reportan las concentraciones de

arsenico obtenidas experimentalmente, para cada una de las muestras.

Una vez obtenidas las concentraciones experimentales de arsénico en las muestras, se
procedio a calcular el porcentaje de recuperacion (sobre la base sélida), estos valores

se observan en la tabla 9 y se representan graficamente en la figura 19.

Solvente Metanol-Agua (70:30)
Temperatura 40°C
Presion 1500 psi
Tiempo de estética 1 min
Numero de ciclos de extraccion 1
Tiempo de extraccion total 16 min

Tabla 6. Condiciones para la extraccién con Metanol-Agua 70-30 %.
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Peso alga | Concentracion | Alicuota afiadida Concentracion de As

Muestras de alga (9) As (mgiL) (mL) afiadido en el alga (ug/g)
1 (sin contaminar) 1,0541 0,0000 0,00 0,000
2 (sin contaminar) 1,0231 0,0000 0,00 0,000

B-a 1,0173 0,1083 5,00 0,532

B-b 1,0134 0,1083 5,00 0,534

C-a 1,0665 0,2518 5,00 1,180

C-b 1,0012 0,2518 5,00 1,257

D-a 1,0171 0,5048 5,00 2,482

D-b 1,0111 0,5048 5,00 2,496

E-a 1,0022 0,7515 5,00 3,749

E-b 1,0269 0,7515 5,00 3,659

Tabla 7. Preparacion de las muestras para la extraccion con Metanol-Agua 70-30 %

Muestra de alga Volumen del Concentracion de As | Concentracion de As
extracto (mL) en el extracto (mg/L) en el alga (ng/9)

1 (sin contaminar) 25,4 ND ND
2 (sin contaminar) 24,9 ND ND

B-a 23,7 (0,02 (0,5

B-b 22,3 (0,02 (0,5

C-a 21,1 0,035 0,69

C-b 23,4 0,032 0,74

D-a 21,1 0,075 1,55

D-b 22,1 0,075 1,65

E-a 23,2 0,104 2,41

E-b 23,5 0,101 2,31

Tabla 8. Concentracion de As medidas para la extraccion Metanol-Agua 70-30 %.
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Figura 19. Grafico de los porcentajes de recuperacion para la extraccion con Metanol-Agua 70-30 %.



75

6.3.2. Proceso de extraccion con Metanol-Agua (30-70 %)

En la tabla 10 se muestran las condiciones experimentales utilizadas para el segundo
procedimiento de extraccién, mientras que en la tabla 11 se presentan los datos para la
preparacion de las muestras con las concentraciones de los patrones de arsénico
afadidos. En la tabla 12 se observan las concentraciones de arsénico obtenidas
experimentalmente para cada una de las muestras. En este caso los andlisis fueron
hechos por triplicado, para poder determinar pardmetros estadisticos con mayor
precision. Los porcentajes de recuperacion se muestran en la tabla 13 y se grafican en

la figura 20.
Solvente Metanol-Agua (30:70)
Temperatura 40°C
Presion 1500 psi
Tiempo estatica 5 min
Numero de ciclos de extraccion 1
Tiempo de extraccion total 16 min

Tabla 10. Condiciones para la extraccion con Metanol-Agua 30-70 %.



Concentracion

Concentracion AI~|’cu_ota
Muestras de | peso alga (g) afiadida de As afiadido
alga As (mg/L) (mL) en el alga (ug/g)
1 (sin contaminar) 1,0582 0,0000 0,00 0,00
2 (sin contaminar) 1,0385 0,0000 0,00 0,00
3 (sin contaminar) 1,0682 0,0000 0,00 0,00
F-a 1,0375 0,1083 5,00 0,522
F-b 1,0016 0,1083 5,00 0,541
F-c 1,0925 0,1083 5,00 0,496
G-a 1,0112 0,2518 5,00 1,245
G-b 1,1569 0,2518 5,00 1,088
G-c 1,0671 0,2518 5,00 1,180
I-a 1,0058 0,7515 5,00 3,736
I-b 1,0441 0,7515 5,00 3,599
I-c 1,0205 0,7515 5,00 3,682
J-a 1,0509 1.0812 5,00 5,144
J-b 1,0689 1.0812 5,00 5,058
J-c 1,0256 1.0812 5,00 5,271

Tabla 11. Preparacion de las muestras para la extraccién con Metanol-Agua 30-70 %.
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Volumen del Concentracion
Muestra extracto de As en el Concentracion de
extracto (mg/L) | AS en el alga (hg/g)
(mL)

1 (sin contaminan) 24,9 ND ND

2 (sin contaminan) 24.6 ND ND

3 (sin contaminar) 25,2 ND ND

F-a 21,5 (0,02 (0,5

F-b 22,4 (0,02 (0,5

Fc 216 (0,02 (0,5

G-a 22,4 0,037 0,82

G-b 22,2 0,039 0,76

G-c 21,9 0,038 0,77

l-a 22,5 0,121 2,71

I-b 21,9 0,127 2,66

I-c 22,2 0,122 2,66

J-a 22,3 0,169 3,59

J-b 21,9 0,176 3,60

J-c 22,3 0,167 3,63

Tabla 12.- Concentracién de arsénico obtenida para la extraccion Metanol-Agua 30-70 %.
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Muestra % de Recuperacion
F-a Promedio
F-b S
F-c % DSR
G-a 65,6 Promedio 67
G-b 69,6 s 2
G-c 65,3 % DSR 3,5
l-a 72,7 Promedio 73
I-b 73,9 S 1
I-c 72,2 % DSR 1,2
J-a 69,7 Promedio 70
J-b 71,3 S 1
J-c 68,9 % DSR 1,7

Tabla 13. Porcentaje de recuperacioén para la extraccion Metanol-Agua 30-70 %.

% de Recuperacion

Figura 20. Gréfico de los porcentajes de recuperacion para la extraccion Metanol-Agua 30-70 %.
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En la primera extraccion se empled una mayor proporciéon de metanol con respecto al
agua, lo cual segun la bibliografia revisada es muy utilizado en los procesos de
extraccion con “alto” contenido de material organico. Bajo estas condiciones se
encontraron porcentajes de recuperacion variables, que van desde 58 a un 66 %
(aproximadamente). La contaminacion correspondiente a la concentracion de 0,5 pg/g
no fue posible medir, ya que en el extracto los valores estaban por debajo de lo
determinable en la curva de calibracién. Esto se debe a que solo se recupera alrededor
del 60 % del arsénico afiadido. Por otra parte, este procedimiento presenta un paso
adicional engorroso que lleva tiempo, el cual consiste en la evaporacion del metanol,
para de esta manera alcanzar las condiciones bajo las cuales se realizo la curva de

calibracion.

Para el segundo procedimiento de extraccion el porcentaje de recuperacion varié entre
un 67 y un 73 %, estos resultados nos indican que con el uso de esta mezcla de
solventes obtuvimos valores de recuperacion ligeramente superiores a los obtenidos
con las condiciones anteriores. Por otra parte, muestra una menor diferencia entre los
porcentajes de recuperacion al variar las concentraciones de contaminacién. La
precision se encuentra alrededor de un 2 al 3 % como DSR. Otro hecho a destacar es

gue no hay necesidad de tratar los extractos, previo a la medida.

En vista a lo anteriormente descrito, concluimos en trabajar con la mezcla metanol-agua
al 30-70 % y por lo tanto procedimos a cambiar los diferentes parametros
operacionales, con la idea de optimizar el procedimiento de extraccion con este tipo de

solventes.
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6.3.3. Optimizacion de la extraccion a 100%C.

e La primera opcién fue aumentar la temperatura de 40 a 100 °C, en la tabla 14 se

presentan las condiciones experimentales de extraccion.

Solvente Metanol-Agua (30:70)
Temperatura 100°C
Presién 1500 psi
Tiempo estatica 5 min
Numero de ciclos de extraccion 1
Tiempo de extraccion total 16 min

Tabla 14.- Condiciones experimentales para la extraccion a 100 °C.

En la tabla 15 se presentan los datos para la preparacion de las muestras con las
concentraciones de los patrones de arsénico afiadidas. En la tabla 16 se observan las
concentraciones de arsénico obtenidas experimentalmente en cada una de las
muestras y los porcentajes de recuperacion se muestran en la tabla 17. En la figura 21

se muestra un esquema grafico de los porcentajes de recuperacion.



Concentracion

Concentracion AI~|'cu_ota
Muestras de | pego alga (g) afadida de As afiadido

alga As (mg/L) (mL) en el alga (ug/g)

1 (sin contaminar) 1,1298 0,0000 0,00 0,00

2 (sin contaminar) 1,0873 0,0000 0,00 0,00

3 (sin contaminar) 1,0834 0,0000 0,00 0,00
K-a 1,0234 0,1083 5,00 0,529
K-b 1,0231 0,1083 5,00 0,529
K-c 1,0876 0,1083 5,00 0,498
L-a 1,0632 0,2518 5,00 1,184
L-b 1,0546 0,2518 5,00 1,194
L-c 1,1020 0,2518 5,00 1,142
M-a 1,0342 0,5048 5,00 2,441
M-b 1,0081 0,5048 5,00 2,504
M-c 1,0465 0,5048 5,00 2,412
N-a 1,0675 0,7515 5,00 3,520
N-b 1,0023 0,7515 5,00 3,749
N-c 1,0985 0,7515 5,00 3,421
O-a 1,0765 1.0812 5,00 5,022
O-b 1,0834 1.0812 5,00 4,990
O-c 1,0021 1.0812 5,00 5,395

Tabla 15. Preparacion de las muestras para la extracciéon a 100 °C.
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Volumen del

Concentracién de

Concentracién de

Muestras extracto (ml) As en el extracto As en el alga

(mg/L) (na/9)
1 (sin contaminar) 26,0 ND ND
2 (sin contaminar) 24,6 ND ND
3 (sin contaminar) 25,4 ND ND
K-a 26,7 (0,02 (0,55

K-b 25,8 (0,02 (0,5

K-c 24.4 (0,02 (0,5

L-a 24,9 0,035 0,81

L-b 24,9 0,034 0,80

L-c 25,4 0,035 0,81

M-a 23,1 0,075 1,66

M-b 23,6 0,073 1,70

M-c 23,5 0,076 1,70

N-a 24,7 0,108 2,49

N-b 23,4 0,102 2,39

N-c 22,6 0,112 2,31

O-a 25,9 0,152 3,66

O-b 25,9 0,154 3,68

O-c 25,4 0,142 3,60

Tabla 16. Concentracion de arsénico obtenida para la extraccién a 100 °C.
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Muestra % de Recuperacion
K-a Promedio
K-b S
K-c — % DSR ——-
L-a 68,41 Promedio 69
L-b 67,26 s 2
L-c 71,32 % DSR 3,0
M-a 68,22 Promedio 69
M-b 67,97 s 1
M-c 70,31 % DSR 1,8
N-a 70,80 Promedio 67
N-b 63,67 s 4
N-c 67,46 % DSR 5,3
O-a 72,96 Promedio 71
O-b 73,74 s 4
O-c 66,65 % DSR 5,5

Tabla 17.- Porcentaje de recuperacion para la extraccién a 100 °C.
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Figura 21. Grafico de los porcentajes de recuperacién para la extraccién a 100 °c.
Los resultados observados en la tabla 17, no muestran un aumento considerable en el
porcentaje de recuperacion, el cual esta alrededor del 70 %, lo que indica que un

cambio de temperatura de 40 a 100 °C no aumenta de manera importante la

recuperacion. La reproducibilidad se mantiene mas o menos estable.

El préximo parametro por evaluar es el nimero de ciclos de extraccion.
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e La segunda opcion fue aumentar un ciclo adicional de extraccion, en la tabla 18

se presentan las condiciones experimentales de extraccion.

Solvente Metanol-Agua (30:70)
Temperatura 100°C
Presién 1500 psi
Tiempo estatica 5 min
Numero de ciclos de extraccion 2
Tiempo de extraccion total 32 min

Tabla 18.- Condiciones experimentales para 2 ciclos de extraccion.

En la tabla 19 se presentan los datos para la preparacion de las muestras con las
concentraciones de los patrones de arsénico afladidas. En la tabla 20 se observan las
concentraciones de arsénico obtenidas experimentalmente para cada una de las
muestras y los porcentajes de recuperacion se muestran en la tabla 21. En la figura 22

se muestra un esquema grafico de los porcentajes de recuperacion.



peso | Concentracion ':!::;t: Conc~entfacién de
Muestras de alga | 494 (q) As (malL) As ;r;a;d(lj:/:; el
(mL)
1 (sin contaminar) | 1,1178 0,0000 0,00 0,00
2 (sin contaminar) [ 1,0133 0,0000 0,00 0,00
3 (sin contaminar) | 1,0724 0,0000 0,00 0,00
K-a 1,0321 0,1083 5,00 0,525
K-b 1,0232 0,1083 5,00 0,529
K-c 1,0789 0,1083 5,00 0,502
L-a 1,0623 0,2518 5,00 1,185
L-b 1,0934 0,2518 5,00 1,151
L-c 1,0987 0,2518 5,00 1,146
M-a 1,0294 0,5048 5,00 2,452
M-b 1,0079 0,5048 5,00 2,504
M-c 1,0501 0,5048 5,00 2,404
N-a 1,0632 0,7515 5,00 3,534
N-b 1,0021 0,7515 5,00 3,750
N-c 1,1021 0,7515 5,00 3,409
O-a 1,0689 1.0812 5,00 5,058
O-b 1,0756 1.0812 5,00 5,026
O-c 1,0018 1.0812 5,00 5,396

Tabla 19. Preparacion de las muestras para la extraccién en dos ciclos.
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Volumen [ Concentracion de | Concentracion de
Muestras del extracto | arsénico en el arsénico en el alga

(mL) extracto (mg/L) (ng/9)
1 (sin contaminar) 24,9 ND ND
2 (sin contaminar) 25,1 ND ND
3 (sin contaminar) 25,7 ND ND
K-a 25,9 (0,02 (0,5

K-b 24,3 (0,02 (0,5

K-c 25,1 (0,02 (0,5

L-a 25,3 0,038 0,87

L-b 21,6 0,037 0,83

L-c 22,3 0,038 0,87

M-a 24,9 0,078 1,78

M-b 24,6 0,079 1,81

M-c 25,8 0,081 1,80

N-a 25,8 0,119 2,73

N-b 25,3 0,109 2,61

N-c 25,0 0,122 2,52

O-a 26,2 0,169 4,04

O-b 23,4 0,168 4,02

O-c 249 0,154 3,93

Tabla 20. Concentracion de As obtenida para la extraccion en dos ciclos.
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Muestra % de Recuperacion
K-a Promedio
K-b S
Koc % DSR
L-a 73.61 Promedio 74
L-b 71,89 s 2
[-c 76,26 % DSR 3.0
M-a 72.65 Promedio 73
M-b 72,33 s 1
M-C 74.99 % DSR 2.0
N-a 77.11 Promedio 74
N-b 69,61 S 4
N-C 73.81 % DSR 51
O-a 79.89 Promedio 78
O-b 80,02 S 4
O-c 72,84 % DSR 53

Tabla 21.- Porcentaje de recuperacion para la extraccién en dos ciclos.
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Figura 22. Grafico de los porcentajes de recuperacién para la extraccién a dos ciclos.

Con este procedimiento se genera un incremento del 6 % sobre el porcentaje de
recuperacion, lograndose un promedio entre 75 a 76 %.

En vista de los resultados obtenidos, procedimos a incrementar a un nuevo ciclo de

extraccion.
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e Como tercera opcion se procede a realizar un ciclo mas de extraccion. En la tabla 22

se presentan las condiciones experimentales de extraccion.

Solvente Metanol-Agua (30:70)
Temperatura 100°C
Presién 1500 psi
Tiempo estatica 5 min
Numero de ciclos de extraccion 3
Tiempo de extraccion total 48 min

Tabla 22.- Condiciones experimentales para tres ciclos de extraccion.

En la tabla 23 se presentan los datos para la preparacion de las muestras con las
concentraciones de los patrones de arsénico afladidas. En la tabla 24 se observan las
concentraciones de arsénico obtenidas experimentalmente en cada una de las
muestras y los porcentajes de recuperacion se muestran en la tabla 25. En la figura 23

se muestra un esquema grafico de los porcentajes de recuperacion.



Peso alga | Concentracion 22;35;2 Conc~entfacién de
Muestras de alga @) As (mg/L) As alnadldo en el
(mL) alga (Mg/9)

1 (sin contaminar) 1,1348 0,0000 0,00 0,00

2 (sin contaminar) 1,0124 0,0000 0,00 0,00

3 (sin contaminar) 1,0254 0,0000 0,00 0,00
K-a 1,0215 0,1083 5,00 0,530
K-b 1,0231 0,1083 5,00 0,529
K-c 1,0906 0,1083 5,00 0,497
L-a 1,0582 0,2518 5,00 1,190
L-b 1,0236 0,2518 5,00 1,230
L-c 1,1023 0,2518 5,00 1,142
M-a 1,0292 0,5048 5,00 2,452
M-b 1,0079 0,5048 5,00 2,504
M-c 1,0501 0,5048 5,00 2,404
N-a 1,0688 0,7515 5,00 3,516
N-b 1,0021 0,7515 5,00 3,750
N-c 1,1001 0,7515 5,00 3,416
O-a 1,0801 1.0812 5,00 5,005
O-b 1,0855 1.0812 5,00 4,980
O-c 1,0024 1.0812 5,00 5,393

Tabla 23. Preparacion de las muestras para tres ciclos de extraccion.
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Volumen del

Concentracién de

Concentracion de As

Muestras extracto (mL) As en el extracto en el alga (ng/g)
(mg/L)
1 (sin contaminar) 24,9 ND ND
2 (sin contaminar) 25,1 ND ND
3 (sin contaminar) 25,7 ND ND
K-a 26,6 (0,02 (0,5
K-b 25,7 (0,02 (0,5
K-c 24,5 (0,02 (0,5
L-a 24,8 0,038 0,89
L-b 24,7 0,037 0,89
L-c 25,5 0,038 0,88
M-a 23,3 0,079 1,80
M-b 23,5 0,079 1,83
M-c 23,6 0,081 1,83
N-a 24,8 0,118 2,75
N-b 23,6 0,113 2,67
N-c 22,4 0,125 2,55
O-a 25,8 0,168 4,01
O-b 25,5 0,172 4,05
O-c 25,2 0,158 3,96

Tabla 24. Concentracion de arsénico obtenida para tres ciclos de extraccion.
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Muestra % de Recuperacion
K-a Promedio
K-b s.
K-c e % DSR —
L-a 74.64 Promedio 77
L-b 72,54 S 1
[-c 7712 % DSR 15
M-a 73.28 Promedio 75
M-b 73,25 S- 2
M-c 75,93 % DSR 31
N-a 78.17 Promedio 74
N-b 71,23 s 2
N-c 74,62 % DSR 2,1
O-a 80.18 Promedio 75
O-b 81,32 s 3
O-c 73,51 % DSR 46

Tabla 25. Porcentaje de recuperacién para la extraccién para tres ciclos.
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Figura 23. Gréfico de los porcentajes de recuperacion para tres ciclos de extraccion.

Para un tercer ciclo de extraccion no se encontrd6 un aumento apreciable en el
porcentaje de recuperacion, por otra parte el tiempo de extraccion total aumento a 48
minutos por muestra, haciendo en el analisis algo largo y tedioso. Por lo tanto,
decidimos establecernos con las condiciones experimentales anteriormente alcanzadas,

es decir la descrita en la tabla 18, con un maximo de dos ciclos de extraccion.

Hasta esta etapa de la experimentacion, la recuperacion maxima obtenida no llegaba al
80 %, estaba en el promedio de un 76 %. En aras de aumentar este valor, hicimos una
exploracion para tratar de aumentar la efectividad en la extraccion de arsénico. Nos
dedicamos a analizar las influencias que pudiera tener los agentes no relacionados a
los parametros de extraccion, entre ellos los consumibles relacionados con el material
empleado en el contenedor de la celda, es decir, los dedales que envuelven la muestra

y los filtros que se colocan en el fondo de la misma.
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Notamos que los dedales Yy filtros originales se habian agotado y fueron sustituidos por
unos elaborados en nuestros laboratorios. El dedal fue confeccionado con recortes de
una hoja de papel de celulosa de algodén, marca Advantec, grado N©. 5 A (equivalente
al whatman 41), de un grosor de 0,22 mm. Pero el filtro estaba construido de un
material particularmente grueso de composicién desconocida y caracteristicamente
estos quedaban de un color “verdoso” intenso después de la extraccion. Es por ello que

enfocamos nuestra atencidn en la sustitucion de estos filtros.

Reflexionando sobre que la eficiencia en la extraccion de arsénico pudiera estar
relacionado con absorcién o adsorcion irreversible por parte del filtro y en vista que no
se podia hacer alguna extraccion en ausencias de estos, decimos elaborar unos con
recortes hechos del mismo material empleado para los dedales, es decir de papel de
celulosa de algodén, marca Advantec de un grosor de 0,22 mm. Por ello procedimos a

evaluar ambos filtros.

6.3.4. Evaluacién de los filtros empleados en la extraccion

Con las condiciones establecidas en la tabla 18 se prepard un estandar de arsénico
y fue medido con el filtro original y con el filtro sustituto. Para ello decimos emplear
una matriz mas inerte que el alga, en su reemplazo empleamos arena de rio muy
bien lavada. En la tabla 26 se presenta la preparacion de las muestras con el filtro
original y el sustituto, en la tabla 27 la determinacidén experimental de arsénico para

la evaluacién de los filtros y en la tabla 28 por porcentajes de recuperacion.
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Concentracion

Muestras Peso arena Datrén As Alicuota Concjentracién de As
(g) agregada (mL) afiadida al alga (ug/9)
(mg/L)

1 FO (sin contaminar) 1,2312 0,0000 0,00 0,0000
2 FO (sin contaminar) 1,0965 0,0000 0,00 0,0000
3 FO (sin contaminar) 1,1342 0,0000 0,00 0,0000
4 FO 1,1762 0,5048 5,00 2,1459
5FO 1,0923 0,5048 5,00 2,3107
6 FO 1,1256 0,5048 5,00 2,2424
7 FS (sin contaminar) 1,1256 0,5048 0,00 0,0000
8 FS (sin contaminar) 1,1324 0,5048 0,00 0,0000
9 FS (sin contaminar) 1,0754 0,5048 0,00 0,0000
10FS 1,0399 0,5048 5,00 2,4272
11FS 1,0510 0,5048 5,00 2,4015
12 FS 1,0745 0,5048 5,00 2,3490

Tabla 26. Preparacién de muestras para la evaluacién de los filtros. Donde FO fue empleando filtro
original y FS empleando filtro sustituto.
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Muestras Volumen | Concentracion de As en el | Concentracion de As en
(mL) extracto (mg/L) el alga (ng/g)

1 FO ( sin contaminar) 28,3 ND ND

2 FO (sin contaminar) 28,6 ND ND

3 FO (sin contaminar) 29,3 ND ND
4 FO 28,3 0,0691 1,6635
5FO 29,6 0,0621 1,6837
6 FO 29,1 0,0664 1,7180

7 FS (sin contaminar) 26,2 ND ND

8 FS (sin contaminar) 26,5 ND ND

9 FS (sin contaminar) 26,4 ND ND
10FS 26,0 0,0912 2,2799
11FS 26,2 0,0904 2,2538
12FS 26,3 0,0859 2,1037

Tabla 27. Determinacion experimental de As para la evaluacion de los filtros. Donde FO fue empleando
filtro original y FS empleando filtro sustituto.

Muestras Recuperacion (%)
4 (filtro original) 78 Promedio = 76%
5 (filtro original) 73 S= 3
6 (filtro original) 77 % DSR = 3,3
7 (filtro sustituto) 94 Promedio = 92
8 (filtro sustituto) 94 S=3
9 (filtro sustituto) % % DSR = 2,7

Tabla 28. Porcentaje de recuperacion de As en la evaluacion de los filtros.
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Como primera reflexion pudimos observar que las muestras preparadas en la matriz de
arena de de rio con el filtro original, presentaron el mismo porcentaje de recuperacion
de las algas, las cuales habian sido medidas con el mismo filtro (del orden del 76 %). Es
decir, que una vez optimizado el sistema de extraccion, el efecto de aumentar la
efectividad en el porcentaje de recuperacion no es atribuible al tipo de matriz empleada.
Por lo tanto, inferimos que el problema en la efectividad de la extraccion pudiera estar
influenciado por agentes externos al tipo de muestra o pudiera ser atribuido a las

perdidas naturales que ocurre en el ejercicio de la extraccion.

Por otra parte, al hacer las extracciones con el nuevo filtro, se not6é un aumento
considerable del porcentaje de recuperacion (16 %), llegando a un valor promedio del
92 %. Es decir que el filtro si era un factor determinante en la pérdida de efectividad del
porcentaje de recuperacion. No decidimos, repetir la experiencia con el dedal, ya que

este estaba constituido del mismo material con que se elaboro el nuevo filtro.

En base a lo anteriormente examinado, procedimos a medir las muestras de algas bajo
las condiciones de extraccion establecidas en la tabla 18 y empleando el nuevo filtro

elaborado.

6.3.6. Extraccion de As en muestras de alga

Se realizo el proceso de extraccién sobre el alga (sin contaminar) con la finalidad de
poder observar alguna cantidad de arsénico en este tipo de algas, en la tabla 29 se
observan las condiciones experimentales de trabajo, en la tabla 30 la preparaciéon de

estas muestras y en la tabla 31 los resultados obtenidos.



Solvente Metanol-Agua (30:70)
Temperatura 100°C
Presién 1500 psi
Tiempo estatica 5 min
Numero de ciclos de extraccion 2
Tiempo de extraccion total 32 min

Tabla 29. Condiciones para la extraccion de las muestras de alga.

Muestras Peso Alga (g) Volumen de
extracto (mL)

1 1,0140 232

2 1,0062 235

3 1,0106 232

Tabla 30. Preparacion de muestras de algas.

Concentracién en el Concentracién en el
Muestras
extracto (mg/L) alga (ug/9)
1 ND ND
2 ND ND
3 ND ND

Tabla 31. Concentracion de arsénico en el alga sin contaminar.
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De la tabla 40, podemos notar que en extracto de las muestra de algas en estudio, no

se observo sefal alguna de arsénico.

Tomando en cuenta que el porcentaje de recuperacion anda en el orden del 90 %, para
poder medir arsénico en los extractos, estos deberian presentar una concentracién del
orden del 0,03 mg/L (30 ppb, en una alicuota promedio de 25 mL), que llevados a la
muestra solida (alga) corresponde a un valor de 0,7 mg/Kg. Por lo tanto las algas
estudiadas tienen un valor muy por debajo de 0,7 mg/Kg en arsénico.
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8. CONCLUSION.

Para la determinacion de arsénico en muestras de algas, la Extraccion
Acelerada con Solventes arrojo resultados de recuperacion del orden del 92 %
con un DSR del 3%. Se logr6 implementar el método de extraccién empleando
solventes de relativo de bajo costo (metanol- agua al 30-70 % respectivamente),
con tiempos de extraccion de 32 minutos por muestra, pero pudiendo analizar
hasta 12 muestras secuencialmente y de manera automatizada. De manera tal
gue pudiese ser considerada ideal para un analisis rutinario en el control de este

tipo de procesos.

El valor encontrado del porcentaje de recuperacion (92 %) en con junto con la
técnica de medida (HG ICP OES), arroj6 una cantidad minima a medir sobre la
muestra seca del orden de 0,6 mg/Kg. Este valor limite es ligeramente superior a
los reportados recientemente para arsenico inorganico por la Autoridad Europea
de Seguridad Alimentaria*. El valores para la exposicion alimentaria humana
publicados recientemente por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria*
han sido disminuido a 0,03 mg/Kg para pescado y 0,1 mg/Kg para mariscos, no
estableciendo aun valores para algas, pero es de esperar que sean superiores,
ya que el consumo de este tipo de algas, son mucho menores que los de

pescados y mariscos.
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Los valores de arsénico para las algas en estudio (Nori), no arrogaron valores

detectables, muy por debajo de 0,7 mg/Kg.

* Publicado: 22 de 2009 por European Food Safety Authority. Ultima actualizacion: 1 de Febrero
del 2010.

http://www.gencat.cat/salut/acsa/html/es/dir3164/doc32428.html
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9. RECOMENDACIONES.

Los valores detectados estan por encima de los minimos establecidos para la
exposicion alimentaria de arsénico, por lo cual es necesario disminuir aun mas
los limites de deteccion, empleando otra técnica de cuantificacion o mejorando el

sistema utilizado en este trabajo.

La extraccion acelerada con solvente si bien es una técnica relativamente
eficiente desde el punto de vista de la extraccion propiamente dicho, esta disefia
para emplear volumenes relativamente grandes. Esto es bien representado por
los volumenes donde recolectan los extractos, del orden de 25 mililitros, es decir
hay una gran efecto de dilucion. Si pudiéramos recolectar los extractos en
volimenes menores, pudiéramos disminuir la cantidad detectable. Es por ello
gue las técnicas modernas de tratamiento de muestra tienden a emplear

volumenes cada vez mas pequeios (SPE, MAE, etc).
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