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INTRODUCCION

El hidroarsenismo crénico regional endémico (HACRE), producto de la
diseminacién del arsénico a través de aguas de consumo, alcanza niveles
mundiales.

En Argentina el arsénico se presenta en aguas de una amplia regién del norte y
del centro del pais. En el sudeste de la provincia de Coérdoba, especificamente
en la ciudad de Bell Ville, se describio por primera vez el problema del HACRE
en Argentina. En esta region y al sudoeste de la provincia se alcanzan niveles
de 100 ppb de arsénico en las aguas subterraneas. Otras zonas aledafias
presentan contenidos menores, pero igualmente preocupantes. (CONAPRIS;
UnIDA; ATA 2007).

Generalmente, la especie predominante es el As(lll), cien veces mas toxica que
el As(V). Dado que la oxidacion de la especie As(lll) por el oxigeno del aire
sucede facil y rapidamente luego del muestreo, es de gran importancia su
determinacién inmediata in situ (Meng, Ying y Korfiatis 2003).

El uso de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) asociada a la
espectrometria de fluorescencia es el método mas popular para la especiacion
del arsénico. Esta metodologia implica una gran inversion de equipamiento de
laboratorio y no puede ser utilizada para el analisis in situ. Liao & Deng (2006)
sefalan la urgente necesidad del desarrollo de un método de especiacion
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efectivo con equipamiento accesible, desde el punto de vista de los costos,
para el monitoreo rutinario del As en campo.

El objetivo de este trabajo es la puesta a punto del método del azul de
molibdeno en condiciones particulares de preparacion y uso de la mezcla
colorante, soluciones oxidantes y reductoras para su aplicacion como método
de rutina y en campo para la determinacion del As en muestras de aguas de la
region considerada de alto riesgo de HACRE. Se estudi6 la linealidad y se
determiné el limite de deteccion, proponiéndose mejoras para la optimizacion
de los resultados obtenidos en esta etapa.

MATERIALES Y METODOS

Materiales y Equipo

El material requerido se limita a material de vidrio de uso comun. Se emplea un
espectrofotometro de haz simple UV/Visible Mecasys Optizen POP con celdas
de 1 cm de paso Optico. Los espectros de absorcion de los complejos de
arseno-molibdato y fosfo-molibdato formados utilizando las concentraciones del
reactivo colorante optimizado son muy similares y presentan un maximo
centrado entre 875 y 880 nm (R. K. Dhar, y otros 2004), por lo tanto la
absorbancia se mide a 880 nm durante todas las experiencias.

Soluciones Patrén

Se preparan soluciones madre de 125 mg/L As(V) y As(lll) disolviendo
arseniato de sodio (Na;HAsO,.7H,0) y arsenito de sodio (NaAsO;) de grado
analitico en agua desionizada (5 uS/cm). La solucién de As(V) se conserva con
1ml/100mI de HCI concentrado, mientras que la solucion de As(lll) se conserva
con 1mg/ml de acido ascoérbico (R. Dhar, y otros 2004). A partir de estas
soluciones se preparan diariamente estandares secundarios de 25 0 12.5 mg/L.
También se utiliza un patrén de As,O3 preparado en el laboratorio de analisis
de la facultad, con una concentracion de 1 g/L de As(lll). El estandar
secundario de esta solucion es de 10 mg/L.

Se prepara una solucién madre de 10 mmol/L de fosfatos disolviendo KH,PO,4
en agua desionizada. Diariamente se preparan estandares secundarios de 1
mmol/L.

Preparacion de Reactivos

Se utilizan los mismos reactivos empleados por Johnson y Pilson (1972), pero
con la optimizacion del reactivo colorante sugerida por Dhar (2004).

El agente oxidante empleado es KIO3; 2 mmol/L, se prepara disolviendo el
reactivo en agua desionizada conteniendo 2% (v/v) de HCI. El medio acido es
necesario para lograr una oxidacion completa del As(lll) en un menor tiempo
(Hu, Lu y Jing 2012).

Se utiliza el agente reductor de Johnson (1971), el cual consiste en una mezcla
de metabisulfito de sodio (Na;S,0s) al 14%, tiosulfato de sodio (NaxS,03) al
1.4% vy &acido sulfarico (H,SO,4) al 10% (v/v) en una proporcién 2:2:1
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respectivamente. Esta solucién se prepara diariamente ya que solo es estable
durante 6 horas a temperaturas inferiores a 30°C.

El reactivo colorante esta conformado por acido ascorbico (CgHgOg) al 10.8%,
molibdato de amonio ((NH4)sM07024.4H,0) al 3%, tartrato de antimonio y
potasio (CgH4K201,Sb,.3H,0) al 0.56% y acido sulfarico (H,SO,4) 2.5 M. Estas
soluciones deben mezclarse en una relacién 2:2:1:5, respectivamente, pero
debido a problemas de estabilidad en la mezcla obtenida, el acido ascorbico se
agrega a la alicuota tratada en primer lugar, y luego se agrega la mezcla de los
demas compuestos.

Procedimiento

Todas las muestras analizadas se preparan con agua desionizada y se
pretratan de la siguiente manera: se acidifica al 1% con HCIl y se adiciona con
fosfato para lograr una concentracion minima de 2 pmol/L. Esto dltimo elimina
cierta dependencia que existe entre el P y el As, mejorando la velocidad de
desarrollo del color y logrando mediciones mas precisas (R. Dhar, y otros
2004).

Para el andlisis de la muestra, se toman tres alicuotas de 5 ml; en la primera se
agregan 0.5 ml de agua destilada (muestra sin tratar), en la segunda 0.5 ml de
agente oxidante (muestra oxidada), y en la tercera 0.5 ml de agente reductor
(muestra reducida). Se agitan y se dejan reaccionar durante 15 minutos. En
cada alicuota se agrega 0.1 ml de &cido ascorbico, se agita y se agregan 0.4 ml
de reactivo colorante. Se vuelve a agitar, se deja reaccionar durante 30 minutos
y se mide la absorbancia. Las concentraciones de las diferentes especies de
arsénico en la muestra se calculan como sigue:

Asrotar = ASoxidada — ASreducida
AS(V) = ASsin tratar — ASreducida
AS(III) = ASoxidada — ASsin tratar
Todos los andlisis se realizan por duplicado o triplicado.

Curva de calibracion

Para elaborar la curva de calibracibn se preparan muestras con agua
desionizada y concentraciones conocidas de arsénico, y se realiza el
pretratamiento. Se aplica el método de azul de molibdeno y se calcula la
absorbancia correspondiente al arsénico total. Todas las mediciones se
realizan por triplicado y con correccion de blanco de reactivos. Se efectua la
regresion lineal para obtener la pendiente y la ordenada al origen, y un modelo
representativo de los datos.

Mediante la aplicacion de un software de analisis de datos se realiza el analisis
estadistico de los datos para evaluar la linealidad y la confianza del modelo
planteado.

Limite de deteccion y cuantificacién

Para evaluar los limites de aplicacion de la técnica, se prepara una muestra de
concentracion conocida de arsénico con un valor de 5 veces el limite de
deteccion (MDL) esperado. Se realizan 9 mediciones de esta muestra a lo largo
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de un periodo de tres dias, se calcula la desviacion estandar de estas
mediciones y se multiplica por el valor correspondiente a una distribucién t para
8 grados de libertad y un 99% de confianza. El limite de cuantificacion practico
de la técnica (PQL) es el valor correspondiente a 5 veces el MDL calculado.
(APHA, AWWA,WEF 1999)

RESULTADOS
Validacién del método
En el Grafico N°1 se muestra la curva de calibracion obtenida.

Grafico N°1 — Curva de Calibracion
Absorbancia = -0.000986068 + 0.244392*Concentracion
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Las lineas rojas indican el intervalo de confianza del 95% para la media de
varias observaciones. Las lineas negras representan los intervalos de
prediccién para nuevas observaciones, se ubican a una desviacion estandar de
la linea verdadera y describen la exactitud de nuevas predicciones.

El andlisis de varianza (ANOVA) para el modelo propuesto arroja un valor-p
menor a 0.05, lo cual indica con un 95% de confianza que existe una relacion
estadisticamente significativa entre las variables. El grado de ajuste de la
regresion es de 0.9947, por lo tanto el modelo propuesto explica el 99.47% de
la variabilidad en la absorbancia medida. El coeficiente de correlacion obtenido
(0.9973), indica una relacion lineal fuerte entre las variables analizadas. La
desviacion estandar de los residuos del modelo es de 0.001980, mientras que
el valor promedio de los mismos es de 0.001479.

Se realiza una prueba de falta de ajuste para determinar si el modelo
seleccionado es adecuado para describir los datos observados; en este caso el
valor-p para la falta de ajuste del ANOVA es mayor a 0.05, por lo tanto se
puede asegurar que el modelo lineal brinda una buena correlacién de los datos
medidos.
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Grafico N°2 — Analisis de Residuos
Absorbancia = -0.000986068 + 0.244392*Concentracion
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Grafico N°3 — Probabilidad Normal de Residuos
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El Gréafico N° 2 muestra la distribucién de los residuos respecto al numero de
fila de los datos. Se observa una distribucion pareja de los valores respecto al
eje central, por lo tanto pueden descartarse alteraciones en los datos debidas a
influencias externas. Los puntos 13 y 16 se encuentran a mas de 2
desviaciones estandares y pueden considerarse valores atipicos, pero no se
excluyen del analisis ya que se encuentran dentro de 3 desviaciones.

En el Grafico N°3 se observa el ajuste de los residuos a una distribucién
normal; como estos se distribuyen aleatoriamente a lo largo de la recta normal
y no presentan colas se puede aceptar que los residuos, y por lo tanto los
datos, siguen una distribucion normal.

En la tabla N° 1 se muestran los resultados de pruebas estadisticas realizadas
para corroborar la normalidad de los residuos. Como todos los valores-p de las
pruebas son mayores a 0.05, no se puede rechazar la hipétesis que los
residuos provienen de una distribucion normal con un 95% de confianza.
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Tabla N°1 - Pruebas de Normalidad para residuos

Prueba Estadistico | Valor-p
Chi-Cuadrado 8.77778 0.6423
Estadistico W de Shapiro-Wilk | 0.969044 0.5994
Valor-Z para curtosis 0.43572 0.6630

MDL y PQL

Mediante la aplicacion de la curva de calibracion, se convierten los valores de
absorbancia obtenidos en unidades de concentracién. En la siguiente tabla se
resumen los limites calculados para el método de azul de molibdeno.

Tabla N°2 — Limites de la técnica
Parametro Valor

Media 0.0313444
Desviacion estandar | 0.00677147
Valor t (8 GL —99%) | 2.896

MDL 0.0196 mg/L
PQL 0.098 mg/L

El limite de deteccion obtenido para esta técnica es de 20 pg/L, valor superior
al limite establecido por la OMS para arsénico en agua potable, 10 pg/L.

CONCLUSIONES

Los datos de absorbancia obtenidos mediante el método del azul de molibdeno
se ajustan satisfactoriamente por un modelo lineal, aunque la variabilidad es
mayor a la deseable en un método espectrofotométrico. Esto puede atribuirse a
diferentes problemas que surgieron durante las experiencias, como
inestabilidad en el color del complejo formado y dificultades en la aplicacion del
oxidante en medios muy acidos, que pueden corregirse con modificaciones en
el reactivo colorante y en el pretratamiento de la muestra.

El andlisis se centré en la determinacion del arsénico total, para enfocarse en la
puesta a punto de la técnica general antes de su aplicacién a la especiacion en
determinaciones mas especificas.

El limite de deteccion logrado por la técnica para estas condiciones particulares
de preparacion y uso de reactivos es alto si se compara con el valor maximo
permitido en aguas de consumo humano. El valor obtenido esta afectado por
los mismos problemas planteados anteriormente, por lo tanto seria posible
alcanzar valores mas bajos mediante ciertas modificaciones en el método.
Optimizado el método es de interés la aplicacion y comparacion de resultados
obtenidos con otras técnicas, utilizadas actualmente en laboratorios de esta
Universidad, en el analisis de arsénico en aguas naturales.
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