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Amonio pirrolidinditiocarbamato

Amonio pirrolidinditiocarbamato

Complejo entre Cr(lll) y 1,1,1,trifluoro-2,4-pentadiona
Acronimo en inglés de material de referencia certificado
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
Conductividad-Temperatura-Profundidad (Depth, en Inglés)
Acronimo en inglés de Vapor Frio

Dietilamonio ditiocarbamato

Dietilditiofosfato

Dimetilarsénico

1,5-difenilcarbazida

Acronimo en inglés de factor de enriquecimiento

Acrénimo en inglés de Espectroscopia de Absorcion Atdmica con
Atomizacion Electrotérmica

Acrénimo en inglés de Espectroscopia de Absorcion Atomica de Llama
Acronimo en inglés de Analisis por Inyeccion en Flujo

Acrénimo en inglés de Inyeccién en Flujo-Espectroscopia de Absorcion
Atémica con Atomizacion Electrotérmica

Acrénimo en inglés de Inyeccién en Flujo-Espectroscopia de Absorcion
Atomica de Llama

Acrénimo en inglés de Cromatografia de Gases-Espectrometria de
Masas

Acrénimo en inglés de Cromatografia de Gases-Espectroscopia de
Absorcion Atomica

Tampon de Acido Acético y Acetato Sédico
Acrénimo en inglés de Generacién de Hidruros

Acrénimo en inglés de Espectroscopia de Absorciéon Atdmica con
Generacioén de Hidruros

Acrénimo en inglés de Generacién de Hidruros- Espectroscopia de
Fluorescencia Atomica



HPLC Acronimo en inglés de Cromatografia Liquida de Alta Presion

IAPSO Internacional Association of Physical Sciences of the Ocean
ICP Acronimo en inglés de Plasma Acoplado Inductivamente
Acrénimo en inglés de Espectroscopia de Emision Atémica de Plasma
ICP-AES .
Acoplado Inductivamente
ICP-MS Acrénimo en inglés de Espectrometria de Masas-Plasma Acoplado

Inductivamente
IIM Vigo Instituto de Investigaciones Marinas de Vigo
INSHT Instituto Nacional Seguridad e Higiene en el Trabajo
IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry

Limite de Exposicion basados en promedios ponderados en 8 horas de

LED jornada laboral

LOD Acrénimo en inglés Limite de Deteccion
LoQ Acronimo en inglés Limite de Cuantificacion
MIBK Metilisobutilcetona

MMA Monometilarsénico

n. d. No detectado

NaDDTC Dietilditiocarbamato sodico

nFIA Acronimo en inglés Analisis por Inyeccion en Flujo normal
OoMS Organizacion Mundial de la Salud

PTFE Polietrafluoroetileno

rFIA Acrénimo en inglés de Analisis por Inyeccién en Flujo reversa

SBSR En inglés Single Bead String Reactor
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Objetivos Introduccién preliminar

1 Objetivos

El objetivo principal de esta tesis consiste en el desarrollo de metodologia analitica
para la especiacién de metales en muestras de agua, haciendo uso de reacciones
de formacion de complejos quelatos y posterior determinacion de los mismos por

técnicas espectroscopicas atémicas.

El trabajo se ha centrado en dos metales pesados, Cr y As, cuya toxicidad
depende de la forma quimica en la que se encuentran. En ambos casos las
especies inorganicas son mas téxicas que las organicas, por lo que se ha
enfocado el estudio hacia las especies inorganicas debido a su mayor peligrosidad

como contaminante ambiental.

En primer lugar, se desarrollara un método para la especiacion de Cr en agua
dulce y agua de mar usando la formacion del quelato volatil con la B-dicetona,
1,1,1-trifluoro-2,4-pentadiona (TFA). La elevada volatilidad que caracteriza al
complejo Cr(TFA); permite la separacion de las especies inorganicas mas

habituales de Cr y por tanto su especiacion.

En segundo lugar, se desarrollaran métodos de separacion y preconcentracion de
As y Cr en muestras de agua de mar. La preconcentraciéon se llevara a cabo a
través de la reaccion selectiva de As(lll) y Cr(VI) con APDC vy la retencion de estos
quelatos en un reactor anudado. Estos métodos se realizaran mediante la técnica
de inyeccién en flujo acoplada a un equipo de Espectroscopia de Absorcién

Atémica con Atomizacion Electrotérmica, FI-ETAAS.

Finalmente, se realizara un estudio de la distribucion de las especies inorganicas

de As y Cr en la Ria de Arousa, aplicando los métodos desarrollados.

Una vez expuestos los objetivos del proyecto nos centraremos en las palabras

clave del mismo: metales traza, especiacién y quelatos.
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Introduccién preliminar Metales traza

2 Metales traza

Junto con los compuestos policiclicos aromaticos, pesticidas, materiales
radiactivos, los metales pesados constituyen uno de los contaminantes mas
peligrosos para el ser humano. A diferencia de los compuestos organicos resulta
dificil eliminar los metales de los ecosistemas acuaticos de forma natural, por lo

que se van acumulando en cada uno de los eslabones de la cadena trofica’.

Las fuentes de contaminacién pueden ser:
= Atmosféricas
= Descomposicion geoldgica de los minerales que los contienen
= Procesos industriales o explotaciones mineras
= Uso de los metales o de sus compuestos
= Residuos solidos urbanos

= Excreciones humanas y animales

A pesar de su peligrosidad, algunos metales son considerados esenciales para los
organismos vivos cuando se encuentran en todos los tejidos de una familia
zoolégica y su concentracion es muy similar entre individuos de distintas especies.
Si las concentraciones son inferiores a los niveles normales aparecen sintomas
debidos a la deficiencia, los cuales desaparecen cuando se recuperan los niveles.
Por ejemplo, el hierro, Fe(ll), ligado a la hemoglobina resulta fundamental para el
transporte de oxigeno en sangre; el cobalto, Co(ll), forma parte de la vitamina By,

y otros como Cu, Mn, Zn y Co intervienen en diversas reacciones enzimaticas.

El cromo y el arsénico han sido objeto de estudio en esta tesis ya que ambos
presentan diferente toxicidad segun el estado de oxidacidon y niveles de
concentracibn muy bajos en el agua de mar; por lo tanto requieren métodos

selectivos y muy sensibles para su determinacion.

Capitulo 1 5



Metales traza Introduccién preliminar

2.1 Cromo

El cromo fue descubierto en 1797 por el francés Louis Nicolas Vauquelin cuando
experimentaba con un mineral conocido como rojo plomo encontrado en Siberia,
también llamado crocoita (PbCrQO,4). Mezclando este mineral con HCI obtuvo el
6xido de cromo (CrO3), a partir del cual se puede aislar el Cr metalico calentandolo
en un horno de carbon. A este nuevo elemento le llamé chroma (color en griego)
por la variedad de colores que presentan sus compuestos: los cromatos son
amarillos siendo el mas conocido el PbCrO,4, usado como pigmento; el dicromato
potasico (K,Cr,0O7) es un sdlido de color rojo; el 6xido cromico (Cr,O3) es de color
verde; mientras que el Cr es un metal blanco azulado brillante. En muchos
minerales el Cr reemplaza a parte de Al y Fe dotandolos de colores
caracteristicos; también el color de muchas piedras preciosas se debe a la

presencia de Cr.

El Cr ocupa el puesto 21 en abundancia en la corteza terrestre encontrdndose
fundamentalmente en forma de sales y 6xidos. Existe en todos los estados de
oxidaciéon posibles a partir de —Il a +VI, pero los mas importantes en estudios

medioambientales son Cr(lll) y Cr(VI)>.

2.1.1 Usos

Se trata de un metal muy duro y resistente quimicamente, por ello su mayor
aplicacion se encuentra en las aleaciones con Fe, W y Co aumentando su dureza
y resistencia a la corrosion. En los aceros inoxidables constituye un 10% o mas de
la composicion final. El cromado, recubrimiento electrolitico con Cr, fue muy
utilizado en la industria del automoévil para dar un acabado brillante, duro y
resistente a las piezas, aunque actualmente ha sido sustituido por plastico. La
cromita (FeCr,0,), el mineral mas importante, se emplea como material refractario
debido a su elevado punto de fusion, pequefia dilatacion térmica y estabilidad de
la estructura cristalina. Las sales se emplean como pigmentos, en el curtido de

cuero, en insecticidas y fungicidas y como catalizadores™*
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Introduccién preliminar Metales traza

2.1.2 Toxicidad

La toxicidad de este metal depende del estado de oxidacion y de la
biodisponibilidad del mismo. La especie trivalente, Cr(lll), se considera un
elemento esencial en el metabolismo de los hidratos de carbono, lipidos vy
proteinas, siendo su funcion principal potenciar la actividad de la insulina
(hormona pancreatica)® ®. De hecho, las dietas deficientes en cromo se asocian a
enfermedades como la diabetes, asi como a la aparicion de problemas
cardiovasculares. Es muy raro que aparezcan excesos de Cr debido a que su

presencia en alimentos es muy reducida.

Por otra parte, los compuestos de Cr(VI) son téxicos, siendo la dosis letal de unos
pocos gramos. En niveles no letales, el Cr (VI) se considera carcinogeno debido a
su mayor potencial de oxidacion y la facil permeabilidad a través de las
membranas biolégicas7’ 8 Ademas puede producir dafo en la piel, el tracto
respiratorio, en los riflones y afectar a la fertilidad®. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) recomienda desde 1958 una concentracion maxima de 50 g I Cr
en el agua de consumo. Este valor ha sido revisado haciendo nuevos estudios
sobre sus efectos en la salud, pero ha permanecido constante® (Directiva de la
Comunidad Europea 80/ 778/ EEC L229/ 20 D48).

Generalmente, los mamiferos pueden tolerar la ingestion de concentraciones de
100 a 200 veces el contenido corporal total de Cr porque la acidez estomacal
favorece la reduccion de Cr(Vl) a Cr(lll), disminuyendo la absorcion

gastrointestinal de la especie mas toxica' .

Las consecuencias por exposicion a Cr(VI) en el puesto de trabajo en industrias
donde producen o manipulan compuestos de Cr hexavalente se conocen desde
hace 100 afios, cuando se documentd el primer caso de cancer de pulmén de un
trabajador en la produccion de pigmentos de Cr. La Directiva 98/24/CE obliga a los
estados miembros de la Comunidad Europea a establecer limites de exposicion

profesionales. La transposicién de esta Directiva al ordenamiento juridico espafiol
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mediante el Real Decreto 374/2001 considera los limites de exposiciéon publicados
por el INSHT como los valores de referencia apropiados para los agentes quimicos
(Tabla 1)* 2.

Tabla 1. Limites de exposicién profesional en Espafia para los compuestos de Cr.

Valor limite *

Compuesto/grupo mg m”
Cromato calcico 0,001
Cromato de zinc 0,01
Cromato de Cr(lll) 0,05
Cromato de estroncio 0,0005
Cromato de sodio 0,05
Cromato potasico 0,05
Compuestos inorganicos solubles en agua 0,05
Cr(VI), excepto anteriores insolubles en agua 0,01

*LEP Limites de exposicién basados en promedios ponderados en 8 horas de jornada laboral

2.2 Arsénico

El arsénico es un metaloide ampliamente distribuido en la corteza terrestre
ocupando 52° lugar en abundancia. Se encuentra en una gran variedad de
minerales fundamentalmente en forma de sulfuros como: pirita arsenical (Fe[AsS]),

rejalgar (As4S4) o cobaltina (Co[AsS]).

Fendmenos naturales como la degradacion de los minerales, la actividad volcanica
y bioldgica, junto con las aportaciones antropogénicas son las principales fuentes
de As en el medioambiente. Un ejemplo de contaminacion por una fuente de
origen natural es la intoxicacidon masiva que tuvo lugar en Bangladesh por el
consumo de agua de multitud de pozos construidos por las ONGs en areas
geolégicamente ricas en As™, donde la concentraciéon en aguas subterraneas

(>2500 pg I'") supera los limites establecidos por la OMS (10 ug I"')™.
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Algunos minerales de As se conocen desde tiempos remotos, 300 afos antes de
Cristo, aunque el As elemental no fue aislado hasta el siglo Xlll por Alberto Magno.
Reduciendo el trioxido de arsénico con carbdn se obtiene el metaloide, aunque la

mayoria del arsénico se comercializa como 6xido.

2.2.1 Usos

Comunmente la palabra arsénico de asocia directamente con veneno. No

obstante, el As y sus compuestos tienen variedad de aplicaciones''®:

= Preservante de la madera (arseniato de cobre y cromo), uso que
representa, segun algunas estimaciones, cerca del 70% del consumo

mundial de arsénico.

= Semiconductor (arseniuro de galio) para circuitos integrados y también en

la construccion de diodos laser y LED.
= Aleacciones con Pb para endurecerlo en la fabricacion de perdigones.
= Insecticidas (arseniato de plomo) y herbicidas (arsenito de sodio)
= Pigmento en pinturas y fuegos artificiales (disulfuro de arsénico),

= Decolorante en la fabricacion del vidrio (trioxido de arsénico) para eliminar

el color verde que producen las impurezas de Fe.

= Con fines terapéuticos, sobre todo antiguamente. En la actualidad han sido

reemplazados por antibiéticos.

2.2.2 Toxicidad

El arsénico no se considera un elemento esencial aunque algunos de sus
compuestos organicos se utilizan para estimular el crecimiento de raices y como
aditivo en piensos para animales. El grado de toxicidad de los compuestos de As
esta directamente relacionado con su movilidad en el agua y fluidos corporales, la

cual depende de su especiacidon. Los compuestos inorganicos son mas téxicos
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que los organicos. Ademas la especie trivalente, As(lll), presenta mayor toxicidad

1914 En orden decreciente de toxicidad, la

que la especie pentavalente, As(V)
secuencia quedaria del siguiente modo: Arsina >As(lll) inorganico >As(lll) organico
>As(V) inorganico >As(V) organico >As elemental. Mientras que la arsenobetaina

y la arsenocolina no se consideran toxicos.

La absorcion de As por inhalaciéon depende de la solubilidad y del tamafio de las
particulas. En Espafa, la normativa del Instituto Nacional de Salud e Higiene en el
Trabajo (INHST)"? establece como maximo 0,01 mg m™ As elemental y
compuestos de As en el lugar de trabajo debido a que puede causar cancer de
pulmoén. El As inorganico se absorbe rapidamente por el tracto gastrointestinal y es
transportado hacia el higado donde por metilacion podrian producirse
monometilarsénico (MMA) y dimetilarsénico (DMA). Sin embargo, una fraccién de
As inorganico podria acumularse en el pelo, las unas y la piel. Las especies
organicas e inorganicas de As se eliminan por la excrecién de orina™. No
obstante, la ingesta de grandes cantidad de As(lll) puede ocasionar un
envenenamiento rapido y la muerte. El nivel de As inorganico en agua potable
recomendado en las directrices de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) es
de 10 ug A partir de los estudios epidemioldgicos realizados en zonas con
suelos ricos en As, como el caso comentado anteriormente de Bangladesh, se ha
observado la enfermedad conocida como “Pies Negros”, cuando la ingesta diaria
de As inorganico esta entre 10 y 50 ug kg'1 de peso corporal. Esta enfermedad se
manifiesta con problemas vasculares, que derivan en algunos casos en necrosis y

gangrena en las manos y los pies, de ahi su nombre’’.

3 Especiacion

La determinacién de la concentracion total de un metal no es suficiente para
evaluar el impacto ambiental, ya que la reactividad, toxicidad, biodisponibilidad y

distribucion depende de la forma quimica en la que se encuentre el metal. De ahi,
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la importancia de disponer de métodos adecuados para la determinacion de las
distintas formas quimicas de cada elemento necesarios para realizar los estudios

de especiacion™ '°.

Los términos especie y especiacion originalmente ha sido tomados de la biologia.
Su uso en el campo de la quimica ha supuesto cierta controversia por los distintos
significados que se le han asociado®. Para solucionar este conflicto la IUPAC ha

propuesto las siguientes definiciones®" %

v Especie quimica. Forma especifica de un elemento definido como
composicion isotépica, estado de oxidacién y/o estructura molecular o

compleja.

v Andlisis de especiacion. Actividades analiticas de identificacion y/o

cuantificacion individual de una 0 mas especies quimicas en una muestra.

v Especiacion. Distribucion de un elemento entre las especies quimicas

definidas en un sistema.

Los analisis de especiacion requieren técnicas de deteccién altamente sensibles
que al mismo tiempo proporcionen informacion sobre la forma quimica o la
estructura en la que se presentan”. Sin embargo, las técnicas mas usadas para la
identificacion de formas y estructuras en analisis organicos no son adecuadas para
la especiacion debido a su baja sensibilidad. Por otro lado, los detectores de
Espectroscopia Atdomica son poderosas herramientas con limites de deteccién
muy bajos para la mayoria de los metales pero no proporcionan informacién sobre
la forma quimica. La solucion a este problema radica en la combinacion de varias
técnicas analiticas, acoplando una técnica de separacion y un detector altamente

sensible para el elemento objeto de estudio.
La mayoria de los trabajos estudian los diferentes estados de oxidacion y

solamente algunos se centran en el grado de complejacién o determinacion de

compuestos organicos.
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El mayor problema en los andlisis de especiacion es mantener inalterada la
distribucion de las especies en una muestra durante el muestreo, almacenamiento
y, sobre todo, durante el analisis. La determinacion selectiva de cada una de las
especies requiere generalmente varias etapas en el tratamiento como: extraccion,
separacién y reacciones de derivatizacion®. La posibilidad de alterar la
especiacién y el riesgo de contaminaciéon en cada uno de estos pasos, asi como
los errores sistematicos que se cometen tanto durante el tratamiento como en la
deteccion, deben tenerse en cuenta al evaluar la fiabilidad de los resultados
obtenidos. Una solucion a esta problematica serian las simulaciones por
ordenador basandose en modelos de prediccidn. Conociendo la concentracion
total y una serie de parametros fisico-quimicos, asi como constantes de equilibrio
quimico y redox, se podria deducir la concentracion de cada una de las especies.
Sin embargo, los modelos prediccion todavia no pueden aplicarse en muchos
casos ya que no se dispone del numero suficiente de constantes

termodinamicas®* %°.

Por lo tanto, resulta imprescindible un buen control de calidad durante todo el
proceso de analisis. Las herramientas disponibles que permiten el seguimiento de

la calidad de los analisis son, entre otras:

= Uso de protocolos validados para el muestreo, almacenamiento de las

muestras y analisis.
= Control de la estabilidad de los reactivos y patrones de calibracién.
= Control de blancos
= Control del rendimiento instrumental
= Uso de materiales de referencia certificados.

= Participaciéon en programas de comparacion entre laboratorios.

Actualmente, los materiales de referencia certificados (CRM) disponibles para los

estudios de especiacion son insuficientes. Por tanto, la obtencion de nuevos
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CRMs es uno de los objetivos prioritarios para los grupos de investigacion que se

dedican a los estudios de especiacion®.

3.1 Especiacion en agua de mar

La complejidad de los ecosistemas marinos influye considerablemente sobre la
distribucion de las especies quimicas. Para la realizacion de un estudio de
especiacion deben tenerse en cuenta multitud de factores de entre los que
destacan: salinidad, temperatura, pH, potencial redox, materia organica, los
organismos vivos y ademas, las posibles alteraciones debido a la actividad

humana®’.

En este proyecto se ha restringido el estudio de la especiacion de metales traza en
la fase acuosa, las muestras de agua de mar son filtradas con filiros de 45 ym de
diametro de poro, con el fin de eliminar todas las particulas en suspension; tal
como establecen los protocolos de analisis de agua de mar®. A la complejidad del
medio debemos sumarle los bajos niveles de concentracion en los que se

encuentran normalmente los metales en el agua de mar.

3.1.1 Especiacion de Cr

La metodologia empleada en los estudios de especiacién de Cr es muy diversa:
preconcentracion en distintos tipos de columnas; reacciones quimicas como
formacion de complejos o oxidacion-reduccién; extraccion; precipitacion vy
coprecipitaciénzg. Incluso siguiendo estrategias diferentes: determinacion de la
concentracion de Cr total y de una de las especies Cr(lll) o Cr(VI) con el mismo
método®*?% determinar cada una de las especies con métodos diferentes®; o

determinar Cr(lll) y Cr(VI) con el mismo método>*®".

Cranston et al.** han empleado la coprecipitacion con Fe(OH); para la especiacion

de Cr mediante FAAS en muestras de agua de mar. Solamente el Cr(lll) se
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precipita junto a Fe(OH); posteriormente el Cr(VI) se reduce usando Fe(OH), para
la determinacion de Cr total. La coprecipitacion se realiza inmediatamente después
de la toma de muestra a bordo del barco para minimizar los posibles problemas

durante el almacenamiento de la muestra.

La complejacién con quinolin-8-ol se ha utilizado para la preconcentracién y
separacién de Cr(lll) en agua de mar en una columna empaquetada con una
resina de poliestireno-divinilbenceno. La concentraciéon de Cr total se obtiene tras
la reduccion de Cr(VI) con hidroxilamina. Las medidas se realizan en un equipo de
ETAAS®.

La extraccién solido-liquido permite la automatizacién del analisis de especiacion
mediante técnicas de inyeccion en flujo (FI). Rao et al.® proponen un método FI-
FAAS para la determinacion de Cr(lll) y Cr(VI) mediante la formacién selectiva del
quelato con dietilditiocarbamato controlando el pH y la preconcentracion en una
columna Cqg-silica gel. Sperling et al®". han publicado un trabajo similar basado en
la separacion y preconcentracion mediante la retencién en una columna C18-silica
gel usando NaDDTC como agente complejante. Se distingue del método anterior
en que la concentracion de Cr(lll) se calcula por diferencia entre las
concentraciones de Cr(VI) y Cr total. Para la determinaciéon de Cr total se sigue el
mismo procedimiento pero con la oxidacion previa de Cr(lll) a Cr(VI) usando
K,S,0¢/Ag".

La bioadsorcién de metales por sustratos bioldgicos, eritrocitos, bacterias, algas,
levaduras, hongos y plantas ha sido aplicada a la recuperacion de metales
preciosos, remediacion de lugares contaminados y preconcentracion de metales
traza. Bag et al.** han propuesto un método de especiacion de Cr basado en la
retencion selectiva de Cr(lll) en Saccharomyces cerevisiae inmobilizada en una
columna rellena de sepiolita. Siguiendo el mismo procedimiento se determina la
concentraciéon de Cr total después de la reduccion de Cr(VI). Otro ejemplo de

especiacion de Cr por bioadsorcion consiste en la retenciéon selectiva en Lemma
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minor”. A pH 1 el Cr(lll) queda atrapado por la biomasa separada por
centrifugacion del liquido sobrenadante donde permanece el Cr(VI) disuelto. Al
sobrenadante se le afade otra porcion de Lemma minor y se ajusta el pH a 5,
logrando asi la adsorcién de Cr(VI). Los residuos solidos obtenidos en cada etapa
son introducidos en forma de suspension en un equipo ETAAS para la

determinacién de cada una de las especies de Cr.

3.1.2 Especiacion de As

Existen numerosos métodos para la especiacion de As, la mayoria de ellos
basados en técnicas de separacién cromatografica acopladas a detectores
sensibles y selectivos como AAS, HG-AAS, ICP-AES e ICP-MS** *®. Algunos de
los cuales han sido disefiados para la determinacién de especies inorganicas,
mientras que con otros se pueden determinar tanto especies inorganicas como
organicas.

Ya en 1976, Haywood et al.*

propusieron un método espectrofotométrico para la
especiacion de As en agua de mar. La determinacioén selectiva de As(V) es posible
mediante la extraccién selectiva del complejo APDC-As(lll) en cloroformo. Aunque
teéricamente en agua de mar oxigenada deberia predominar la especie
pentavalente, As(V), se han encontrado cantidades apreciables de As(lll) en las
muestras analizadas con este método. La presencia de As(lll) probablemente este

asociada a la existencia de fito- y zooplancton capaz de reducir el arsénico®.

Dada la diferencia en el comportamiento entre As(lll) y As(V) en el proceso de
generacion la arsina se puede lograr la especiacién de As mediante HG-AAS
controlando el pH*. Sin embargo en ciertas condiciones el As(lll) podria
transformarse en As(V) alterando la relacion As(lIl):As(V) como en el caso del

agua de mar acidificada®’.
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En algunos casos las especies de As se encuentran en concentraciones muy
bajas por lo que se requieren técnicas altamente sensibles para su deteccion o
procesos de preconcentracion. El acoplamiento de un sistema de inyeccion en
flujo con un equipo ETAAS facilita la separacion y preconcentracion evitando el
riesgo de contaminacién porque tiene lugar en un sistema cerrado, siendo posible
la obtencién de senales de blanco muy bajas y reproducibles®. Algunos de estos
métodos de preconcentracion se fundamentan en la formacion selectiva de un
complejo en un sistema “on-line”, como por ejemplo la retencién en una columna
Cis del complejo As formado con NaDDC* o con amonio dietilditiofosfato*
(DDTP) para su determinacién mediante FI-ETAAS.

4 Uso de quelatos en la especiacion de metales

Un complejo se define como una especie formada por asociacion de 2 o mas
especies capaces de existir independientemente. Se conocen como complejo
metalico cuando la especie mas simple es un metal, el cual generalmente ocupa la
posicion central. Algunos ligandos se unen al metal por mas de un donador
formando un anillo heterociclico. Este tipo de anillo recibe el nombre especial de

quelato, palabra que procede del griego chele, pinza de cangrejoso’ >,

Unos de los compuestos organicos mas estudiados que forman quelatos son las (-
dicetonas, dada su elevada volatilidad®® *®. Se han empleado el analisis
termogravimétricos para la comparacién de la volatilidad y estabilidad térmica de
los distintos complejos metal- B-dicetonas® *°. Los factores que afectan a la
volatilidad son el tamario, la forma y la polaridad de la molécula. A su vez la forma
que puede ser esférica o plana dependiendo del estado de oxidacién del metal.
Los quelatos esféricos, generalmente son mas volatiles que los planos, los cuales
estan mas empaquetados cuando estan en estado sélido formando capasse.

Ademas, la estabilidad de los quelatos también depende del metal®’.
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Existen distintas p-dicetonas segun la naturaleza de los sustituyentes R y R’

(Tabla 2), cuya formula genérica es:

o (0]

I I
NN

Tabla 2. Algunas de las pB-dicetonas mas conocidas

Nombre comun Nombre IUPAC R R’
Acetilacetona (AA) 2,4-Pentadiona CH; CHj;
Acetiltrifluoroacetona (TFA) 1,1,1-Trifluoro-2,4-Pentadiona CHs CF;
Benzoilacetona (BA) 1-fenil-1,3-butadiona CeHe CH;
Benzoiltrifluoroacetona (BTA) 1-fenil-4,4,4-trifluoro-1,3-butadiona CeHe CF;
2-Furoiltrifluoroacetona (FTA) 1-(2-furoil)-4,4,4-trifluoro-1,3-butadiona C4H,O CF;
2-Thenoiltrifluoroacetona (TTA) 1-(2-tenoil)-4,4,4-trifluoro-1,3-butadiona C4HsS CF;
Hexafluoroacetilacetona (HFAA) 1,1,1,5,5,5-Hexafluoro-2,4-Pentadiona CF; CF;
Dipivaloilmetano (DPM) 2,2,6,6-tetrametil-3,5-heptadiona C4Hg C4Ho

1,1,1-Trifluoro-5,5-dimetilhexan-2,4-

pentadiona CaHo CFs

Trifluoroacetilpivaloilmetano (TDH)

Otro grupo de compuestos estudiados son las B-tiocetonas y las p-cetoaminas, las
cuales forman quelatos di y tetradentados con metales divalente como Cu(ll) y
Ni(ll). Estos quelatos son mas estables aunque menos volatiles que las j-

dicetonas®®*®°.
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8184 dialquilditiofosfatos® y oxinas®® pueden formar

También los ditiocarbamatos
quelatos. Estos compuestos suelen encontrase ligados a material de relleno en
columnas, las cuales se utilizan en métodos de preconcentracion y separacion de
elementos traza. Algunos ejemplos de estos compuestos son: 8-quinolinol, amonio
pirrodilinditiocarbamato (APDC), dietilamonio ditiocarbamato (DDTC), sodio

dietilditiocarbamato (NaDDTC) y ditizona®”.

La generacion de vapor de distintos metales se considera en la actualidad el
método de introduccidon de muestra mas eficaz en Espectroscopia Atémica. Sus

principales ventajas son:
= Separacion del analito de la matriz

= Mayor eficiencia en la introducciéon de la muestra en comparacion con la

nebulizacidn neumatica convencional
= Obtencion de un vapor homogéneo
= Alta sensibilidad

= Reduccion de las posibles interferencias

Entre las distintas formas de introduccién de muestra en fase gaseosa se
encuentra: la generacion de hidruros (HG), el vapor frio (CV) para el Hg; esteres
de B y carbonilos de Ni. La limitacion de estas técnicas es su reducida
aplicabilidad restringida a unos pocos elementos. La generacién de hidruros puede
aplicarse a: As, Se, Cd, Sn, Sb, Te, Pb, Bi®® %,

Una nueva propuesta para la introduccion de muestra en fase gas en AAS ha
surgido pensado en la posibilidad de aprovechar la elevada volatilidad y

08.7074 Para ello se han tomando como referencia los

estabilidad de los quelatos
numerosos estudios que se han realizado desde los afios 50, sobre la formacion,
estabilidad y separacion cromatografica de los quelatos formados con los metales

de transicion y las tierras raras. En el capitulo 6 del libro “Hydride Generation
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Atomic Absorption Spectrometry” &

puede encontrarse una recopilacion de los
trabajos que emplean los quelatos volatiles para la determinacion de metales

especificando el agente complejante y la técnica analitica utilizada.

La formacién de quelatos se ha utilizado también en los estudios de especiacion,
sobre todo en métodos de separacion y preconcentracion. La eficacia del método
de especiacién depende fundamentalmente de la selectividad del agente
complejante por una de las especies y el control de las condiciones del medio en

el que tendra lugar la reaccién de formacion.
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1 Muestras de agua dulce

1.1 INTRODUCCION

1.1.1 Eleccién del agente quelatante

Ya desde los afios 50 se ha estudiado la formacion de quelatos con las j-
dicetonas utilizadas para la extracciéon y separacion de metales. Existen diversos
estudios en los que se demuestra que los derivados fluorados de estas pB-
dicetonas poseen mayor volatilidad y estabilidad térmica, lo cual las hace mas
eficaces para los procesos de separacién1'3. El incremento de volatilidad se podria
justificar por la reduccion de las fuerzas de Van der Waals y posiblemente por una
disminucién de los enlaces de hidrogeno intermolecular de los compuestos

fluorados en comparacién con los complejos analogos sin fluor.

Un compuesto de este tipo es la 1,1,1- trifluoro-2,4-pentadiona (TFA), el cual forma
quelatos con diversos metales: Be(Il), Mg(ll), Al(lll), Sc(lll), Cr(lll), Mn(lll), Fe(lll),
Co(lll), Ni(ll), Cu(ll); Zn(ll); Ga(lll), Zr(IV), Rh(lll), In(lll), La(lll), Hf(IV) y tierras
raras" *'3. Estos complejos presentan una estructura octaédrica con dos isémeros

espaciales: cis y trans, como se representan en la figura 1.

CF3 CF3

Cis Trans

Figura 1. Isomeros geométricos de los quelatos de TFA.
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La diferencia entre los dos isdmeros en la posicion de uno de los grupos
trifluorometil le confieren distinta polaridad, siendo mayor para el isémero cis. Los
isobmeros se pueden separar mediante cromatografia de gases, dado que
presentan diferente volatilidad. El isémero trans se eluye antes porque su

polaridad es menor y por tanto su volatilidad mayor que la del isémero cis* ™.

El cromo es uno de los metales mas estudiados, que forma un quelato con la
1,1,1- trifluoro-2,4-pentadiona (TFA), la cual reacciona selectivamente con Cr(lll),
formando el complejo cuya estructura se representa en la figura 2. Se ha
demostrado la estabilidad de dicho quelato, Cr(TFA),, asi como el incremento de
volatilidad respecto al quelato formado con la acetilacetona (AA). En un trabajo
publicado por Castillo et al.”® se representan las curvas termogravimétricas de
ambos quelatos; donde se corrobora la diferencia de volatilidad. ElI Cr(AA);
comienza a sublimarse a los 145°C, mientras que el Cr(TFA); lo hace a los 75°C.
Posteriormente, en un estudio mas detallado sobre las temperaturas de
sublimacién para distintas -dicetonas, se han obtenido 109°C y 148°C como

temperaturas de sublimacion para Cr(TFA); y Cr(AA)s, respectivamente’”.
St
7
e
C>\ 3+Tt
SN

Figura 2. Estructura del complejo Cr(TFA);

A pesar que los primeros estudios de los quelatos con p-dicetonas se centran en

su separacion cromatogréafica, a principios de los afios 70 ya se publicaron
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trabajos en los se usan estos complejos para la determinacion de metales
mediante AAS®.

El complejo Cr(TFA); se ha empleado para la determinaciéon de Cr en distintas
matrices mediante varias técnicas analiticas: GC-AAS®, GC/MS con dilucidn
isotopica’®, GC-ECD", FAAS™ ' ETAAS™?, ICPAES® ". Incluso se ha
empleado para la especiacion directa de Cr en el interior del tubo de grafito®*?*
basandose en la selectividad de la reaccion de complejacién. La elevada
volatilidad de este quelato permite la eliminacion del contenido de Cr(lll) en las

muestras antes de la determinacion de Cr(V1)?,

1.1.2 Espectroscopia de absorcién atémica

En la revision bibliografica realizada por Marques et al”®. sobre la especiacion de
Cr en matrices liquidas se verifica que la espectroscopia atdmica es la técnica mas
utilizada sola o acoplada con otras técnicas para la determinacion de Cr(lll) y
Cr(VI).

La espectroscopia atémica como técnica de deteccién se basa en la absorcion,
emision o fluorescencia por atomos o iones elementales que tiene lugar durante
las transiciones electrénicas del estado fundamental al estado excitado. El proceso
en el cual la muestra se convierte en un vapor atdmico se denomina atomizacion.
Generalmente, el vapor atémico se obtiene sometiendo la muestra a una fuente de
calor mediante diferentes mecanismos: llama (FAAS) o electrotérmicos (ETAAS).
Inmediatamente se expone a la radiacién de una lampara que emite a la longitud
de onda propia del elemento a determinar. La diferencia de energia entre la fuente
y el detector es proporcional a la cantidad de analito vaporizado y teniendo en

cuenta el volumen de muestra analizado se obtiene su concentracion.
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1.1.2.1 Fuentes de radiacién

En el caso de la espectroscopia de absorcion atdmica se emplean
fundamentalmente dos tipos de fuentes: lamparas de catodo hueco y lamparas de

descarga.

Las ldmparas de catodo hueco consisten en un anodo de wolframio y un catodo
cilindrico construido con el metal del que se desea obtener el espectro. Ambos
estan cerrados herméticamente en un tubo de vidrio lleno de un gas inerte, Ar o
Ne, a una presion de 1 a 5 torr (Figura 3A). Cuando se aplica un potencial eléctrico
entre los electrodos se produce la ionizacion del gas capaz de ionizar parte de los
atomos metalicos arrancados del catodo, logrando asi la emision de la radiacién

caracteristica del elemento que se desea determinar.

Para algunos elementos volatiles se emplean lamparas de descarga, las cuales se
construyen con un tubo de cuarzo herméticamente cerrado que contiene un gas
inerte y una pequefia cantidad del metal que se desea determinar (Figura 3B). A
diferencia de las lamparas de catodo hueco, estas no tienen electrodos,
empleando para su activacion un campo intenso de radiofrecuencias o de

radiacion de microondas?®® %',

Ventana de cuarzo

Lampara
\ Bobina RF

/ Catodo

Ventana de cuarzo

Figura 3. Fuentes de radiacion mas comunes en AAS: A. Lampara de catodo hueco, B. Lampara de

descarga.
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1.1.2.2 Espectroscopia de absorcion atémica con atomizacion electrotérmica

En este trabajo se ha empleado la espectroscopia de absorcion atémica con
atomizacion electrotérmica (ETAAS) dado que: requiere un volumen de muestra
pequefo, del orden de los pl; su elevada sensibilidad permite determinaciones al
nivel de trazas y ultra-trazas, como es el caso de los metales en agua de mar. Y
ademas se trata de un equipamiento relativamente econémico y de facil manejo en
comparacion con la técnica de plasma acoplado inductivamente (ICP), para cuyo
manejo se requiere personal mas cualificado y tanto su coste como su

mantenimiento son mayores.

A

//I/‘ Plataforma “‘.L, - "

Figura 4. Tipos de tubos de grafito mas habituales: A. Calentamiento longitudinal, con el detalle de la

plataforma, B. Calentamiento transversal.

La espectroscopia de absorcién atémica con atomizacion electrotérmica (ETAAS)
fue propuesta por L'vov en 1959. La muestra se introduce por el orificio superior
dentro de un tubo de grafito, abierto por los dos extremos, a través del cual pasa
coaxialmente el haz de luz procedente de la fuente. El tubo es de unos 5 cm de
largo y un diametro interno de algo menos de 1 cm. El tubo de grafito se ubica
dentro de una cédmara que se calienta eléctricamente. En funcién del tipo de
calentamiento, que puede ser longitudinal o transversal, varia la forma del tubo de
grafito28 (Figura 4). Mediante el calentamiento transversal se obtiene mayor
homogeneidad en la temperatura a lo largo del tubo de grafito”. La camara esta
refrigerada con agua y protegida de la oxidacion atmosférica con Ar mediante 2
conductos uno exterior y otro interior. La corriente interior de Ar ademas de evitar
el deterioro del tubo por el contacto con el aire, arrastra los vapores generados por

la matriz de la muestra en las etapas previas a la atomizacion. La camara esta
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delimitada por dos ventanas de cuarzo, permitiendo el paso de la radiacién desde

la fuente hasta el detector.

Con el fin de mejorar la sensibilidad y la reproducibilidad de la atomizacion en
1977 L'vov propuso la utilizacién de una plataforma colocada en el interior de tubo
de grafito sobre la cual se inyecta la muestra®. La plataforma se calienta por la
radiacion de las paredes incandescentes del tubo, retrasando la atomizacion de la
muestra hasta que se alcance una temperatura constante. Ello permite que la
temperatura de atomizacidon programada sea mayor, reduciendo interferencias

tanto espectrales como quimicas®®*".

Otra medida para mejorar la reproducibilidad y reducir las interferencias de matriz
es el uso de tubos de grafito pirolitico. Mediante el recubrimiento con una capa
delgada de carbono pirolitico se reduce la porosidad natural del grafito, evitando el
efecto memoria y la formacion de compuestos térmicamente estables como

carburos u 6xidos que provocan la pérdida de analito®’.

1.1.2.2.1 Programa de temperaturas de la cdmara de grafito

Una vez depositada la muestra en el tubo de grafito, esta se calienta
eléctricamente siguiendo el programa de temperaturas de la camara de grafito.
Como se representa en la figura 5 el programa consta de varias etapas que se

agrupan en los siguientes bloques®”:

e Secado

La finalidad del secado es la evaporacion del disolvente, por ello, la temperatura
debe ser proxima a la temperatura de ebullicion de dicho disolvente. El tiempo
necesario dependera de la temperatura elegida y del volumen de la muestra; que
generalmente se comprueba por visualizaciéon directa de la muestra en el interior
del tubo. La rampa de calentamiento debe ser lo suficientemente lenta como para

evitar salpicaduras, que darian lugar a pérdidas.
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e Mineralizacién

Sometiendo la muestra a temperaturas superiores, se pretende reducir al maximo
la matriz, pero minimizando la pérdida del analito mediante una volatilizacion
selectiva. Por tanto, la temperatura 6ptima de mineralizaciéon es la maxima a la
cual no se producen pérdidas del elemento, que se ponen de manifiesto por la
disminucién de la sefal. El tiempo dependera de la matriz, se recomienda el
menor tiempo posible sin que afecte la lectura final. La forma de la sefial puede
orientarnos en la eleccion de esta variable. Con el fin de mejorar la eficacia de la
mineralizacién, usualmente se emplean modificadores de matriz cuya funcion
puede ser acelerar la eliminacién de la matriz o estabilizar el analito, lo cual

permite aumentar la temperatura de mineralizacion sin pérdida de sensibilidad.

e Atomizacioén

La temperatura 6ptima de atomizacion sera la mas baja que proporcione el
maximo valor de absorbancia, teniendo en cuenta también la forma del pico. El
tiempo debe ser el minimo para completar la atomizacion, de modo que la sefal
de absorbancia retorne a linea-base. La sensibilidad del analisis esta
estrechamente relacionada con la eficacia de la atomizacién. Una forma para
mejorar esta sensibilidad es interrumpir el flujo de gas de purga, incrementando el
tiempo de residencia del analito en el camino 6ptico, asi como favoreciendo la
estabilidad térmica en la camara®. Durante la parada del flujo de gas inerte se
acelera el deterioro de tubo de grafito por oxidacién en contacto con el aire
atmosférico, siendo aconsejables tiempos de atomizaciéon bajos, inferiores a 6

segundos.

e Limpieza

Existe la posibilidad de que una vez finalizada la atomizacién todavia
permanezcan compuestos poco volatiles en el interior del tubo de grafito. Estos
residuos pueden manifestarse en la siguiente atomizacion, dando lugar al efecto
memoria. Con el propésito de eliminarlos, después de realizar la lectura, se

somete al tubo a una temperatura mayor a la de atomizacion.
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2500
Limpieza
g 2000 Atomizacion
o
2 1500 -
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Figura 5. Perfil del programa de temperaturas de la camara de grafito para la determinacién de Cr

recomendado por Perkin-Elmer

1.1.2.2.2 Interferencias

La presencia de otros elementos en la muestra puede causar interferencias en la
determinacion del analito, afectando a la precision y la exactitud de los resultados
obtenidos. Si no se tienen en cuenta se estarian introduciendo errores

considerables en la medida. Las interferencias se dividen en 2 categorias:

° Interferencias espectrales

Las causas de este tipo de interferencia son: el solapamiento directo de la linea de
absorcién del analito con la linea de otro elemento; la absorcion por moléculas
gaseosas de la radiacién de la linea del analito; absorcién de otros elementos
presentes de otra radiacién que no puede discriminarse con el monocromador; y la

dispersion de la radiacion por particulas sélidas o liquidas.
La forma de eliminar las interferencias espectrales es empleando un sistema de

correccién de fondo que permita discernir entre la sefial del analito y el ruido. En la

actualidad existen tres sistemas de correccion de fondo: correccion de fondo de

36 Capitulo 2



Introduccién Agua Cr(VI)-TFA

fuente continua, correccion basada en el efecto Zeeman y correcién de fondo
Smith-Hieftje.

= Corrector de fondo de fuente continua

Consiste basicamente en intercalar una lampara de deuterio en el sistema 6ptico
del equipo. El sistema electrénico esta disefiado de modo que, permite el paso de
la radiacién proveniente de lampara de deuterio y la lampara de catodo hueco
alternamente hacia el sistema atomizador. La luz emitida por la lampara de catodo
hueco es absorbida por el analito y la matriz, mientras que un instante después, la
matriz absorbe la radiacién de la lampara de deuterio. Mediante un dispositivo
electrénico se obtienen los valores de absorbancia neta libre de interferencias de

matriz®.

= Corrector de fondo basado en el efecto Zeeman

Cuando un vapor atémico se expone a un campo magnético intenso se produce
un desdoblamiento de los niveles energéticos lo que conducen a la formacion de
varias lineas de absorcién. Una linea central, denominada =, que coincide con la
longitud de onda original y dos lineas satélites o, situadas simétricamente a ambos
lados de la linea original (Figura 6). La suma de las absorbancias de los tres

componentes coincide con la absorbancia de la linea de la que proceden.

Perfil de emision Perfil de absorbancia de Zeeman

Figura 6. Desdoblamiento de la sefial por efecto Zeeman
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Estos dos tipos de lineas responden de modo diferente a la luz polarizada, la linea
n absorbe solamente la radiacién polarizada en un plano paralelo al campo
magnético externo mientras que las lineas o se polarizan en un plano

perpendicular al anterior™ %,

El disefio del corrector de fondo basado en el efecto Zeeman consiste en un
potente iman colocado sobre el sistema atomizador y un polarizador rotatorio
sincronizado, de modo que al detector llegue alternativamente la sefal debida al
analito y al fondo, ya que las lineas o no coinciden con la longitud de onda
caracteristica del elemento. Un sistema electrénico se encargara de restar ambas

sefales corrigiendo asi el fondo.

El equipo que se empleara en este trabajo para realizar los analisis esta dotado de

un sistema de correccion basado en el efecto Zeeman.

=  Sistema de correccién de fondo Smith-Hieftje

Posteriormente se ha disefiado un sistema de correccidon basado en el fenémeno
de autoinversiéon, comportamiento de las lineas de absorcién cuando a las
lamparas de catodo hueco se le aplican corrientes de alta intensidad™. La linea de
emision se ensancha y la elevada concentracion de 4tomos no excitados absorbe
la radiacion emitida por las especies excitadas dando lugar a un minimo a la

longitud de onda caracteristica (Figura 7).

A
Alta intensidad

_-Baja intensidad

Potencia radiante

\4

Longitud de onda

Figura 7. Perfiles de emision en lamparas de catodo hueco funcionando con altas y bajas intensidades

de corriente.
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La correccién de fondo se obtiene alimentando la lampara de catodo hueco
alternativamente con corriente de alta y baja intensidad. Cuando la lampara esta
sometida a baja intensidad de corriente, la sefal que llega al detector corresponde
al elemento en condiciones normales mas la del fondo. Unos milisegundos mas
tarde, al alimentarla con alta intensidad, la absorcion propia del analito es
despreciable debido al fendmeno de autoinversién, por lo tanto la lectura obtenida

corresponde a la sefal de fondo.

. Interferencias no espectrales

Los elementos presentes en la muestra pueden modificar la eficacia de la
atomizacién del analito, lo cual se denomina cominmente como efecto matriz.
Este tipo de interferencia es mas habitual que la interferencia espectral.
Generalmente afectan negativamente a la sefial del analito, es decir, la atenuan
mediante: la formacion de compuestos volatiles que provocan la pérdida del
analito durante la etapa de mineralizacion; la formaciéon de carburos térmicamente
estables que dificultan la atomizacion del analito; y la covolatizacion o expulsion
debido a la formacion de un volumen de gas considerable, capaz de arrastrar al

analito fuera tubo de grafito®®.

Con el fin de minimizar las interferencias no espectrales se anaden modificadores
de matriz o se emplean modificadores permanentes recubriendo los tubos de
grafit027. En general la funcion de los modificadores de matriz consiste en evitar la
formacién de los o6xidos o carburos térmicamente estables que dificultan la
atomizacioén de parte del analito o la estabilizacién de los compuestos volatiles del
analito, lo cual permite aumentar la temperatura de mineralizaciéon para una mayor
eliminacion de la matriz. Sin embargo, los mecanismos concretos de actuacién

dependen de cada modificador de matriz y del analito®’.

Las requisitos que debe cumplir el modificador quimico ideal son’®;
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= Permitir aumentar la temperatura de mineralizacién con el fin de eliminar al

maximo los posibles interferentes, sin pérdida del analito.
= Versatilidad, capaz de estabilizar la mayor cantidad de elementos posibles.
= Quimicamente puro, de modo que la sefial de blanco sea despreciable.
= No contenga el elemento que se desea determinar.
= No acelere el deterioro del tubo de grafito o de la plataforma acortando su
vida util.

= Menor contribucién posible a la sefial de fondo.

La mezcla Pd(NO;),/Mg(NO3), aunque no reune todos estos requisitos se
considera como el mejor modificador de matriz, por ello ha sido ampliamente

utilizado.

1.2 DESARROLLO EXPERIMENTAL

El fundamento del método que se ha desarrollado consiste en la evaporacion de
Cr(Ill) previa a la determinacion de Cr(VI) por ETAAS. La separacion de la especie
trivalente se produce afadiendo a la muestra una p-dicetona que reacciona
selectivamente con el Cr(lll) formando un quelato volatil. Se ha tomado como
referencia un trabajo realizado anteriormente en nuestro grupo de investigacion®
en el cual se emplea la tenoiltrifluoroacetona para formar el quelato volatil. En este
caso se ha elegido la 1,1,1-trifluoro-2,4-pentadiona (TFA) como agente

complejante.
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1.2.1 Equipamiento

1.2.1.1 Aparatos

Las medidas se han realizado usando un espectrometro Perkin-Elmer Model
4100ZL equipado con una camara de grafito de calentamiento transversal (THGA)
y el automuestreador AS 71. Se han utilizado tubos de grafito pirolitico con
plataforma L’vov. Este equipo ademas dispone de un corrector de fondo Zeeman.
Se ha usado una lampara de catodo hueco trabajando a 12 mA, la cual
proporciona una longitud de onda de 357,9 nm con un ancho de banda espectral
de 0,7 nm. Para la evaluacion de los resultados se ha empleado la absorbancia

integrada durante 5 segundos. El volumen de muestra inyectado fue de 20 pl.

Ademas se ha usado un pHmetro ThermoOrion Modelo 720A+ y un horno
microondas doméstico Panasonic NN-5256 para la preparacién de las muestras.
1.2.1.2 Reactivos

« Disolucién patrén de Cr(lll) de 1000 mg I'' Cr(NO3); (Merck, Alemania).

« Disolucién patrén de Cr(VI) de 1000 mg I"* Cr preparada disolviendo K,Cr,0;
(99%) (Aldrich Chemical, USA) y conservada a 4°C.

« Acetato sodico, (Panreac, Espania).
« Acido acético glacial, grado HPLC. (Scharlau, Espafa).

o 1,1,1-trifluoro-2,4-pentadiona (TFA) 99%. (Avocado-Panreac Sintesis,

Espana).
« Nitrato de magnesio, Mg(NO3),, Suprapur, (Merck, Alemania).

« Material de referencia certificado, CRM 544, (Disoluciéon de Cr liofilizada),

Bureau Community of Reference, from European Commission.

« Agua ultrapura. Resistividad 18 MQ cm usando el sistema de purificacion de
agua Milli-Q® (Millipore).
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« Argon N50 pureza: 99,999%, empleado como gas de purga y refrigeracion

en el atomizador.

1.2.1.3 Limpieza del material

Todo el material necesario, antes de ser utilizado, fue lavado cuidadosamente con
agua y jabdn, se enjuagan con agua Milli-Q® y se mantienen durante 48 horas en
una disolucion de HNO; al 10%. Posteriormente se vuelve a enjuagar con agua

Milli-Q® y se almacena seco Y listo para su uso en un lugar libre de polvo.

1.2.2 Formacion del complejo. Ensayos previos

En primer lugar se estudiaran las condiciones de formacion del complejo entre
Cr(lll) y el TFA y si este se evapora antes de la determinacion del Cr(VI)
empleando el programa de temperaturas de la camara de grafito recomendado por

el fabricante del equipo empleado, Perkin-Elmer (Tabla 1).

Tabla 1. Programa de temperaturas de la camara de grafito recomendado por Perkin-Elmer para la

determinacion de Cr.

Etapa Temperatura/ Rampa/ Permanencia/ Flujo Ar/
°C s s ml min™
Secado | 110 1 30 250
Secado I 130 15 30 250
Mineralizacién 1500 10 20 250
Atomizacion 2300 0 5 0
Limpieza 2450 1 3 250
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1.2.2.1 Disolucién tampén. pH

Como se ha comprobado en el trabajo propuesto por Bermejo et al.® el pH es un
parametro fundamental en la reaccion de formacion del quelato volatil, por ello se
ha comenzado con un estudio preliminar de la influencia del pH de la disolucién
tampon. La eficacia del tampén acido acético/ acetato sddico en la formacion y
posterior extraccion de los quelatos de TFA ya ha sido demostrada por Scribner et
al.’ en 1965.

En primer lugar, se pipetea 1 ml de disolucion acuosa de Cr(lll) a una serie de
tubos de ensayo y a otra 1 ml de disolucién acuosa de Cr(VI) ambas de la misma
concentracion tal que la concentracion final sea 10 pg I"". A cada uno de los tubos
se le afiaden 2 ml de disolucién tampdn acido acético/ acetato sddico a diferentes
pHs y 1 ml de TFA al 1%. Finalmente, se agitan mecanicamente durante 2 minutos

y se realiza la determinacion por ETAAS.

0,20
”

0,15 A
g cr (i)
o Cr(Vl) e--un--- .-
S 0,101 I
—
[e]
(7]
el
< 0,05

0,00 . . | | |

3 3,5 4 45 5 55 .

Figura 8. Influencia del pH de la disolucién tampén en la formacion del complejo Cr-TFA.

A partir de los resultados obtenidos, tal como se muestra en la figura 8, se deduce
que la disolucion tampoén a pH 5,23 favorece la formacion del complejo ya que la
sefal de absorbancia de Cr(lll) sufre una disminucién apreciable lo que nos indica

que se ha formado el complejo volatil. Ademas a este pH no se produce
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disminucion de la sefal de Cr(VI). Utilizaremos, por tanto, la disolucion tampoén
HAc/NaAc a pH 5,23 que se ha preparado mezclando 2 ml de acido acético 0,2 M

con 8 ml acetato sédico 0,2 M.

Posteriormente revisaremos este estudio al finalizar los ensayos preliminares y

después de la optimizacion del programa de temperaturas de la camara de grafito.

1.2.2.2 Potencia del microondas y del tiempo de calentamiento

Con el fin de acelerar la reacciéon de formacion del complejo Cr(TFA); se ha
utilizado un microondas para el calentamiento de la mezcla muestra/tampon/TFA
descrita anteriormente. El estudio de la influencia de la temperatura sobre la
eficacia de la reaccion se ha realizado variando la potencia del microondas y el
tiempo de calentamiento a la que se someten 2 disoluciones patron de 7 ug " una
de Cr(lll) y otra de Cr(VI).

Subiendo gradualmente la potencia del microondas se ha observado una
ebullicion brusca con pérdida de parte de la muestra cuando se calienta a 300 W

de potencia; por lo tanto, deberiamos trabajar a potencias menores.

0,16
cr(In) Cr(VI)

o 0,121
[3]
8 100 W
£ 0,081
2 m200 W
Ko}
<

0,04 -

JOE Cm |
1 min 2 min 1 min 2min

Figura 9. Estudio del tiempo de calentamiento y potencia del microondas en la formacién del

complejo Cr-TFA.
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A la vista de los resultados (Figura 9), las condiciones 6ptimas de formacion del
quelato serian 2 minutos a 200 W, porque se logra la volatilizaciéon de la mayor
cantidad de Cr(lll) sin perjudicar la sefial de la disolucién de Cr(VI). Sin embargo,
al realizar varias repeticiones de esta serie de experimentos encontramos que
calentando durante 2 minutos a 200 W en algunos casos también se pierde parte
de la muestra por ebullicién. Por este motivo se ha decidido bajar la potencia a
100 W, de tal modo que nos aseguramos la aceleracion de la reaccion sin

provocar la pérdida de la muestra.

1.2.3 Optimizacion del programa de temperaturas de la cdmara de grafito

Después de haber realizado los ensayos previos de formacion del complejo,
procedemos a la optimizacion del programa de temperaturas de la camara de
grafito, partiendo del programa recomendado por el fabricante del ETAAS (Perkin-

Elmer) para la determinacién de Cr (Tabla 1).

En las etapas de secado se han disminuido los tiempos de calentamiento
asegurandonos de que no se produzca chisporroteo de la muestra por un secado
insuficiente, lo que supondria un rapido deterioro del tubo de grafito. Las
temperaturas de mineralizaciéon y atomizacion se han optimizado para patrones
acuosos de Cr(lll) y Cr(Vl), ambos con 7 ug "' de concentracion (Figura 10). Y
ademas para muestras de agua dopadas por separado con la misma
concentracion de Cr(lll) y Cr(VIl), a las cuales se le han afiadido la disolucién

tampon y el TFA (Figura 11).

La optimizacién de la etapa de mineralizacion se ha realizado variando la
temperatura entre 400°C y 1900°C (lzquierda de las figuras 10 y 11). Se ha
elegido como temperatura Optima de mineralizacion 1500°C, por ser la
temperatura maxima que asegura la mineralizacion de la matriz sin que se
produzca pérdida de Cr(VI). Este comportamiento coincide tanto para el patrén

acuoso como para la muestra de agua.
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Patrones acuosos

0,15 l

0,12 -
§ Cr (I) l
S 0,09
S
[]
2 0,06
< " Cr (VI)

0,03

0 : : : : :
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Temperatura /°C

Figura 10. Curvas de mineralizacion y atomizacion para patrones acuosos de 7 pg I"'Cr(lll) y
7 ug I Cr(VvI).
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Figura 11. Curvas de mineralizacion y atomizacion para muestras de agua dopadas con Cr(lll) y de

Cr(VI) ambas con una concentracion de 7 pg I”".

Para la optimizacion de la temperatura de atomizacion se ha variado esta entre
1700°C y 2500°C (Derecha de las figuras 10 y 11). La temperatura elegida
(2200°C) se encuentra dentro de ese intervalo en el cual la absorbancia se

mantiene préxima al valor maximo, asegurando una atomizacion eficaz.
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Sin haber optimizado las condiciones de formacion del complejo Cr-TFA existe una
diferencia significativa entre la absorbancia correspondiente a la muestra dopada
con Cr(lll) y a la muestra dopada con la misma concentracién de Cr(VI) (Figura
11). La sefial de Cr(lll) es mucho menor que la sefal de Cr(VI), lo que implica que
se ha eliminado parcialmente, ya que la sensibilidad para el patrén acuoso de
Cr(lll) es incluso mayor que para Cr(VIl) (Figura 10). Esto demuestra que la
determinacion selectiva de Cr(VI) es posible mediante la formacién de un quelato
volatil Cr-TFA.

El programa de temperaturas optimizado para la camara de grafito se resume en
la Tabla 2.

Tabla 2. Programa de temperaturas de la cdmara de grafito para la determinacion selectiva de Cr(VI)

en agua.

Etapa Temperatura / Rampa / Permanencia / Flujo Ar/

°C s s ml min™
Secado | 110 1 10 250
Secado Il 130 5 30 250
Mineralizacion 1500 10 20 250

Atomizacion 2200 0 5 0

Limpieza 2450 1 3 250

1.2.4 Formacion del complejo. Optimizacion

1.2.4.1 Influencia del pH de la disolucién tampén

Hasta ahora se ha empleado una disolucion tampén HAc/NaAc a pH 5,23
preparada a partir de una disolucién 0,2 M de acido acético y otra disolucién 0,2 M
de acetato sddico. A continuacion se procedera a un estudio pormenorizado de la

influencia del pH de la disolucion tampén en la formacién del complejo.
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Se han realizado 10 experimentos con una disolucién patron de 7 pg I Cr(lll),
variando las proporciones de HAc y NaAc. Se observa como la sefial de Cr(lll)

disminuye a medida que aumenta el pH.

Ademas se ha estudiado la influencia del tipo de disoluciéon tampdn comparando
HAc/NaAc y NH4CI/NH; Se ha elegido la segunda disolucién tampén para
comprobar que sucederia a pH mayores empleando NH,CI/NH; ya que el pH
maximo que se obtiene con la disoluciéon tampoén 0,2 M HAc/0,2 M NaAc es 5,76.
Las sefnales de absorbancia obtenidas con la nueva disolucién tampén NH,CI/NH;
son mayores (Figura 12); lo que significa que estas condiciones no son las mas
favorables para la formacion del complejo. Entonces, se ha optado por aumentar la
concentracion del acido acético y el acetato sédico a 0,5 M para poder trabajar a

pH mas elevados.

0,12
NHa CI/NH3

s 0,091
3] ° .
< .
P .
S 0,06 - .
(7]
o ..
< ‘e -

0,03 -

HAc/NaAc 0,2 M
0 T T T T
0 2 4 6 8 10

pH

Figura 12. Influencia del pH de la disolucion tampon en una disolucién de 7 pg I Cr(lll). Comparacién

de las disoluciones tampon HAc/NaAc y NH4CI/NH;,

En la figura 13 se representan los resultados obtenidos para 10 ensayos
realizados con una disolucién dopada con 7 ug I de Cr(lll) y otros 10 ensayos
empleando una disolucién dopada con la misma concentracion de Cr(VI). La

absorbancia de la muestra dopada con Cr(lll) disminuye a medida que aumenta el
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pH, siendo minima a pH 6. Mientras que para la muestra dopada con Cr(VIl) se

mantiene practicamente constante.

0,12
. )
£ 0,09 0 O eeenn
2 ""‘-o-u..-"""‘-o‘. .- e °
®
2
S 0,06 -
2
cr(ii)
0,03 - l
0 T T T T
3 4 5 6 7 8

pH

Figura 13. Influencia del pH de la disoluciéon tampén HAc/NaAc 0,5 M.

Por ello, se ha seleccionado la disoluciéon tampén a pH 6 preparada con 95 ml de

NaAc 0,5 My 5 ml de HAc 0,5 M para continuar con la optimizacién del método.

1.2.4.2 Optimizacién de la concentracion de 1,1,1-trifluoro-2,4-pentadiona

La especie trivalente del cromo reacciona selectivamente con 1,1,1-trifluoro-2,4-
pentadiona dando lugar a un complejo octaédrico muy volatil (Figura 2). Teniendo
en cuenta la estequiometria del compuesto, una disolucion del 1% de TFA seria
suficiente para complejar el Cr(lll) presente en una muestra con niveles de

concentracion entorno a los ug I

Sin embargo, los resultados obtenidos experimentalmente reflejan que por debajo
de 1% de TFA no se elimina el Cr(lll) presente en la muestra dopada con 7 ug I
(Figura 14). La sefal se mantiene practicamente constante entre 1-10%. Se ha

seleccionado TFA al 4% para garantizar la formacién del quelato.
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Figura 14. Optimizacion de la concentracion de TFA para muestra de agua.

1.2.4.3 Estabilidad del complejo

Para estudiar la estabilidad del complejo formado, Cr(TFA);, se ha repetido el
analisis de una misma muestra en diferentes momentos entre 15 min y 3 horas
después del tratamiento de la muestra en el microondas. La sefal de Cr
permanece constante con el tiempo, lo cual implica que el complejo se mantiene
estable al menos durante 3 horas (Figura 15). Esto permite la preparacion de

varias muestras con antelacion antes de comenzar el analisis.

0,12
-g 0,09 -
c
c
£
e 0,06 - Cr(lln)
2
<
0,03 -
-0 - g...@------- R R °
0 T T r
0 50 100 150 200

Tiempo / min

Figura 15. Estabilidad del complejo Cr(TFA); en agua.
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1.2.5 Determinacion en ETAAS. Optimizacion

Una vez finalizada la optimizacién de los parametros que afectan a la formacion
del quelato volatil nuestro objetivo es mejorar la sensibilidad en la determinacién
de Cr(VI). Esto se puede obtener con un programa de temperaturas de la camara
de grafito adecuado para el analito y el tipo de muestra a analizar o empleando

modificadores de matriz para eliminar las posibles interferencias quimicas.

El programa de temperaturas de la camara de grafito (Tabla 2) ya ha sido revisado
antes de comenzar el estudio de las variables que afectan a la formacion del

complejo.

1.2.5.1 Estudio del modificador de matriz

Se ha demostrado que el Cr se volatiliza lentamente debido a la formacion de
carburos estables®. Con el fin de contrarrestar este fenémeno se recomienda la
adicién de un modificador de matriz. En los trabajos publicados se proponen
distintos  modificadores:  HNO3*°,  acido  oxalico®,  NH,NO;* 4,
Mg(NO;),/Ca(NO;),"?, Mg(NOs),/acido ascorbico®, Pd solo o mezclado con otros
modificadores como Mg(NO3),, NH,OH'HCI o acido ascorbico®: Na,W0,.H,0* y
(Mg(NO5),)**®°. En este caso se ha seleccionado el nitrato de magnesio por ser
uno de los modificadores mas empleados en la determinacion de Cr mediante
ETAAS.

Para evaluar el efecto del modificador de matriz se han realizado una serie de
ensayos variando entre 0y 60 mg I" la concentracion del Mg(NO;),. Se ha
comparado el efecto del modificador sobre patrones acuosos y sobre muestras de
agua dopadas con ambas especies por separado. Para ello se han analizado
directamente disoluciones patron de 7 ug I de Cr(lll) y Cr(VI). Las muestras de
agua dopadas han sido tratadas siguiendo las condiciones optimizadas
anteriormente: a 1 ml de muestra se le afaden 2 ml de disolucidon tampdn

HAc/NaAc a pH 6 y 1 ml TFA al 4% (m/v) y el volumen necesario de las
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disoluciones patron, llevandolas a un volumen final de 4 ml. Luego se calientan

durante 2 min a 100W en el microondas.

No se encontraron mejoras en la sensibilidad (Figura 16), por lo que se ha
descartado el uso de modificador de matriz. Esto simplifica el tratamiento de la

muestra reduciendo el riesgo de contaminacién o error asociado a la manipulacion.

0,16
Patrén Cr(lll)

7./‘/_’_‘_\F

.g 0,12
§ Muestra Cr(VI)
S R G B R x _________________
o 0,08 3s-------- - X %
é ;P/_* Patrén Cr(VI)
0,04 4  Muestra Cr(lll)
T L A-mmemmea e e |
0 . . . | |
0 10 20 30 40 o -

Mg(NO;), / mg I

Figura 16. Estudio del modificador de matriz Mg(NOs),.

1.2.6 Caracteristicas analiticas del método

A continuacioén se han estudiado las rectas de calibrado y adicion; la sensibilidad,

la precision y la exactitud del método propuesto.

1.2.6.1 Rectas de calibrado y adicién

Con el fin de seleccionar el modo de calibracion mas adecuado para la

cuantificacion de Cr(VI) en muestras de agua dulce se han comparado:

1. Calibrado acuoso directo
2. Calibrado acuoso preparado como las muestras

3. Adicién estandar
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En primer lugar, se han preparado los patrones acuosos afiadiendo la cantidad
necesaria de una disolucion patrén de 100 pg I Cr(VI), llevandolos a un volumen
final de 1 ml e inyectandolos directamente en el interior del tubo de grafito. A partir

de ahora nos referiremos a este modo de calibracion como calibrado directo.

A continuacién, se han preparado un calibrado y una adicién siguiendo el mismo
tratamiento que las muestras. Es decir, se ponen en tubos de ensayo diferentes
volimenes de disolucion patron 100 ug I Cr(Vl), se le afiaden 2 ml de la
disolucion tampon HAc/NaAc a pH 6 y 1 ml de TFA al 4%, completando con agua
Milli-Q® hasta 4 ml. Se agitan los tubos y se calientan en el microondas durante 2
min a 100 W.

Para la preparacion de la adicion se han repetido los mismos pasos pero

afiadiendo 500 pl de una muestra de agua de grifo a cada una de las disoluciones

patrén.
0,10
0,08 A
s y = 0,0109x - 0,0005
§ 0.06 4 r=0,997 Adicion
5 y =0,009x +0,0074
é 0,04 - r=0,996
0,02 y = 0,0091x + 0,0092
r=0,999
0,00 T T T T T
0 2 4 6 8 10

Concentracion / pg I

Figura 17. Rectas de calibrado y adicion para la determinacion selectiva de Cr(VI).

A los resultados obtenidos (Figura 17) se le ha aplicado un test estadistico para la
comparacion de las pendientes, {-Student. Estos ensayos se han repetido en

sesiones de ftrabajo distintas encontrando siempre que no existe diferencia
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significativa con un nivel de confianza de 95% entre las rectas de calibrado y
adicion preparadas como la muestra, pero si con la recta de calibrado directo. Esto
significa que la preparacion de la muestra afecta a la absorbancia correspondiente
a cada nivel de concentraciéon de Cr(VI). Por ello, para cuantificar la concentracién
de Cr(VI) en las muestras de agua se ha decidido emplear la recta de calibrado

acuoso preparada como la muestra.

1.2.6.2 Sensibilidad

La sensibilidad se ha calculado mediante el limite de deteccion, LOD vy el limite de

cuantificacion, LOQ, empleando las siguientes ecuaciones:

3><O'n_1 10><O'n_1

LOD = LOQ =

m m

donde o ,.1 es la desviacion estandar relativa de 11 medidas consecutivas de un

blanco y m es la pendiente de la recta de calibracion. Los valores obtenidos nos
dan un LOD de 0,15 pg I y un LOQ de 0,52 ug I". Esto significa que el método

desarrollado es bastante sensible.

Ademas se ha calculado la masa caracteristica, m, como otra forma de expresar
la sensibilidad. Por definicion, la masa caracteristica equivale a la masa expresada
en picogramos de un analito correspondiente a una absorbancia integrada de

0,0044 y se calcula mediante la siguiente ecuacién:

B V x C x0,0044

’ Ac - Ab
donde V es el volumen inyectado, (20 pl); C, la concentracidon de cada nivel; A, la
absorbancia correspondiente al nivel de concentracién C y A, la absorbancia del

blanco. Se han analizado varias disoluciones con concentraciéon entre 0 y 8 ug I
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Cr(VI) calculando la m, para cada una, la media y la desviacion estandar. La masa

caracteristica resultante es de 6,1 £ 0,5 pg (Tabla 3)

Tabla 3. Calculo de la masa caracteristica para la determinacioén selectiva de Cr(VI).

Concentr?ciénl Absorbancia Masa caracteristical/
pg I’ P9
0 0,0036
2 0,0301 6,6
4 0,0679 55
6 0,0890 6,2
8 0,1200 6,1
Media 6,1
(o} 0,5

1.2.6.3 Precision

Se ha estudiado la precision del método mediante la repetibilidad y la
reproducibilidad. En primer lugar se realizaron 11 inyecciones consecutivas de una
muestra de agua dopada con 7 ug I Cr(VI) (Tabla 4). El coeficiente de variacion

obtenido fue 0,6 %, el cual implica que la repetibilidad es muy buena.

Tabla 4. Repetibilidad para la determinacion selectiva de Cr(VI) en agua.

Absorbancia

0,1188 0,1184 0,117 0,1176 Media 0,177
0,175 0,1183 0,118 0,1181 c 0,001

0,178 0,1162 0,1173 % CV 0,6

En segundo lugar se prepararon 5 tubos de ensayo para cada una de las series de

concentracién 2, 4 y 6 ug I Cr(VI) y cada uno de estos fue medido por duplicado
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(Tabla 5) para el estudio de la reproducibilidad. Los coeficientes de variacion
obtenidos fueron 5,3%, 6,3% y 5,8% respectivamente, siendo la media del

coeficiente de variacion 5,8 + 0,5%.

Tabla 5. Estudio de la reproducibilidad del método de determinacién selectiva de Cr(VI) en agua

mediante la formacion del quelato volatil Cr(TFA)s.

Concentracién / pg I”'

2 4 6

© 0,0272 0,0453 0,0762

S 0,0299 0,0456 0,0753

8 0,0301 0,0514 0,0795

g 0,0281 0,0434 0,0686

< 0,0268 0,0469 0,0790

Media 0,0284 0,0496 0,0757

c 0,0015 0,0031 0,0044
% CV 53 6.3 5,8

El coeficiente de variacion es ligeramente alto, aunque menor que el valor
establecido como limite, porque engloba la variabilidad de todo el proceso: la
preparacion y el tratamiento de las muestras, asi como la variabilidad instrumental
que se puede producir durante la medida. A pesar de ello, el método desarrollado
se puede considerar preciso porque el coeficiente de variacion esta por debajo de
10%.

1.2.6.4 Exactitud

La exactitud del método propuesto se ha estudiado usando el material de
referencia certificado CRM 544, disolucién de Cr liofilizada (Bureau Community
Reference) con una concentracion certificada de 22,8 + 1,0 ug I Cr(VI). El

material de referencia ha sido reconstituido con 20 ml de una disolucién tampén
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HNO3/H,CO; a pH 6,4. Con el fin de mantener el pH, el material de referencia

debe ser burbujeado con CO, antes de cada uso®".

En la Tabla 6 se resumen los resultados obtenidos del analisis de 3 alicuotas del
material de referencia CRM 544; siendo la concentraciéon media de 22,8 + 1,5 ug I”
Cr(VI). No existe una diferencia significativa con un nivel de confianza del 95%
entre el valor certificado y la concentracion obtenida, al compararlos con un test

estadistico, t-Student.

Tabla 6. Estudio de la exactitud del método con el material de referencia certificado CRM 544.

Absorbancia Concentracion Concentracion
media dilucion / ug I final / pg I
CRM 1 0,0556 3,0 24,3
CRM 2 0,0523 2,7 21,4
CRM 3 0,0539 3,6 22,8
Media 22,8
() 1,5

Ademas se ha estudiado la recuperacion del método desarrollado. Para ello se ha
analizado una muestra dopada con 2, 4, 6 y 8 ug I Cr(VI). Comparando la
concentracion medida con la concentracion adicionada se ha obtenido un valor

medio de 99,6% de recuperacion.

El estudio de la exactitud realizado tanto con el material de referencia certificado

como con la recuperacion analitica indica que el método propuesto es exacto.
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1.2.7 Método propuesto

Esta parte de la tesis ha sido publicada en la revista Afomic Spectroscopy 2 el
cual se adjunta en el anexo. Los pasos a seguir para la determinacion selectiva de

Cr(VI) en agua dulce se representan en el siguiente esquema (Figura 18):

1. Formacién del complejo ‘ ‘ 2. Determinacién de Cr(VI)
| s |
“. Muestra -
2 min 100 W
Inyeccion
2ml (777 ETAAS
{ Tampon0,5M 3
. HAG/NaAc pH 6 \ -
+ ........... ' |||]|:> ,f"a!:-i
....................... e 0 =
1ml
TFA 4%

Figura 18. Esquema de la tratamiento de la muestra para el método propuesto de determinacion

selectiva de Cr(VI) en agua dulce mediante la formacién de un quelato volatil por ETAAS.

1.3 APLICACION

Se han analizado muestras de agua del Rio Ulla con el fin de estudiar la
especiacion de cromo. Las muestras fueron recogidas en 5 puntos de la superficie
del rio Ulla por triplicado en botes de polietileno de alta densidad. Una vez en el
laboratorio se han filtrado y congelado hasta el momento del analisis. De cada uno
de los botes se han tomado 2 alicuotas y a su vez cada una estas alicuotas fue

analizada por triplicado.

La concentracion de Cr total se ha determinado mediante un método publicado por

Bermejo et al®®. Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 7.
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Posteriormente, se ha aplicado el método propuesto para la determinacion de
Cr(VI) descrito anteriormente. Sin embargo, el método propuesto no resulta muy
adecuado para la medida de estas muestras porque los niveles de concentraciéon
de Cr(VI) son muy bajos.

Tabla 7. Concentracion de Cr total en muestras del Rio Ulla (18/03/02)

Concentracién Cr Total
Estacion pg I Media G

0,35
0,22

0,17 0,3 0,09
1,39

1,39

1,39 1.4 0
0,48

0,43

0,43 0,5 0,02
0,91

1,08

1,08 1,0 0,10
0,91

0,87

0,95 0,9 0,04

Herbén

Sar

Cesures

Bexo

Isorna

W N =2 WON=2WON=22WON=2WN-

Las sefiales de absorbancia de estas muestras son muy similares a la absorbancia
del blanco, entonces la sefial correspondiente al contenido de Cr(VIl) en las
muestras es practicamente cero. Para niveles tan bajos de absorbancia disminuye
la fiabilidad de los resultados, aumentando considerablemente los errores
cometidos durante el calculo de las concentraciones que se multiplican teniendo

en cuenta la dilucidon de la muestra.

Unicamente se puede realizar una estimacién, la concentracién de Cr en las
muestras del Rio Ulla esta entorno a 1 pg I"". Por lo tanto, para cuantificar la
presencia de Cr(VI) en estas muestras es necesario emplear un método mas

sensible o incluir una etapa de preconcentracion.
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2 Muestras de agua de mar

2.1 INTRODUCCION

La concentracion habitual de Cr en agua de mar es 0,2 ug I segun la tabla de
composicién normal del agua de mar dada por Turekian®. Aunque los calculos
termodinamicos predicen que CrO,? es la forma mayoritaria en agua de mar, se
han encontrado cantidades apreciables de Cr(lll) en aguas oxigenadas. La
reduccion de Cr(VI) por la materia organica o catalizada por particulas inorganicas
en suspension como los noédulos de Mn y la estabilizacién de Cr(lll) por
complejacién con ligandos organicos explican la presencia de Cr(lll) por encima de

los valores teoricos®® ™.

La Comunidad Auténoma de Galicia en la Ley 8/2001 de Proteccién de la Calidad
de las Aguas de las Rias de Galicia y de Ordenacion del Servicio Publico de
Depuracién de Aguas Residuales Urbanas, publicada en el BOE del 25 de
septiembre del 2001, ha establecido los valores maximos permitidos en las Rias
para Cr total en 50 ug I"". Ademas dicha Ley especifica que la concentraciéon de

Cr(VI) no debe superar 5 ug I

2.2 DESARROLLO EXPERIMENTAL

Tomando como referencia el método desarrollado anteriormente para el analisis
de agua, se ha realizado la optimizaciéon de un método para la determinacién de
Cr(VI) en agua de mar. Para lo cual se ha empleado agua de mar sintética
preparada siguiendo la recomendacion propuesta por Baxter®® disolviendo 32 g de
NaCl, 14 g de MgSO,7H,0 y 0,15 g de NaHCO; en 1 litro de agua Milli-Q®.
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2.2.1 Equipamiento

2.2.1.1 Aparatos

Las medidas se han realizado usando el espectrémetro Perkin-ElImer Model
4100ZL equipado con una camara de grafito de calentamiento transversal (THGA)
y el automuestreador AS 71. Se han utilizado tubos de grafito pirolitico con
plataforma L’vov. Este equipo ademas dispone de un corrector de fondo Zeeman.
Se ha usado una lampara de catodo hueco trabajando a 12 mA, la cual
proporciona una longitud de onda de 357,9 nm con un ancho de banda espectral
de 0,7 nm. Para la evaluacion de los resultados se ha empleado la absorbancia

integrada durante 5 segundos. El volumen de muestra inyectado fue 20 pl.

Ademas se ha usado un pHmetro ThermoOrion Modelo 720A+ y un horno

microondas domestico Panasonic NN-5256 para la preparacién de las muestras.

2.2.1.2 Reactivos
« Disolucion patron de Cr(lll) de 1000 mg I"'Cr(NOs); (Merck, Alemania).

« Disolucién patron de Cr(VI) de 1000 mg " Cr preparada disolviendo K,Cr,0O;
(99%) (Aldrich Chemical, USA) y conservada a 4°C.

« NaCl para analisis, (Merck, Alemania),

e MgS0,4.7H,0, PA-ACS (Panreac, Espana)

+ NaHCO; para analisis (Merck, Espana)

« Acetato sddico, (Panreac, Espafia).

« Acido acético glacial, HPLC grado. (Scharlau, Espafa).

o 1,1,1-trifluoro-2,4-pentadiona (TFA) 99%. (Avocado-Panreac Sintesis,

Esparia).

Capitulo 2 61



Agua de mar Cr(VI)-TFA Desarrollo experimental

« Agua ultrapura. Resistividad 18 MQ cm usando el sistema de purificacion de
agua Milli-Q® (Millipore).

« Argon N50 pureza: 99,999%, empleado como gas de purga y refrigeracion en

el atomizador.

2.2.1.3 Limpieza del material

Todo el material necesario, antes de ser utilizado, fue lavado cuidadosamente con
agua y jabdn, se enjuagan con agua Milli-Q® y se mantienen durante 48 horas en
una disolucion de HNO; al 10%. Posteriormente se vuelve a enjuagar con agua

Milli-Q® y se almacena seco y listo para su uso en un lugar libre de polvo.

2.2.2 Formacion del complejo. Optimizacion

Como se ha comprobado, la B-dicetona, 1,1,1-trifluoro-2,4-pentadiona (TFA)
reacciona selectivamente con Cr(lll), permitiendo la separacidon de esta especie
para una determinacién selectiva de Cr(VI) en muestras de agua. No obstante,
debemos revisar los parametros que influyen en la formacion del complejo Cr-TFA
debido a que las muestras de agua de mar presentan una matriz mas compleja

que puede afectar a la eficacia de esta reaccion.

2.2.2.1 Influencia del pH de la disolucién tampén

Realizamos un primer ensayo variando el pH entre 3 y 8 preparando la disolucion
tampodn con diferentes proporciones de acido acético 0,2 M y acetato sédico 0,2 M.
Para obtener valores de pH superiores a 6 es necesario afiadir unas gotas de
NaOH. La sefial de absorbancia disminuye a medida que se aumenta el pH, y
parece que entorno a pH 6 se dan las condiciones 6ptimas (Figura 19), ya que se

alcanza un minimo en la absorbancia para la disoluciéon dopada con Cr(lll).
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Figura 19. Ensayo preliminar de la influencia del pH de la disolucion tampdn HAc/NaAc 0,2 M en la

formacion del complejo Cr(TFA); en agua de mar.

Con el fin de asegurarnos de que estamos trabajando al pH idéneo, se ha

realizado un nuevo ensayo mas exhaustivo con incrementos de pH menores sobre
agua de mar sintética dopada con 5 ug I de Cr(Ill). Ademas se ha estudiado la

influencia de la concentracién del acido acético y el acetato sddico preparando las

distintas disoluciones tampoén a partir de disoluciones de 0,2 My 0,5 M (Figura 20).

0,10

0,08 -

0,06 -

0,04 4

Absorbancia

0,02

_/A—'~\‘\

0,2 M HAc/0,2M NaAc

0,00

Figura 20. Influencia del pH de la disolucién tampon sobre agua de mar dopada con 5 g I Cr(lll).

Comparacién de la concentracion de las disoluciones HAc/NaAc entre 0,2 My 0,5 M.
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La absorbancia obtenida para la muestra dopada con Cr(lll) usando la disolucién
tampon 0,5M HAc/ 0,5 M NaAc es menor que para la disolucion tampon 0,2M HAc/
0,2 M NaAc. Esto indica que el aumento de la fuerza idnica favorece la reaccion de
formacién del complejo Cr(TFA);. EI minimo de absorbancia se obtiene a pH 6, lo
que implica una mayor eficacia en la separacion del Cr(lll). Ademas con la
disolucién tampdn de 0,5M HAc/ 0,5 M NaAc evitamos la adiccién de NaOH para

alcanzar el pH deseado.

2.2.2.2 Potencia del microondas y el tiempo de calentamiento

Para estudiar el tiempo de calentamiento y la potencia del microondas preparamos
una serie de disoluciones dopadas con 5 ug I Cr(lll) y otras con la misma
concentracion de Cr(VI). A continuacién se someten a diferentes tiempos de

exposicion entre 1 y 5 min variando la potencia entre 100 y 300 W.

Se ha observado que con tiempos de calentamiento superiores a 2 min se
volatiliza tanto el Cr(lll) como el Cr(VI). Esta pérdida de Cr(VI) contradice el
objetivo de este método que consiste en la separacion de Cr(lll) para la
determinacion selectiva de Cr(VI). Entonces se ha probado con secuencias de

calentamiento gradual intercalando periodos de enfriamiento de 1 min.

0,12
Cr(ln Cr(VIl)

o

(%)

g 0,08 - 100 W
5 =200 W
?

2 m300 W
< 0,04 i

04
1 2 3 5 1 2 3 5
Tiempo / min Tiempo / min

Figura 21. Potencia del microondas y tiempo de calentamiento para agua de mar sintética dopada con
5ug I Cr(ll) 0 5 ug I'" Cr(IV).
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Como se puede ver en la grafica (Figura 21), la sefial de absorbancia disminuye a
300 W para ambas disoluciones dopadas con Cr(lll) o Cr(VIl), respecto a las
sefales obtenidas a potencias inferiores. Por ello, se descarta 300 W como

potencia de calentamiento.

La formacion del complejo Cr(TFA); sin pérdida de Cr(VI) se ha logrado cuando
las muestras son sometidas a 200 W de potencia durante 3 min (2 min calentando,
seguido de 1 min de reposo y 1 min mas calentando). Por lo que se han

seleccionado estas condiciones para la formacién del complejo.

2.2.2.3 Cantidad de agente complejante TFA

La influencia de la cantidad de TFA sobre la absorbancia producida por una
muestra dopada con Cr(lll) se ha estudiado variando la concentraciéon entre 0 y
20%. Una reduccion de la sefial de absorbancia indica un incremento en la
eficacia de la formacion del complejo Cr(TFA); Los resultados obtenidos en una

primera aproximacion se muestran en la figura 22.
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Figura 22. Estudio preliminar de la concentraciéon de TFA para agua de mar.
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De ella se deduce que el valor 6ptimo esta entorno al 5%. Entonces se ha
realizado un segundo experimento con incrementos de concentracién menores.

A la vista de los resultados que se muestran en la figura 23 se podria tomar TFA al
10% como cantidad idonea porque la sefal de Cr(lll) correspondiente, es la menor
de las obtenidas. Sin embargo, la disminucién de la absorbancia para Cr(lll)
respecto al 5% no es tan significativa en comparacién con el aumento de la masa
de TFA necesaria. Por lo que se ha seleccionado como concentracion 6ptima el
5% de TFA teniendo en cuenta el ahorro de la cantidad de agente complejante
necesaria. Ademas realizando el mismo experimento para una disolucion de agua
de mar sintética dopada con Cr(VI) (Figura 22) se ha observado disminucion en la

sensibilidad al afiadir concentraciones de TFA por encima del 5%.

0,08+
cr(li
0,06

0,041 l

0,02+

Absorbancia

0,1 1 2 3 4 5 10
% TFA

Figura 23. Optimizacién de la cantidad de TFA para agua de mar.

2.2.3 Optimizacion del programa de temperaturas de la camara de grafito

Una vez estudiadas las condiciones de formacion del complejo, se ha optimizado

el programa de temperatura de la camara de grafito para:
« patron con 5 pg I'' Cr(VI) preparado en agua de mar sintética.

e patrén con 5 ug I Cr(lll) preparado en agua de mar sintética tratado como
la muestra, tamponado a pH 6, afadiendo TFA al 5% y calentandolos

gradualmente 3 min a 200 W en un microondas.
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« patrén con 5 ug I Cr(VI) preparado en agua de mar sintética tratado como

la muestra.

Por un lado, se han realizado los ensayos sin modificador de matriz y por otro lado
se han empleado como modificadores de matriz una disolucién de 200 mg I"' de
Pd 6 una disolucién de 20 mg I"" de CaCl,, Los resultados obtenidos se representan

en la figura 24.

Con la muestra dopada con Cr(lll) se ha estudiado Unicamente la curva de
mineralizacion. Asi comprobamos que temperatura es posible alcanzar durante la
etapa de mineralizacion, de tal modo que se volatilice la mayor parte de Cr(lll) sin

reducir la sefal correspondiente al Cr(VI), que es lo que deseamos determinar.

Comparando los valores de absorbancia, la forma de los picos y la senal de fondo
obtenidos para cada temperatura de mineralizacion y atomizacion, para el patron y
para la muestra, con y sin modificador se han elegido como temperaturas éptimas

de mineralizacion y atomizacion 1600°C y 2300°C, respectivamente.

Considerando unicamente los valores de absorbancia no se aprecia una mejoria
considerable con la adiciéon de modificadores de matriz, por ello debemos tener en
cuenta la forma de las sefiales (Figura 25) para tomar una decision respecto al uso
de modificador. La adicién de Pd mejora la forma de la sefial mientras que con el
CaCl, empeora, volviéendose mas ruidosa en todos los casos. Claramente se

descarta el uso de CaCl, como modificador de matriz.

La duda surge con el Pd porque, a pesar de conseguir una ligera mejoria en la
sensibilidad para los patrones acuosos se produce un aumento considerable en la
sefal de fondo de la muestra. Por ello, se ha decidido descartar el uso de Pd,

simplificandose asi el analisis de las muestras.
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Figura 24. Curvas de mineralizacion- atomizacion para muestras de agua de mar sintética dopadas
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con Cr(lll) y Cr(Vl) y patron con 5 ug I'" de Cr(V1).
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Figura 25. Perfiles de absorbancia obtenidos a 1600°C en la etapa de mineralizacién para el patron y la

muestra de agua de mar sintética de 5 ug I de Cr(VI)
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En conclusion, no es necesaria la adicién de modificador de matriz empleando el
programa de temperaturas de la camara de grafito optimizado que se resume en la
tabla 8.

Tabla 8. Programa de temperaturas de la camara de grafito para la determinacion selectiva de Cr(VI)

en agua de mar.

Etapa Temperatura / Rampa / Permanencia / Flujo Ar/
°Cc s s ml min™
Secado | 110 1 10 250
Secado Il 130 5 30 250
Mineralizacion 1600 10 20 250
Atomizacion 2300 0 5 0
Limpieza 2450 1 3 250

2.2.4 Caracteristicas analiticas

A continuacioén se han estudiado las rectas de calibrado y adicidn, la sensibilidad,
la precision y la exactitud del método para la determinacion selectiva de Cr(VI) en

muestras de agua de mar mediante la formacion de un quelato volatil.

2.2.4.1 Rectas de calibrado y adicién

Con el fin de seleccionar el método de calibracién para la cuantificacion de Cr(VI)
en muestras de agua de mar comparamos las rectas de calibracién y de adicion
estandar (Figura 26).

La recta de calibrado directo se ha obtenido analizando directamente varias
disoluciones de agua de mar sintética variando entre 0 y 8 ug I'' la concentracion
de Cr(VI). Por otro lado, se ha considerado el proceso de formacion del complejo,

tratando los patrones con el mismo procedimiento que para las muestras. En tubos
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de ensayo se pipetean diferentes volumenes de una disolucién patron de 100 ug I
Cr(VI) para obtener las concentraciones deseadas, teniendo en cuenta el volumen
final. Se afnaden 2 ml de disolucion tampén HAc/NaAc a pH 6y 1 ml de TFA al 5%,
completando con agua de mar sintética hasta un volumen final de 4 ml. Finalmente
se agitan los tubos y se calientan durante 3 min a 200 W. Para la preparacion de
la adicién estandar se ha tomado un volumen fijo de una muestra de agua de mar,

500 pl y se repite el proceso.

0,15
0,12 -
P y =0,0144x + 0,0066
2 0,09 - r =0,9990
S Adicién
S 0,06 y =0,011x +0,0089
2 r=0,9977
0,03 ~ y =0,0102x + 0,0104
‘/ r=0,0974
0 : . . .
0 2 4 6 8 10

Concentracion / pg I

Figura 26. Rectas de calibrado y adicion para la determinacion de Cr(VI) en agua de mar.

Se han comparando los resultados aplicando un test estadistico, t-Student, con un
nivel de confianza del 95%. No se han encontrado diferencias significativas entre
las pendientes de las rectas de calibrado y de adiciéon estandar tratando los
patrones como a las muestras. Sin embargo, si existen diferencias significativas
respecto a la recta de calibrado directo. Esto implica que el tratamiento de las
muestras afecta a la calibracion; lo cual es razonable puesto que estamos diluyen

los patrones y modificando la matriz.
De este estudio se concluye que el método de calibracion mas adecuado es la

calibracion preparando las disoluciones siguiendo el mismo tratamiento que para

las muestras.
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2.2.4.2 Sensibilidad

La sensibilidad se ha calculado mediante el limite de deteccién (LOD) el limite de
cuantificacion (LOQ) y la masa caracteristica. El calculo de estos parametros se ha
realizado empleando las ecuaciones detalladas en el apartado 1.2.6.2. Se han
medido 11 réplicas del blanco para el célculo del LOD y LOQ, resultando 0,5 ug I

y 1,8 ug I"", respectivamente.

Ademas se ha calculado la masa caracteristica analizando una muestra dopada
con diferentes niveles de concentracion de Cr(VI). La masa caracteristica obtenida
para este método fue de 7,3 + 0,5 pg. En la Tabla 9 se resumen los valores de
absorbancia obtenidos y la masa caracteristica para cada uno de los niveles de

concentracion.

Tabla 9. Calculo de la masa caracteristica para la determinacién de Cr(VI) en agua de mar.

Concentrzzcién / Absorbancia Masa caracteristica /
ug I P9
0 0,0138
2 0,0389 7,0
4 0,0590 7,8
6 0,0847 7,5
8 0,1168 6,8
Media 7,3
o 0,5

Debido a que la concentracién normal de Cr en agua de mar se encuentra entorno
al limite de cuantificacion, LOQ, es probable que sea necesario preconcentrar

antes de aplicar este método para la especiacion de Cr(VI) en ciertas muestras;
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sobre todo, en muestras de agua de mar oceanica donde los niveles de Cr suelen

ser mas bajos.

2.2.4.3 Precisién

A continuacién, se ha estudiado la precisién del método teniendo en cuenta los
factores instrumentales y de la matriz mediante la reproducibilidad; asi como la

repetibilidad de la inyeccion.
La repetibilidad se ha calculado como el coeficiente de variacion correspondiente a

11 réplicas consecutivas de una muestra. En este caso se ha obtenido 1,2% de

coeficiente de variacién (Tabla 10).

Tabla 10. Repetibilidad para la determinacion selectiva de Cr(VI) en agua de mar.

Absorbancia

0,0466 0,0458 0,0456 0,0445 Media 0,0455
0,0455 0,0453 0,0457 0,0458 o 0,001
0,045 0,0454 0,0458 % CV 1,2

La reproducibilidad se expresa como el coeficiente de variacion de varias réplicas
de distintas muestras dopadas a diferentes niveles de concentracién que van de 2
a 6 ug I'" Cr(VI). El coeficiente de variacion medio de las 3 series ha sido 6,4 %
(Tabla 11). Este valor, aunque aceptable, es ligeramente alto debido a la
variabilidad acumulada de la preparacion de la muestra y de la medida en el
equipo de ETAAS.

Finalizado este estudio se puede afirmar que el método propuesto es preciso ya

que los coeficientes de variacion son inferiores al 10% tanto para la repetibilidad

como para la reproducibilidad.
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Tabla 11. Estudio de la reproducibilidad del método de determinacién de Cr(VI) en agua de mar.

Concentracion/ g I

2 4 6

0,0317 0,0498 0,0864

© 0,0366 0,0535 0,0821

g 0,0353 0,0497 0,0835

5 0,0348 0,0612 0,0843

3 0,0353 0,0577 0,0835

0,0303 0,0541 0,0791

0,0334 0,0567 0,0747

Media 0,0339 0,0547 0,0819

G 0,0022 0,0042 0,0039
% CV 6,6 77 4,8

2.2.4.4 Exactitud

La exactitud del método se ha evaluado unicamente mediante la recuperacion
analitica, porque no existe un material de referencia certificado para Cr(VI) de
agua de mar. Los materiales de referencia disponibles solo certifican la

concentracion de Cr total.

La recuperacion analitica representa la diferencia entre la concentracion obtenida
y la concentracién adicionada, expresada en porcentaje. Para ello, se ha
preparado una muestra dopada con 2, 4, 6 y 8 ug I Cr(VI). Los cocientes
obtenidos entre la concentracion calculada y la concentracion adicionada para
cada una de las series se resumen en la Tabla 12, dan una recuperacion media de
un 101,8%.

La recuperacion analitica estd muy proxima al 100%, lo que nos indica que el
método propuesto para la determinacién selectiva de Cr(VI) en agua de mar es un

método exacto.
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Tabla 12. Calculo de la recuperacion analitica de la determinacién selectiva de Cr(VI) en agua de mar.

Concentracion/  Absorbancia Concentracion Recuperacion /

ug I’ calculada / pg I %

0 0,0100 -

2 0,0292 1,8 92,2

4 0,0537 4,2 106,1

6 0,0717 6,0 100,2

8 0,0993 8,7 108,9

Media 101,8

o 7,5

Recta calibrado y=0,0102 x + 0,0104

2.2.5 Método propuesto

Después de haber revisado todos los parametros, unicamente se ha variado la
cantidad de agente complejante, TFA y el calentamiento en el microondas

respecto al método de partida para la determinacion selectiva de Cr(VI) en agua.

El tratamiento de las muestras de agua de mar para la formacion del complejo
Cr(TFA); es el siguiente:

= Tomar 1 ml de muestra

= Afadir 2 ml de disoluciéon tampén 0,5M acido acético/ 0,5 M acetato
sodico.

= Afadir 1 ml de TFA al 5%.

= Calentar gradualmente en el microondas. (2 min a 200W, 1 min de reposo

y 1 min mas de calentamiento a 200W).
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2.3 APLICACION

El método desarrollado ha sido aplicado para la especiacion de Cr en muestras
tomadas en la Ria de Arousa. Las muestras fueron recogidas el 7 de febrero del
2003 en 21 estaciones distribuidas uniformemente por toda la Ria a bordo del
buque oceanografico Mitylus del CSIC y en 7 estaciones en la desembocadura del

Rio Ulla en la embarcacién auxiliar tal y como se representa en la figura 27.
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Figura 27. Mapa de estaciones de muestreo en la Ria de Arousa

Las muestras fueron tomadas en la superficie y a 1 m del fondo usando botellas
“Niskin”. Ademas se tomaron muestras a 20 m de profundidad en las estaciones
situadas a lo largo del eje de la Ria. En las estaciones de la desembocadura
Unicamente se han tomado muestras en la superficie. De cada una de las botellas
se tomaron 3 réplicas en botes de polietileno de alta densidad. Una vez en el
laboratorio se filtraron a través de un filtro de 45 ym y se congelaron hasta el

analisis. A su vez cada una de las réplicas fue analizada por triplicado.
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En primer lugar se ha analizado la concentracion de Cr total siguiendo el método

publicado por Bermejo-Barrera et al.* Los resultados obtenidos se recogen en la
Tabla 13 y las figuras 28 y 29.

Tabla 13. Concentracion de Cr total en muestras de la Ria de Arousa (07/02/03)

Estacion Profund. / Cr Totjll/ Estacién Profund. / Cr Tot_z1ll /
m ug | m ugl
1 0 0,7 0,03 14 0 0,7 0,03
5 0,2 0,01 36 0,4 0,01
9 0 0,7 0,02 15 0 0,4 0,01
17 0,4 0,02 25 0,3 0,02
3 0 1,0 0,08 16 0 0,7 0,06
20 0,5 0,04 31 0,3 0,03
0 0,6 0,02 18 0 0,3 0,03
4 20 0,4 0,03 12 n. d.
45 0,4 0,01 19 0 0,2 0,01
0 0,6 0,03 32 0,3 0,10
5 20 0,5 0,03 20 0 0,5 0,01
50 0,6 0,03 10 n. d.
0 0,6 0,04 21 0 0,4 0,05
6 20 0,5 0,15 14 n. d.
43 0,6 0,09 29 0 1,6 0,03
0 1,4 0,22 9 1,4 0,09
7 20 0,9 0,10 o4 0 1,5 0,09
58 0,9 0,04 6 1,5 0,06
8 0 0,3 0,01
40 0,2 0,06
9 0 n. d. ——-- Carril 0 0,5 0,00
19 n.d. - Bamio 0 0,5 0,06
1 0 n. d. - Isorna 0 n.d. —
6 n. d. — Catoira 0 0,3 0,02
19 0 0,6 0,04 Bexo 0 0,2 0,14
18 0,3 0,03 Cesures 0 0,3 0,02
0 0,3 0,02 Herbén 0 n. d.
13 27 0,32 0,03 Sar 0 0,4 0,05
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Figura 28. Distribucion de Cr total en la superficie y el fondo de la Ria de Arousa (07/02/03).
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Superficie

Figura 29. Distribucion de Cr total en la superficie de la desembocadura del Rio Ulla (07/02/03).

Posteriormente se ha determinado la concentracién de Cr(VI) aplicando el método
propuesto en aquellas muestras cuya concentracion de Cr total supere el limite de
deteccion de este método. Se han tomado 2 alicuotas de cada bote y cada una de

ellos se ha analizado por triplicado.

Los valores de concentracion obtenidos para la mayoria de las muestras estan por
debajo del limite de cuantificacion del método 1,8 pg I' (Tabla 14). La
determinacion de Cr(VI) en estas muestras requiere un método mas sensible o
incluir una etapa de preconcentracion, ya que como se ha comprobado con el

meétodo propuesto no es posible.
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Tabla 14. Concentracion de Cr (VI) en muestras de la Ria de Arousa (07/02/03)

Estacion

Replica

pg I

Concentracion Cr(VI)
Media

1-0

1

0,8

0,6

1,0

0,8*

0,2

20

0,7

1,1

0,9*

0,3

3-0

0,9

0,4

0,4

0,7*

0,3

4-0

0,7

1,0

0,5

0,7¢

0,2

5-0

0,5

0,5

0,8

0,6”

0,2

6-0

1,1

1,1

1,6

1,3*

0,3

7-0

3,1

2,6

2,4

2,7

0,4

7-20

1,5

3,9

4,3

3,2

1,6

7-58

3,3

1,1

4,2

2,9

1,6

12-0

0,8

1,5

1,0

1,1*

0,4

14-0

0,1

0,4

0,1

0,2*

0,2

22-0

1,5

1,3

1,4*

0,1

22-9

0,9

1,4

1,2*

0,4

24-0

0,8

0,8*

24-6

WINI=2WIN=2WIN=2WN=2(WIN =2 WIN=RWN=2WN =2 WIN =2 WIN =R WIN=2WN =2 WN =2 WN = (WN

0,8

0,8*

* Estos valores son inferiores al limite de cuantificacion 1,8 pg [
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1 Introduccion general

1.1 Anadlisis por inyeccion en flujo (FIA)

1.1.1 Origen de la técnica FIA

La busqueda de una mayor eficiencia y la automatizacion del trabajo en los
laboratorios de analisis rutinarios dieron lugar al desarrollo de las técnicas FIA. Un
importante avance en la automatizaciéon fue la introducciéon de analisis en flujo
continuo (continous flow analysis) basado en la segmentacion con burbujas de aire
propuesto por Skeggs en 1957. El equipo disefiado para la aplicacion de estos
métodos fue posteriormente comercializado como Technicon AutoAnalyser,

convirtiéndose en el analizador automatizado mas popular. A mediados de la
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década de los setenta comenzaron a desarrollarse métodos de flujo no

segmentado.

La principal diferencia entre el analisis en flujo continuo y el analisis por inyeccion
en flujo es la segmentacion del flujo con burbujas de aire. La ausencia de burbujas

confiere al FIA una serie de ventajas como:
= Caudales mas reproducibles.
= Equipamiento sencillo y relativamente econémico.
= Sistemas que pueden ser miniaturizados.
= Frecuencia de muestreo considerablemente alta.

= Multitud de aplicaciones.

1.1.2 Definicion de FIA

A la hora de establecer una definicion para esta técnica de analisis por inyeccion
en flujo existen discrepancias; posiblemente debido a la gran versatilidad y

constante evolucion.

La primera definicion para esta técnica fue dada por Ruzicka and Hansen (1981)
en la primera edicion de su libro “Flow Injection Analysis”, quien define FIA como:
“Un método basado en la inyeccién de una muestra liquida en una corriente
continua no segmentada en movimiento de un liquido conveniente. La muestra
inyectada forma una zona, la cual es entonces transportada hacia el detector que
graba continuamente la absorbancia, el potencial electrolitico o algun otro
parametro fisico y como este cambia continuamente como resultado del paso de la
muestra a través de la celda”. Siete afios mas tarde en la segunda edicion del libro
Ruzicka' propone una nueva definicion como: “Una técnica para la recopilacion de

informacion de un gradiente de concentracion formado a partir de una zona
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inyectada y bien definida de un fluido, disperso en una corriente continua no

segmentada de un portador”.

Fang® propone otra definicion para FIA como: “Una técnica de analisis en flujo
caracterizada por la manipulacién reproducible de la muestra y zonas de reactivos
en una corriente en flujo bajo condiciones termodinamicamente no equilibradas”;
basandose en las caracteristicas diferenciadoras con otras técnicas de analisis en
continuo. FIA es similar a HPLC en muchos aspectos, haciendo extremadamente
dificil excluir HPLC de las definiciones de FIA. No obstante, en cuanto concierne al
equilibrio, HPLC se basa en un principio en el cual se busca el equilibrio en cada
plato de la columna de separacion. Por el contrario, FIA se fundamenta en el

estado no estacionario para alcanzar mayor eficacia.

A pesar de los esfuerzos en definir con precisién FIA, este tema aun parece ser

una fuente de considerable controversia.

1.1.3 Fundamentos FIA

Ruzicka' uno de los pioneros de esta técnica propone: la inyeccién de la muestra,
la dispersion controlada y la reproducibilidad en el control de los tiempos, como los

principios basicos o piedras angulares de FIA.

La muestra es inyectada o introducida directamente en el flujo en lugar de ser
aspirada dentro de él. Inmediatamente, la muestra es transportada a lo largo del
sistema mientras ocurren los procesos fisicoquimicos. La dispersion parcial del
analito puede ser modificada controlando la geometria y las caracteristicas
hidrodinamicas del sistema. Durante la deteccibn no se han alcanzado ni el
equilibrio fisico, el cual implicaria la homogeneizacion de la porcion de flujo, ni el
equilibrio quimico, es decir la reaccién entre el analito y los reactivos no se ha
completado. Por lo tanto, el control del tiempo debe ser altamente reproducible ya

que las medidas se realizan en condiciones no estacionarias.
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En la bibliografia puede encontrarse la distincion entre dos modos de FIA: normal
y reverso. El modo normal, nFIA, se refiere a los casos en los que la muestra se
inyecta en la corriente del portador; mientras el modo reverso, rFIA, a los casos en
que los reactivos son mezclados con la muestra mientras fluye por el circuito®. Sin
embargo esta clasificacion resulta ambigua, porque el término reverso puede dar a
entender que se cambia el sentido del flujo hacia el lado opuesto. Por ello, la

IUPAC no recomienda el uso de esta terminologia®.

Para comprender un poco mejor los fundamentos de esta técnica, a continuacion

se exponen algunos términos relacionados con una corriente continua de un fluido.

1.1.3.1 Dispersion

La dispersion es el fenomeno que sufre la muestra durante el transporte hacia el
detector que permite la mezcla con el fluido portador y los reactivos. El grado de
mezcla esta determinado por difusion molecular, pero fundamentalmente por
convencion debido a las diferencias en la velocidad de flujo de un fluido en los
distintos puntos a lo largo de eje radial. Con conductos finos, entre 0,3 y 1,5 mm
i.d., usados habitualmente en sistemas FIA y en ausencia de segmentos de aire,
no se produce turbulencia aleatoria, lo cual hace posible que la mezcla por
convencion sea reproducible. En la figura 1 se representa la evolucion de una

muestra durante su transporte poco después de ser inyectada.

Direccién del flujo

Dispersion axial

Dispersién radial .

Cortes transversales

Figura 1. Dispersion de una muestra en un sistema FIA.
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El coeficiente de dispersion, D, es la relacion de concentraciones antes y después

de la inyeccion.

donde C°representa la concentracion inicial y C, la concentracion después de la
inyeccion. En funcion del valor de D, la dispersion se considera baja (<2), media
(2-10) o alta (>10)°.

Sobre la dispersién influyen diversos parametros como:

= Volumen de muestra. Cuanto mayor sea este menor seré la dispersién. Se

considera como cantidad de muestra idonea entre 100-200 pl.

= Caudal del portador. Aunque trabajando entre 1,6 y 4 ml min™' la influencia

es minima.
= Relacién entre el caudal de la muestra y los reactivos cercanos.
= Dimensiones y configuracién geométrica de los componentes.
= Viscosidad de los fluidos.

= Temperatura.

Aunque estos dos ultimos parametros, viscosidad y temperatura, normalmente

pueden ser despreciados.

Con el fin de minimizar la dispersion se puede sustituir los capilares rectos por
otros reactores de mezcla cuya funcién principal es lograr la mezcla de la muestra
y los reactivos lo mas rapidamente posible. Pero ademas reducen la dispersion

axial, incrementando la mezcla debido a un flujo secundario.

En los conductos rectos predomina el flujo laminar, paralelo a la corriente principal,

con un perfil parabdlico de la velocidad. Mientras que en los capilares enrollados o
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anudados, los continuos cambios en la direccion de la corriente provocan un flujo

secundario, perpendicular a la direccién principal de flujo (Figura 2).

e \% max‘% \ max.
_x S
e _—

»
—_ —
— —
A B

Figura 2. Perfiles de velocidades para el flujo laminar (A) y el flujo secundario (B).

La dispersion de la muestra debe ser reproducible y controlable en los métodos
FIA. Si se cumple esta condicion no es necesario alcanzar el equilibrio
termodinamico lo que permite acortar los tiempos de analisis; a diferencia de lo
que sucede cuando se mezclan dos liquidos de forma manual. Por ejemplo, al
afiadir unas gotas de reactivo a una muestra que tenemos en un tubo de ensayo,
se debe agitar para mezclar y homogeneizar la disolucién y ademas de tener que

esperar a que se alcance el equilibrio termodinamico (Figura 3).

YN
N1

Direccion del flujo

S

> Capilar de sistema FI
N

Adicion manual

Figura 3. Comparacién de la mezcla de muestra y reactivos de forma manual y en un sistema de flujo

continuo no segmentado.
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1.1.4 Instrumentacion FIA
El esquema basico (Figura 4) de un sistema FIA consta de 4 partes:

= Mecanismo de propulsién, el cual produce el flup de una o varias

disoluciones ya sea reactivos o actuen simplemente como portador.

= Sistema de inyeccion, el cual permite la introduccion reproducible de un

volumen de muestra dentro del flujo sin pararlo.

= Sistemas de transporte y reaccion, que une los diferentes elementos y

donde se produce la mezcla o dispersion del analito.

= Sistema de deteccion, el cual transforma la variacién de una propiedad del

analito en una sefal.

Mecanismo Sistema Sistema Sistema
> s i s S -
Propulsién Inyeccion Transporte / Reaccion Deteccion

Figura 4. Esquema basico de los componentes basicos de un sistema FIA

1.1.4.1 Mecanismo de propulsién

Los sistemas de analisis con inyeccion en flujo requieren que los mecanismos de
propulsiéon del liquido no generen pulsos y la velocidad de flujo se mantenga
constante debido a que esta técnica se basa en una alta reproducibilidad en el
control del tiempo de cada etapa. Otras propiedades que deberian cumplir para
asegurar una elevada versatilidad son: Capacidad multicanal, al menos 4 canales;
velocidad de flujo ajustable; resistencia a reactivos fuertes y disolventes; pequefa

inversion inicial y bajo coste de mantenimiento.
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11411 Bombas peristdlticas

Las bombas peristalticas son indudablemente el mecanismo de propulsion de
liguido mas empleado debido a su alta versatilidad. A pesar de ello presentan
algunas desventajas como: produce pulsaciones, problemas con la estabilidad en
la velocidad de flujo a largo plazo, deterioro de los tubos con disolventes organicos

o con elevadas concentraciones de acidos fuertes (Figura 5).

Lo T L Ty T T

Figura 5. Representacion esquematica de una bomba peristaltica.

Sin embargo, estos inconvenientes se pueden evitar o al menos minimizar
haciendo un uso correcto de las bombas peristalticas, teniendo en cuenta los

siguientes consejos:

v Presion sobre los tubos

Después de colocar los tubos se debe incrementar gradualmente la presién con
los tornillos que aproximan los tubos a los rodillos de la bomba peristaltica hasta
obtener una corriente continua en todos los canales. Si los tornillos se aprietan

demasiado los tubos sufren demasiado reduciendo su duracion.
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v Lubricacion

Para aumentar el tiempo de vida de los tubos se recomienda la aplicaciéon de una
pequefa cantidad de lubricante, lavar los tubos con agua y liberarlos al final de
cada sesion de trabajo.

v Estado de los tubos

No deben usarse tubos nuevos y usados o de distintos materiales bajo el mismo
bloque de compresion porque requieren distinta presion. Por ello se recomienda
en los casos que sea posible colocar cada tubo en un bloque de compresién
diferente.

v Control del caudal

El caudal deberia modificarse unicamente cambiado la velocidad de bombeo o el
diametro del tubo, nunca modificando la presion con el tornillo ya que de este
modo no se puede obtener un flujo estable y reproducible. Las variaciones que
sufre el caudal a largo plazo son inevitables originadas por la degradaciéon gradual
de los tubos. No obstante, se puede asegurar una buena precisién chequeando

regularmente los caudales.

v' Eleccién del tipo de tubo

Los disolventes organicos son empleados con frecuencia en sistemas de
separacion con inyeccion en flujo, pero la mayoria no pueden ser bombeados
mediante los tubos comunmente empleados en las bombas peristalticas, tipo
Tygon®. Estos deben ser reemplazados por otros tipos de tubos fabricados con
materiales resistentes a los diferentes disolventes tales como, Solvaflex,
Verdoprene, Neoprene, Marprene o Viton. Ninguno de estos materiales puede ser
usado con todos los disolventes organicos comunes, ademas suelen ser mucho

mas caros aunque aseguren una mayor duracion.

1.1.4.1.2 Bombas de pistén reciprocas

Las bombas de piston reciprocas se asemejan a las empleadas en HPLC, pero

con presiones de trabajo maximas mucho mas bajas entre 30 y 60 bars. Este tipo
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de bombas presentan algunas ventajas frente a las bombas peristalticas como:
mayor estabilidad de flujo tanto a corto como a largo plazo; mayor capacidad de
bombeo incluso sin alterar la estabilidad de flujo con elevada impedancia, como en
columnas empaquetadas y gran resistencia a disolventes organicos. Por contra,
dispone de pocos canales disponibles, usualmente 2, lo cual limita su
aplicabilidad. Otra desventaja de las bombas de pistén son los problemas de
acoplamiento con sistemas de deteccion de espectrometria atémica equipados
con nebulizadores neumaticos. Unicamente es posible su uso cuando la velocidad
de bombeo supera a la velocidad de aspiracion libre del nebulizador, en caso
contrario, la bomba no controla el flujo, pasando a ser determinado por la
intensidad de succién del nebulizador.

1.1.4.1.3 Bombas de jeringa

Este tipo de bombas produce un flujo sinusoidal libre de pulsaciones en un amplio
rango de velocidades de flujo (Figura 6). Se utilizan junto con valvulas multicanal
controladas por ordenador dotando al sistema de una alta reproducibilidad. Otras
de las ventajas de este tipo de mecanismo de propulsidn son: la fuerte resistencia
a acidos y bases concentradas y a disolventes organicos; soporta impedancias
relativamente elevadas sin alterar el flujo y ademas el coste de mantenimiento es

bajo en comparacion a las bombas peristalticas porque no consume tubos.

-— Desaglie -— Desagiie

Jeringa Detector

Muestra

Detector Jeringa
Muestra

-— -—

Jeringa
Reactivos

Jeringa
M r p—
uestra Reactivos

Reactivos Reactivos

Muestra

Carga Medida

Figura 6. Bombas de jeringa
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Sin embargo, presenta las siguientes desventajas: menor frecuencia de analisis
porque requiere una etapa de carga del portador, menor versatilidad debido al
menor numero de canales disponibles y a las restricciones en la relacién de
caudales de los distintos canales. Y al igual que en el caso de las bombas de
piston, la succiéon puede distorsionar el flujo cuando se acopla a sistemas de

deteccion de espectrometria atébmica equipados con nebulizadores neumaticos.

1.1.4.2 Sistemas de inyeccion

Este componente ha recibido especial atencion en el desarrollo de la técnica FIA,
ya que la inyeccion de la muestra es uno de los pilares sobre los que se sustenta
esta técnica. Habitualmente se emplea el término de sistema de inyeccion para
referirnos a los mecanismos de introduccion de muestra aunque no se trate
realmente de una inyeccién propiamente dicha. Se ha conservado el nombre de
los primeros sistemas que consistian en una simple jeringa. Su funcién principal es
la introduccién reproducible de un volumen definido de muestra en la corriente del
portador. Es fundamental controlar el volumen de muestra introducido porque la

respuesta analitica obtenida dependera de esta variable.

Existe un gran numero de disefnos diferentes de valvulas de inyeccién descritas en
la bibliografia algunas tomadas de otros campos como la cromatografia liquida. A
continuacion, unicamente se describen aquellos disefnos mas empleados para los

sistemas de separacioén “on-line”.

1.1.4.2.1 Vdlvula rotatoria de 6 vias

Este tipo de valvula se caracteriza por su reproducibilidad y simplicidad, admite un
amplio rango de volumenes cambiando el bucle de muestra. Sin embargo, no son

lo suficientemente versatiles para las complicadas funciones necesarias en los
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sistemas de separacion “on-line”, las cuales se resuelven combinado un conjunto

de valvulas (Figura 7).

Inyeccion

Figura 7. Valvula rotatoria de 6 vias. D detector, R residuo, P portador, M muestra y B bucle.

1.1.4.2.2 Vélvula multifuncién

El uso de valvulas multifuncién aumenta las posibilidades de aplicacion de los
sistemas FIA. La valvula se caracteriza por una construccion muy simple. Se
compone de 2 partes, una estacionaria y otra movil, con 8 canales en cada una
enfrentados, obteniendo 16 vias. Los canales estan distribuidos uniformemente
entorno al eje del rotor y separadas 45°. Cuando el motor actia la parte movil gira

45° cambiando la combinacion de los canales enfrentados (Figura 8).

Figura 8. Valvula multifunciéon de 8 canales.
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En los casos en que no todos sus canales sea necesarios pueden bloguearse con

conectores ciegos o simplemente dejandolos abiertos.

1.1.4.2.3 Vdlvula de conmutacién

Este tipo de valvula esta formada por 3 capas colocada en forma de sandwich

(Figura 9), la capa interna se desliza entre las capas exteriores.

Muestra Desagiie Muestra Desagiie

Portador Bucle Detector Portador Detector

Bucle

Carga Elucion

Figura 9. Valvula de conmutacion

A pesar de la simplicidad de su disefio, esta valvula es capaz de desempefiar

multitud de funciones complejas.

1.1.4.3 Sistemas de transporte y reaccion

1.1.4.3.1 Tubosy conectores

Las funciones de estos componentes son el transporte de la corriente a lo largo
del montaje y la interconexién entre los diferentes componentes del sistema FIA.
Los tubos de PTFE con 0,35-1 mm de didmetro interno (i.d.) suelen ser los mas
frecuentes en los sistemas FIA. Dependiendo de la aplicacion se selecciona un
diametro interno (i.d.) determinado aunque normalmente se emplean los capilares
de 0,35 mm i.d. con el fin de minimizar los volumenes muertos y la dispersién. En
el caso de que exista peligro de obstruccion debido a la introduccién accidental de
materia particulada en suspensiéon son mas apropiados los capilares de diametro

entre 0,5 y 0,7 mm i.d. Los capilares de 1 mm i.d. son usados trabajando con
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velocidades de flujo elevadas y con formacion de gases como en los sistemas de
generacion de hidruros (HG-AAS). El material de los tubos debe ser quimicamente
inerte y estable ante cambios de temperatura.

Las conexiones se pueden realizar insertando tubos de diferentes diametros o
uniendo tubos del mismo diametro con la ayuda de un manguito. Otro tipo de
conexion es mediante conectores de rosca, colocado en el extremo del tubo con el
borde ensanchado y con una junta de goma. Ademas para la mezcla de distintas
disoluciones se emplean conexiones en forma de T, Y o W individuales o en
bloques como el “Chemifold’ (Figura10) formado por una conexion en Y y dos en
W.

Figura 10. Conexiones en bloque conocida como “Chemifold”.

Es fundamental una correcta conexion de los capilares con los distintos
componentes del sistema para evitar volimenes muertos, burbujas de aire y
reducir la dispersion, especialmente cuando se unen dos tubos del mismo
diametro interno con un manguito. Se recomienda realizar el corte de los tubos en

inglete, lo cual permite una mejor conexion (Figura 11).

Correcta Incorrecta

Figura 11. Unioén entre tubos del mismo diametro.
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1.1.4.3.2 Reactores de mezcla

La funcion principal de los reactores de mezcla consiste en favorecer la mezcla

axial reproducible de 2 o mas componentes.

Capilares rectos

Reactores enrollados —NW_

Reactores anudados

“Single bead string reactor” SBSR ()()d)@%%%%p

Camaras de mezcla ﬂ

Figura 12. Tipos de reactores de mezcla.

Existen varios tipos de reactores” ® como se muestran en la figura 12.

= Capilares rectos. Basicamente se emplean para unir distintas partes del
sistema FIA.

= Reactores enrollados (coil), anudados (knotted) o tejidos (knitted). Estan
hechos usualmente con capilares de PTFE adoptando diferentes formas,
las cuales producen variacién en la direccién del flujo, favoreciendo la

mezcla axial de 2 o mas componentes.

= Reactores empaquetados (Packed reactors). Tubos rellenos con un material
quimicamente activo o inerte. No han sido muy utilizados por problemas de

reproducibilidad en el flujo.
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= “Single bead string reactor” (SBSR). Una pieza de tubo rellena con perlas
de vidrio o polimeros quimicamente inertes, cuyo diametro es del 60-80%
del diametro del tubo de modo que en cada seccidén solamente haya una
perla. Este tipo de relleno permite aumentar el tiempo de residencia y

disminuir la dispersidén considerablemente.

= Camaras de mezcla. Se emplean para mejorar la homogeneidad de la
mezcla de la muestra con los reactivos sobre todo cuando existen
diferencias de viscosidad, temperatura o contenido de detergentes o

surfactantes.

Mas adelante se describiran detalladamente los reactores anudados, por tratarse
de uno de los componentes fundamentales en varios de los métodos desarrollados

en este proyecto.

1.1.4.4 Sistemas de deteccion

Los detectores ideales para los sistemas FIA deberian cumplir una serie de
requisitos: respuesta rapida y lineal para un amplio rango de concentracion,
elevada sensibilidad, buena reproducibilidad, bajo nivel de ruido, pequefio

volumen de muestra necesario y sin efecto memoria® ®.

Existen gran variedad de sistemas de deteccion que pueden emplearse en FIA:
opticos (espectroscopicos y no espectroscopicos); eléctricos (amperomeétricos,
potenciométricos, conductimétricos) y termoquimicos. Trojanowicz7 en los 5
primeros capitulos del libro “Flow Injection Analysis. Instrumentaciéon and
Applications” describe detalladamente los diferentes sistemas de deteccion

adaptables a la técnica FIA.
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1.1.5 Caracteristicas de los sistemas FI-AAS

Aunque como se ha comentado anteriormente existen multitud de detectores
adaptables a los sistemas de inyeccion en flujo, a continuacion nos centraremos
en la espectroscopia de absorcion atémica (AAS) por ser el método de deteccion
utilizado en este proyecto. En la tabla 1 se resumen los acontecimientos mas

importantes en el origen y el desarrollo de la técnica FI-AAS.

Tabla 1. Eventos destacables en la evolucion histérica de la técnica FI-AAS?

Aino Avances

1979  Primeras publicaciones FI-AAS® "

1982  Generacion de hidruros (FI-HG-AAS)"

1983 12 Aplicacion del acoplamiento FI-ETAAS™

1986  Digestion de la muestra “on-line” en microondas™

n14

1989 Publicacion monografia “Flow Injection Atomic Spectroscopy

1991 1° Equipo comercial FI-AAS (Perkin-Elmer)

Los primeros trabajos en los que se ha acoplado un sistema de inyeccion por flujo
a la deteccion con AAS, publicados en 1979, emplearon un equipo de FAAS™. La
conexion del sistema Fl al detector es muy simple, sin necesidad de ninguna
modificacién en el equipo FAAS. La disolucion se introduce directamente en el
nebulizador por succion. Al igual que sucede con el equipo de ICP-AES, el cual

presenta la ventaja frente a FAAS de la posibilidad de la deteccion multielemental.

La aplicacién de la técnica FI-ETAAS comenzé mas tarde que las aplicaciones con
FAAS y HG-AAS, porque el modo de trabajo discontinuo de ETAAS, en principio
suponia una dificultad para acoplarlo a una técnica de flujo continuo®. De hecho,
en el 1° trabajo publicado en 19832 en el que se combina FI-ETAAS, el

tratamiento de la muestra se realiza en modo discontinuo. No fue hasta unos afios
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mas tarde cuando surgieron los primeros trabajos donde la técnica FI-ETAAS se

emplea en sistemas de preconcentracion “on-line”"".

La introduccion de la muestra en la camara de grafito se realiza de modo discreto
por lo que la conexion del equipo ETAAS requiere algunas modificaciones en la
forma de trabajo. El sistema FI puede funcionar en paralelo, simultdneamente con
el programa de temperaturas de la camara de grafito o de forma secuencial,
permaneciendo en modo de espera mientras esta funcionando el programa de la
camara de grafito. A pesar de que en este segundo caso el tiempo invertido en
cada analisis es mucho mayor debe emplearse en algunos casos debido a

dificultades técnicas’®.

Otro factor a tener en cuenta a la hora de disefar el acoplamiento FI-ETAAS es la
capacidad del tubo de grafito, siendo el volumen maximo permitido entre 70-100
pl. Algunas de las posibles soluciones a esta limitacién son: la inyeccion multiple
con etapas de secado intermedio, la delimitacién de la muestra mediante una
corriente de aire, o la formacion de un aerosol con un nebulizador de alta

presion'®.

Ademas la técnica ETAAS es mucho mas sensible a las interferencias de matriz
en comparacion con FAAS, por lo que resulta casi imprescindible el lavado del
circuito FI o el uso de mecanismo de separacién para reducir las posibles

interferencias de matriz.
En conjunto, todos estos factores justifican que la primera aplicacion del
acoplamiento FI-ETAAS trabajando en modo continuo no se haya publicado hasta

1990".

La combinacion de los sistemas de inyeccién en flujo y deteccion con AAS

presenta una serie de ventajas tal como:
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= Sensibilidad
Se amplia el rango analitico en varios ordenes de magnitud mediante

técnicas de diluciéon o preconcentracion en linea.

= Selectividad
Las posibles reacciones interferentes afectan en menor medida ya que los
tiempos de reaccién son muy cortos. De este modo se minimizan las
interferencias y como consecuencia aumenta la selectividad. Ademés

permite la separacion o modificacion de la matriz en modo continuo.

= Rapidez
Al no ser necesario alcanzar el estado estacionario permite aumentar la
frecuencia de muestreo. Por ejemplo la preconcentracion en columna
mediante un sistema Fl requiere 30-100 s, por la contra para obtener un
factor de enriquecimiento similar trabajando en modo discontinuo se

necesitarian unas pocas horas.

= Simplicidad
A primera vista se trata de un sistema muy sencillo, basado en
procedimientos simples que se puede desarrollar con equipamiento

basicos; aunque realmente no sea una técnica tan simple como parece.

= Economia
El consumo de muestra y reactivos es bajo. Ademas el equipamiento no es
muy sofisticado pudiendo ser modificado facilmente segun las necesidades

de cada tipo de analisis. Esto supone una gran versatilidad.

= Exactitud
Mejora la exactitud en andlisis de ultra-traza porque se disminuye el riesgo

de contaminacion al trabajar en un sistema cerrado automatizado.
Existen varias revisiones bibliograficas sobre las aplicaciones del acoplamiento de

sistemas de inyeccion en flujo y espectroscopia atdmica, entre las que destaca la

base de datos “Flow Injection Analysis Database” disponible en la web?.
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1.2 Técnicas de separacion y preconcentracion

FIA pronto se convirtié en una poderosa técnica no solo para analisis en serie sino
también para técnicas de separacion como dialisis, extraccion liquida, difusion
gaseosa, intercambio iénico y electrodeposicion. El uso de la inyeccion en flujo
para procesos de preconcentracion fue introducido mucho mas tarde. Los
procesos tradicionales de separacidon y preconcentracion realizados en modo
discontinuo son generalmente tediosos y requieren mucho tiempo, incluyen
multiples pasos de operacion cuidadosa, con frecuentes transferencias de
disoluciones de unos recipientes a otros y exponiendo a las muestras a serios
riesgos de contaminacién, particularmente en analisis de trazas. La secuencia de
separacion frecuentemente representaba el cuello de botella de un proceso
analitico y por lo tanto, ha sido uno de los cuales requeria una renovacion
urgentemente. Por ello, la separacién y preconcentracion “on line” se convirtié en

un campo de un gran interés y ha cambiado la situacion drasticamente?”.

Actualmente se ha demostrado que el analisis por inyeccion en flujo es la mejor
alternativa para la preconcentracion de elementos traza y también para eliminar la
matriz, mejorando la sensibilidad y la selectividad de las técnicas de

espectroscopia atomica clasicas®.

1.2.1 Ventajas de la técnica de separacién y preconcentracién por FIA

Son numerosas las ventajas que presenta las técnicas de separacion y

preconcentracion mediante sistemas FIA:

= Elevada frecuencia de analisis, 1 6 2 6rdenes de magnitud superior
respecto a los procesos en discontinuo. El tiempo necesario por

determinacion suele estar entre 10 y 200 s.
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= Los sistemas de preconcentracion presentan elevados factores de
enriquecimiento, habitualmente entre 5 y 50 veces mayor que los procesos

en discontinuo.

= Bajo consumo de muestra, 1 6 2 ordenes de magnitud inferior a los
procesos en discontinuo. Esta caracteristica resulta de vital importancia
cuando el volumen de muestra disponible es pequefio. Ademas, facilita el

transporte entre el lugar de muestreo y el laboratorio y su almacenamiento.

= Bajo consumo de reactivos, lo cual redunda en una reduccion de costes por
analisis.

= Alta reproducibilidad, habitualmente entre 1 y 3 % de desviacion estandar

relativa.

= La automatizacion permite su implementacion en procesos de control

usados como sistemas de monitorizacion.

= Bajo riesgo de contaminacién debido a que se trabaja en sistemas cerrados
e inertes. Esta caracteristica es fundamental para el analisis de elementos

traza.
= Posible aumento de selectividad aplicando discriminaciones cinéticas.

= Requiere poco espacio en el laboratorio para el montaje del sistema de

inyeccioén en flujo y pocos utensilios.

1.2.2 Evaluacién de la eficacia de la preconcentracion en sistemas FIA

Se han establecido una serie de parametros para la evaluacién y la comparacién

de diferentes sistemas de preconcentracion realizados en modo continuo.
v “Enrichment Factor” (EF)

Este parametro es uno de los criterios habitualmente empleado para evaluar los

sistemas de preconcentracion. A pesar de ello, su significado exacto no esta bien
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definido. Tedricamente, el término se refiere a la relacion entre concentracion del
analito en el concentrado, C. y en la muestra original, Cs.
C

EF =—¢
C

s

En la practica, la evaluacién del EF no es tan sencilla como parece porque la
concentracion actual del analito en el concentrado frecuentemente se desconoce.
Sin embargo una aproximacion al EF aceptada es la relacion de las pendientes del
rango lineal de las curvas de calibracion antes y después de la preconcentracion.
Los valores de EF calculados asi, podrian ser muy préoximos al verdadero valor si
las condiciones analiticas, incluyendo la respuesta del detector, se mantienen
durante las dos calibraciones. A veces el EF se deduce simplemente por
comparacion de las alturas de pico antes y después de la preconcentracion. Este
modo de evaluacién no es recomendable porque se puede cometer un error
significativo debido a que la sefal antes de la preconcentracion es

extremadamente baja.

v “Enhancement Factor” (N)

En los sistemas FIA, las sefiales del analito son aumentadas durante la
introduccién del analito en el detector mediante otros mecanismos aparte del
incremento de la concentracion del analito. Como por ejemplo el uso de
disolventes organicos en FAAS aumenta la sensibilidad porque generalmente son
menos viscosos y tienen menor tension superficial que el agua favoreciendo la
aspiracion y nebulizacion de la muestra. Ademas la combustion de los disolventes
organicos suele ser exotérmica, aumentando la temperatura de la llama y por tanto

su eficacia®.

El “enhancement factor” es el producto de los N;individuales y el EF.

N,=Ny-Ny-..-N, - EF
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v Eficiencia de concentracién (CE)

Aunque EF es indispensable para la evaluacion de los sistemas de
preconcentracion, este no proporciona toda la informacién sobre su eficiencia.
Factores de enriquecimiento elevados no estan necesariamente asociados con
eficiencias elevadas, ya que podrian ser obtenidos con tiempos de
preconcentracion muy largos, de horas o dias, o consumiendo grandes volimenes
de muestra. La eficiencia de concentracion se define como el producto del EF y la
frecuencia de muestreo expresada como el nimero de muestras analizadas por

minuto.

cE - gF- L
60

donde frepresenta el nimero de muestras analizado por hora. Dado que EF es un

parametro adimensional, CE se expresa en min™.

A pesar de ser un factor propuesto en la bibliografia para evaluar la eficacia del
método de preconcentracion, presenta cierta ambigledad ya que la frecuencia de
muestreo, f, es un parametro relativo que depende del criterio del analista®. La
manera mas sencilla de calcular f seria considerando el tiempo tedrico que
requiere el analisis de cada muestra segun la secuencia del sistema FIA y el
tiempo necesario para la deteccién. Aunque lo mas correcto seria anotar el
numero de muestras analizadas cada hora, durante un numero representativo de
sesiones de trabajo y calcular la media, obteniendo asi la frecuencia de muestreo
real. Ademas deberia considerarse el tiempo empleado en la preparacion de la
muestra y el ajuste y estabilizacion del sistema FIA. Por tanto, esta segunda forma

de estimar la frecuencia de analisis, f, resulta mas compleja.

v Indice de consumo

Este es otro criterio de evaluacion de la eficacia de preconcentracion con sistemas

FIA, complementario al CE, que ademas tiene en cuenta el volumen de muestra

Capitulo 3 111



FIA Introduccidn general

necesario. Se define como el volumen de muestra necesario para obtener una
unidad de EF.

="
EF
donde Vs es el volumen de muestra consumido expresado en ml, empleado para

alcanzar el EF del método propuesto.

En los sistemas Fl de preconcentracion, la muestra puede ser introducida
basandose en el volumen de muestra o en el tiempo. En el primer caso, la muestra
se carga en un bucle de volumen conocido que a continuacion pasa a la corriente
del portador. En el segundo caso basado en el tiempo, la cantidad de muestra

analizada dependera del tiempo de bombeo de la muestra y de su caudal.

Cuando la introduccién de la muestra se basa en el tiempo, el factor de
enriquecimiento, EF, esta directamente relacionado con la cantidad de muestra
consumida. Usualmente el caudal de la muestra es el factor principal que
determina la eficacia del proceso aunque deben tenerse en cuenta las
propiedades cinéticas del sistema de reaccién y de retencién. Con caudales
excesivamente elevados la retencién podria resultar incompleta porque el tiempo
de contacto sea insuficiente. Por ello, se recomiendan caudales de 4-5 ml min”

para la muestra como punto de partida en la optimizacion de un método®.

1.2.3 (Clasificacion de las técnicas de separacion por FIA

Las técnicas de separacion por inyeccion el flujo se clasifican segun el tipo de
interfase a través de la cual tiene lugar la transferencia de masa. Se agrupan en
tres grandes bloques dentro de los cuales existen diferentes tipos de procesos de

separacion:
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= Liquido-liquido - extraccion
- didlisis
= Liquido-gas - difusién gaseosa

- generacién de hidruro o vapor frio

= Liquido-sdlido - extraccion solida
- precipitacion y coprecipitacion-disolucion
- electrodeposicion

A continuacion se hace una breve descripcion de los mecanismos de separacion
liquido-sdlido ya que dentro de este grupo se encuentra el sistema separacion y
preconcentracion en el cual se basan algunos de los métodos desarrollados en

este proyecto.

1.2.3.1 Extraccién en fase sélida

Las aplicaciones de esta técnica de separacion han crecido rapidamente en los
ultimos anos. La muestra se hace pasar a través de un material adsorbente capaz
de retener al analito que posteriormente sera eluido. Aunque su funcién principal
es la separacion y la preconcentracion del analito, también puede emplearse para
la eliminacion de componentes de la matriz que interfieran en la deteccién. Para
ello, se utilizan columnas empaquetadas con distintos rellenos, sistemas de

membranas o simplemente la adsorcion en las paredes de tubos abiertos.

Las principales ventajas respecto a la extraccion en fase liquida son:

= Se elimina el uso de disolventes organicos toxicos aunque en algunos
casos se emplean pequefas cantidades de disolventes organicos para la

elucion.

= La simplificacién del sistema FIA, ya que no son necesarios los

segmentadores, separadores o reactores de extraccion.

= La posibilidad de aspirar continuamente la muestra durante un tiempo

ilimitado, lo cual facilita la obtencion de un mayor factor de
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preconcentracion. No obstante la aspiracidon continua de la muestra puede
sufrir fluctuaciones en el caudal debido a pequefas variaciones en la
velocidad de bombeo o a cambios en el adsorbente, lo cual podria causar

errores en la determinacion.

1.2.3.2 Precipitacién y coprecipitacion

La precipitacion es una de las técnicas de separacién mas antigua empleado en el
analisis quimico clasico. La técnica convencional de precipitacion es muy laboriosa
ya que requiere mucho tiempo, un volumen de muestra grande y gran habilidad
del analista, siendo ademas dificil de disefiar dispositivos para su automatizacion.
Por ello ha sido sustituida por otras técnicas de separacion mas versatiles y faciles
de automatizar. La primera referencia donde se aplica la manipulaciéon de
precipitados en linea usando la técnica de inyeccion en flujo fue publicada en 1986
por Petersson et al.® | para la determinacién indirecta de sulfuros mediante la

formacion del precipitado de sulfuro de cadmio por FAAS.

Como resultado de los recientes avances, los procesos de separacion y
preconcentracion por precipitacion, que originalmente requerian horas de trabajo y
unos cientos de mililitros de muestra y reactivos, ahora pueden completarse en
menos de 1 minuto con sistemas automatizados de inyeccion en flujo
consumiendo unos pocos mililitros de muestra y reactivos. El riesgo de
contaminacion también se reduce drasticamente, lo cual implica una mejora en la

fiabilidad y precision de las determinaciones.

Un componente importante del sistema FIA para la precipitacion es el colector, el

cual deberia caracterizarse por:

= Capacidad de atrapar unos pocos mg de precipitado sin aumentar la

impedancia.

= Disefio que facilite la dilucién y el lavado del colector.
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= Construido con materiales inertes, con el fin de minimizar el riesgo de

contaminacion.

= Estructura robusta que se debe mantener estable a pesar de un uso

continuo y prolongado.

= Capacidad de atrapar diferentes formas de precipitado.

Algunos de los colectores empleados son: filtros de acero inoxidable, planos o
cilindricos; filtros de membranas, los cuales suelen caracterizarse por tiempos de
vida util muy cortos; filtros “packed-bed”, construidos con tubos de PTFE o Tygon®
empaquetados con granulos de poliestireno, no son aptos para atrapar grandes

cantidades de precipitado en procesos de coprecipitacion; y reactores anudados.

En principio la adaptacién tanto de la precipitacién como de la coprecipitacion a un
sistema FIA es igualmente factible. No obstante, la precipitacion esta limitada por
el numero de reacciones de precipitacion selectivas, las cuales produzcan un
precipitado con una solubilidad lo suficientemente baja que cumpla los requisitos
del analisis de trazas. Mientras que en el caso de la coprecipitacion el producto de
solubilidad no juega un papel tan importante ya que puede obtenerse el
precipitado por adsorcion, oclusiéon o formacion de cristales isomérficos. Ademas
presenta menos problemas de interferencias de matriz, lo cual la convierte en una
técnica mas selectiva. A pesar de todo, la aplicacién de la coprecipitacion en

sistemas FIA es menor respecto a la precipitacion.

1.2.3.3 Sistemas de extraccién liquido-sélido

1.2.3.3.1 Columnas

Las columnas empaquetadas con intercambiadores iénicos u otro tipo de
adsorbentes representan los sistemas de extraccién mas ampliamente usados en
sistemas de separacién “on-line”. También pueden utilizarse para eliminar

interferencias, modificar la matriz de la muestra y/o preconcentrar elementos traza.
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Para que una columna de adsorcion pueda ser empleada en un sistema FIA

deberia cumplir los siguientes requisitos:
= Alta capacidad de adsorcion
= Impedancia hidrodinamica baja
= Coeficiente de dispersion bajo
= Estabilidad y gran fiabilidad durante largos periodos de trabajo

= Tiempo de vida que superen al menos un centenar de ciclos

La eficiencia en la preconcentraciéon depende fundamentalmente del disefio de la
columna, la eleccién adecuada del adsorbente empaquetado y de la velocidad de
carga y volumen de muestra. Ademas deben considerarse algunos factores que
intervienen durante la etapa de elucién como la eleccion del eluyente, el volumen

empleado, el cual deberia ser el menor posible y la velocidad de elucion® "2’

Los tipos de materiales de relleno mas comunes utilizados en sistemas FIA con
extraccion en fase sélida en columna son: resinas quelatantes de intercambio
iénico, como por ejemplo, Chelex-100; Muromac A-1 o Quinolin-8-ol; Cg-silica gel
empleada para la extraccion de complejos metalicos de baja polaridad en fase
acuosa; o alumina activada, la cual presenta gran estabilidad tanto en condiciones

acidas como basicas.

Desde la primera aplicacién de una columna de intercambio i6nico en un sistema
FI-FAAS trabajando en modo continuo® los montajes se han ido perfeccionando
para mejorar la eficacia de la preconcentracion. Xu et al.® propone la introduccion
de un pequefio segmento de aire antes y después de la zona de muestra,
mejorando significativamente el factor de preconcentracion y obteniendo, ademas,

una mayor precision en los resultados al reducir la dispersién del analito®’.
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1.2.3.3.2 Reactores anudados

Los reactores anudados consisten en un capilar de PTFE anudado sobre si
mismo. Esta configuracion tridimensional produce un flujo secundario en el plano
radial debido a variacién de la direccion del flujo (Figura 13). Originalmente los
reactores anudados han sido empleados como reactores de mezcla propuestos
por primera vez por Engelhardt et al®® en 1982. Hasta afios mas tarde no fue
publicada la 12 aplicacion de los reactores anudados a un proceso de
precipitacion-disolucion “on-line” en un sistema de coprecipitacion propuesta por
Fang et al®®. El reactor se usa para atrapar sobre sus paredes el precipitado negro
formado por la reaccién entre el portador de coprecipitacion Fe(ll) y el agente

complejante hexametilenoditiocarbamato.

Reactor anudado

Figura 13. Reactor anudado. Flujo radial secundario caracteristico.

El mecanismo de adsorcién en las paredes internas de un reactor anudado se
produce por una fuerza centrifuga en la corriente debida al flujo secundario creado
por la configuracion tridimensional del reactor. Se ha comprobado que la
adherencia en el mismo tubo sin anudar, estirado o enrollado, es mucho menos

eficaz.

Los reactores anudados de PFTE se pueden emplear unicamente cuando el

precipitado es de naturaleza hidrofébica ya que otra de las razones para que se
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produzca la fuerte adherencia del precipitado a las paredes del tubo es que

compartan la naturaleza hidrofobica.

Garrido-Troche et al.*' han realizado un estudio sobre la adsorcion de los quelatos
en el interior del reactor anudado, en concreto del complejo Cd-DDC, mediante
microscopia electrénica y fluorescencia de rayos-X. Se ha observado como a
medida que se aumenta el tiempo de carga de la muestra la retencién del
complejo es mayor, pudiendo llegar en algunos casos a la obstruccion. Por ello,
siempre debe tenerse en cuenta la capacidad de adsorcion del reactor anudado
durante la optimizacion de un método de preconcentracion por adsorcion, ya que

la saturacién produce una disminucién de la eficacia en la retencion.

A parte de la coleccidon de precipitado, el reactor anudado cumple con otras
funciones. En primer lugar, el disefio tridimensional asegura la mezcla rapida de la
muestra y los reactivos minimizando la heterogeneidad de las condiciones de
reaccion. Entonces ya no es necesario el uso de un reactor de reaccion antes de
la separacion. En segundo lugar, limita la dispersion del precipitado disuelto
cuando esta siendo transportado hacia el detector; lo cual permite obtener factores

de enriquecimiento altos.

Las ventajas de los reactores anudados como colectores de precipitados se

resumen en:

= La gran superficie de las paredes interiores del reactor proporciona una
gran capacidad para la recoleccién de precipitado. Esto resulta muy util en
las técnicas de coprecipitacion en las cuales la cantidad de precipitado

suele ser elevada.

= La ausencia de sistemas de filtracién evita la sobrepresion a velocidades de

flujos altos de 5-6 ml min™.

= Pérdida de sensibilidad debida a la dispersiéon resulta despreciable

favorecida por la configuracién tridimensional.

118 Capitulo 3



Introduccién general FIA

= Hecho con materiales inertes, reduciendo el riesgo de contaminacion.
= Facil de construir a muy bajo coste.

= Eltiempo de vida es muy largo, casi permanente.

El uso de reactores anudados para la preconcentracion y separaciéon de adsorcion
en sistemas F| ha sido aplicado para la determinacion de: Cr2®, Mn®" ® Fe®,
C032, 39-42, Ni32, 38, 40’ Cu32, 37, 38, 40, 41, 43, 44’ Zn32, 41’ AS45, 46’ Se47, Mo32, 40’ Rh48, Pd48,
Ag40, Cd30—32, 40, 41, 49, |n40, Sb40, 50, 51’ W32, Pt48, 52, H953, 54, -I—|55 y Pb32, 40, 56-59 en

muestras ambientales y bioldgicas.

La preconcentracion del analito se logra por la mezcla de la muestra con un
agente complejante, dando lugar a un complejo con cierta afinidad con PTFE,
material con el que se construyen los reactores anudados. Este complejo queda
adherido en las paredes en el interior del reactor anudado hasta su posterior
elucién. Los agentes complejantes mas estudiados son, entre oftros:
Dietilditiocarbamato sodico (NaDDC)® ** #° ** 57 " amonio pirrolidinditiocarbamato
(APDC)?®" 32 3436, 38, 40, 46, 50-52, 85, %6 jjetilditiofosfato (DDP)®, 8-hidroxiquinolina (8-
HQ)* “2, 1-fenil-3-metil-4-benzoilpirazol-5-ona (PMBP)¥, ditiona*!, dietiltiourea®.
Tanto NaDDC como APDC se han empleado para la preconcentracion de varios

metales ya que pueden formar complejos con numerosos elementos.

El quelato retenido en el reactor anudado se eluye en el menor volumen posible
para obtener factores de preconcentracion elevados. Los eluyentes mas
empleados son: metilisobutilcetona (MIBK), el etanol, metanol y acidos minerales,
HCIl o HNO;.

Las primeras aplicaciones de los reactores anudados para la preconcentracion
“on-line” han empleado como eluyente MIBK® 3 34 35 4450 | 5 ejycion con
disolventes organicos como MIBK exige el uso de tubos especificos en las bombas

peristalticas y separadores de fase debido a su inmiscibilidad con disoluciones
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acuosas. Se descarta su uso en sistemas FAAS porque los disolventes organicos
producen un incremento de sensibilidad que puede inducir errores en los

resultados de los analisis.

Los alcoholes, etanol®® ®" %% %7 %8 v metanol®” ® *% %2 se han utilizado en los
métodos de preconcentracion mediante FI-ETAAS, dada su elevada volatilidad y
baja senal de fondo. Sobre todo, la eleccién de los alcoholes se fundamenta en el
cumplimiento de una de las limitaciones de ETAAS, el volumen de inyeccion no
deberia superar los 50 pl. Se ha comprobando que con ambos eluyentes, etanol y

metanol, se obtiene una elucién eficaz cumpliendo esta premisa.

Cuando la deteccion se realiza con ICP-MS se utiliza como eluyente el HNO; 3% 4%
8% con el fin de evitar los efectos adversos de los disolventes organicos, la
inestabilidad o incluso la posible extincion del plasma'®. En otros casos se ha
empleado el HCI, para la deteccion en FAAS® y HG-AFS*®. En este ultimo caso ha
sido elegido como eluyente el HCI porque ademas facilita la generacion de

hidruros.

1.3 Agente complejante (APDC)

Amonio pirrolidinditiocarbamato (APDC) es un reactivo muy estudiado que
reacciona con mas de 30 elementos formando complejos muy estables (Figura
14). La diferencia entre las constantes de formacién entre los metales de transicién
y el grupo de los alcalinos y alcalinotérreos ha sido aplicada para la determinacion
de metales traza en matrices salinas, como el agua de mar. A diferencia de
NaDDC, el cual debe prepararse tamponando a pH 9, APDC es estable en medio

acido.

Este compuesto ha sido utilizado para la preconcentracion de diversos metales,

seguida de la separacion por diferentes mecanismos: extraccion con MIBK ©' 2,
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adsorcién en columna sobre Cis-silica gel63'65, Amberlita XAD-4%° o adsorcion

sobre reactores anudados®®*" 45 %,

S

N

S” NH,"

zZ— QO

Figura 14. Férmula del amonio pirrolidinditiocarbamato (APDC)

2 Determinacion selectiva de As(lll) en agua de mar

2.1 INTRODUCCION

2.1.1 Especiacién de As en agua de mar

En el agua de mar tanto en el océano como en zonas costeras, el As se encuentra
en concentraciones entre 1-3 ug I aunque estos valores varian entre el agua
superficial y el agua del fondo y en diferentes partes del mundo®. Las formas
predominantes de As en agua de mar son las formas inorganicas, As(lll) y As(V) y
las formas metiladas MMA y DMA, las cuales se forman mediante
biotransformacion del As(V) por el fitoplancton. Segun calculos termodinamicos el
arsénico en agua de mar suficientemente oxigenada deberia encontrarse
mayoritariamente como arsenato, (HAsO4'2 y H>AsOy); sin embargo, debido a la

reduccion bioldgica pueden obtenerse niveles apreciables de arsenito, HyAsO3* 7.
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En los organismos marinos: algas, pescado y marisco, las concentraciones de
arsénico organico son especialmente altas. La arsenobetaina, que se encuentra
fundamentalmente en el pescado, no es considerada téxica; mientras que de los
arsenoazucares, especies dominantes en algas, moluscos y mariscos, no se

conocen con detalle sus consecuencias para el ser humano’".

2.1.2 Técnica analitica empleada

Para la determinacion de las especies de As en aguas, donde las concentraciones
son inferiores a 2 ug I"", se requieren técnicas analiticas altamente sensibles y
selectivas. Técnicas como la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) y
cromatografia de intercambio idnico permiten la separacion de las diferentes
especies de arsénico; pero los elevados tiempos de analisis y factores de dilucion

altos limitan su aplicabilidad”

La espectroscopia de absorcién atémica con atomizacién electrotérmica (ETAAS)
es un sistema de deteccion muy selectivo pero no suficientemente sensible por lo
que es necesario recurrir a la preconcentracion. Una de las técnicas de
preconcentracion empleada en métodos de especiacion es la formacion de
complejos, ya que esta reaccion suele ser especifica para un sélo estado de

oxidacion’.

Con el fin de automatizar la separacion de las distintas especies y la
preconcentracion utilizaremos un sistema de inyeccion en flujo (Fl). El
acoplamiento FI-ETAAS permite la complejacién, preconcentracion vy
determinacion selectiva de As(lll) en continuo, evitando la manipulacién de
muestra y por lo tanto minimizando el riesgo de contaminacion. Ademas es posible
la automatizacién de todo el proceso de especiacion ya que para la determinacion
de As total se puede utilizar el mismo método con la inclusion de una etapa de

prerreduccion de la muestra, para que todo el arsénico presente se transforme en
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As(lll). De este modo, se puede determinar la concentracion de As(lll) y la

concentracion de As total, obteniendo la concentracion de As(V) por diferencia.

En 1991 Sperling et al.”? ha desarrollado un método para la determinacion
selectiva de As basado en la preconcentracion “on-line” usando una
microcolumna. Sin embargo, los mecanismos de adsorcién en microcolumnas se
caracterizan por una alta impedancia hidrodinamica, lo cual limita el volumen de

muestra a tratar’®.

Una alternativa a este sistema de preconcentracién es el uso de reactores
anudados, propuesta por primera vez por Fang et al.® acoplado a un equipo de
FAAS. Posteriormente Sperling et al.*’ y Yan et al.”" extienden el uso de los
reactores anudados a sistemas de preconcentracién “on-line” acoplados a ETAAS.
Los reactores anudados presentan algunas ventajas frente a las microcolumnas:
se puede introducir una mayor cantidad de muestra, lo que implica una mayor
capacidad de preconcentracion; no es necesario utilizar sustancias adsorbentes
de relleno, reduciendo la impedancia; el tiempo de vida util es mas elevado y

ademas los costes son mas bajos® ** "

A continuacién se describe el procedimiento elegido para la especiacién de As
mediante un sistema FI-ETAAS. El flujo de la muestra se mezcla con los reactivos
para la complejacién de As(lll). El quelato que se forma tras la adicion de APDC a
la muestra en medio acido quedara adherido a las paredes de un reactor anudado
de politetrafluoroetileno (PTFE); mientras que el As(V) sera eliminado, dando lugar
a la separacioén de las dos especies inorganicas de As. EI complejo As-APDC que
queda retenido en el reactor anudado, se eluye posteriormente con una pequefa
cantidad de etanol mediante un flujo de aire segmentado, logrando asi, la
preconcentracion. El volumen de etanol utilizado como eluyente se introduce en el
tubo de grafito pirolitico mediante la conexion de la salida del reactor anudado al
capilar de inyeccion, acoplando el sistema de inyeccion en flujo al equipo de
ETAAS.
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2.2 DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.2.1 Equipamiento

2.2.1.1 Aparatos

Las medidas se han realizado usando un espectrometro Perkin-Elmer Model
4100ZL equipado con una camara de grafito de calentamiento transversal (THGA)
y el automuestreador AS 71. Se han utilizado tubos de grafito pirolitico con
plataforma L’vov. Este equipo ademas dispone de un corrector de fondo Zeeman.
Se ha usado una lampara de descarga de As la cual proporciona una longitud de
onda de 193,7 nm con un ancho de banda espectral de 0,7 nm conectada a una
fuente de alimentacion trabajando a 380 mA. Para la evaluacion de los resultados

se ha empleado la absorbancia integrada durante 5 segundos.

El espectrémetro se ha acoplado al sistema de inyeccion en flujo PerkinElmer
FIAS-400 equipado con 2 bombas peristalticas controladas individualmente y una
valvula de inyeccion estandar de 5 vias. Ambos equipos se controlan desde un
unico ordenador con el software AAWinLab 4.01, funcionando en modo “FIAS-
Furnace”. En la tabla 2 se resumen la secuencia de trabajo del FIAS-400. Ademas
se ha empleado dos valvulas Rheodyne, una de seleccion con 6 entradas y 1
salida y otra de conmutacion de 6 posiciones. Para impulsar la muestra, los
reactivos, el eluyente y el aire se han usado tubos Tygon® (Perkin-Elmer). El bucle
de carga se ha construido con capilar de PTFE de 0,5 mm de diametro interno
variando la longitud (10, 15, 20, 25, o 30 cm) para obtener diferentes volumenes
de eluyente 20, 30, 40, 50, 60 pl etanol. Todas las conexiones estan construidas
con capilar de PTFE de 0,35 mm de diametro interno. Varios reactores anudados
de diferentes longitudes se han hecho con un capilar de PTFE de 0,5 mm de

diametro interno.
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2.2.1.2 Reactivos
« Disolucién patron de As(lll) de 1000 mg I As SpectroSol (BDH, Reino Unido)

« Disolucién patréon de As(V) de 1000 mg I”" As preparada disolviendo Na,HSO,

para analisis (Merck, Alemania) y conservada a 4°C.

« Amonio pirrolindinditiocarbamato (APDC) (Sigma, Alemania). A partir de esta

sal se prepara un disolucion stock del 1% (m/v) APDC y se conserva a 4°C.
o HCI 35% Hiperpur (Panreac, Espania).
e HNO; 69% Hiperpur (Panreac, Espafia).
« Etanol absoluto para analisis (Panreac, Espana)
« NaCl para analisis, (Merck, Alemania),
« MgSO,7H,0, PA-ACS (Panreac, Espana)
« NaHCO; para analisis (Merck, Espana)
« Molibdato amoénico para andlisis (Merck, Alemania)
« Disolucion patrén de 1000 mg I'' Ni SpectroSol (BDH, Reino Unido)
« Disolucion patrén de 1000 mg I"' Zn (Merck, Alemania)

« Disolucion patron de 1000 mg I

(PerkimElmer, USA)

Fe Atomic Spectroscopy Standard

« Disolucion patrén de 1000 mg "'V Certipur (Merck, Alemania)
« Disolucién patrén de 1000 mg I Al (Merck, Alemania)

« Disolucién patrén de 1000 mg I Se (Merck, Alemania)
« Disolucion patrén de 1000 mg I’

(PerkimElmer, USA)

Cu Atomic Spectroscopy Standard

« Disolucion patrén de 1000 mg I'' Sn SpectroSol (BDH, Reino Unido)

« Disolucioén patrén de 1000 mg I Mn (Panreac, Espana)
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« Disolucion patrén de 1000 mg I"' Co (BDH, Reino Unido)

« Disolucioén patrén de 1000 mg I Sb (Baker, USA)

« Disolucioén patrén de 1000 mg I Ag (BDH, Reino Unido)

« Disolucién patron de 1000 mg I Cr CertiPur (Merck, Alemania)

« Disolucion patrén de 1000 mg I’

(PerkimElmer, USA)

Hg Atomic Spectroscopy Standard

« Disolucién patrén de 1000 mg I"cd (Merck, Alemania)

« Disolucion patrén de 1000 mg I"' Pb (Merck, Alemania)

« Disolucion patrén de 1000 mg I"' Ga SpectroSol (BDH, Reino Unido)
¢ Bi(NO3); para analisis (Merck, Alemania).

o Agua ultrapura. Resistividad 18 MQ cm usando el sistema de purificacion de
agua Milli-Q® (Millipore).

-1
|

« IrCl; (Sigma, Alemania). Se prepara una disolucion de 1g para el

recubrimiento del tubo de grafito.

« Argon N50 pureza: 99,999%, empleado como gas de purga y refrigeracion en

el atomizador.

2.2.1.3 Limpieza del material

Todo el material necesario, antes de ser utilizado, fue lavado cuidadosamente con
agua y jabdn, se enjuagan con agua Milli-Q® y se mantienen durante 48 horas en
una disolucion de HNO; al 10%. Posteriormente se vuelve a enjuagar con agua

Milli-Q® y se almacena seco Y listo para su uso en un lugar libre de polvo.

126 Capitulo 3



Desarrollo experimental Agua de mar As(IIT)

2.2.2 Disefio del montaje FI

Teniendo en cuenta los procesos que debe seguir la muestra para la
determinacion selectiva de As(lll), se ha disefiado el circuito del sistema de
inyeccion en flujo basandonos en un trabajo anterior’’. A diferencia del equipo
FIAS empleado en dicho trabajo no disponemos de una valvula de inyeccion de 8
vias. El modelo FIAS-400 (Perkin-Elmer) con el cual trabajaremos esta equipado
con una valvula de inyeccion de 5 vias, la cual resulta insuficiente. Con el fin de
suplir esta carencia se ha colocado una valvula de seleccién en una de las salidas
de la valvula de inyeccion para controlar la entrada al reactor anudado. Aunque la
valvula de seleccion nos resuelva el problema de equipamiento presenta un
inconveniente. Esta valvula no se puede controlar con el mismo software que el
FIAS-400, por lo que debemos cambiarla manualmente; entonces el sistema deja
de ser totalmente automatico y requiere la participacion del analista. Aunque
durante el proceso de optimizacion del método no supone una desventaja utilizar
la valvula de inyeccion de 5 vias; no obstante, para el analisis de un nimero
elevado de muestras recomendamos el uso de la valvula inyeccion de 8 vias, con
la cual el analisis puede ser automatizado. El hecho de usar una u otra véalvula de
inyeccibn no debiera afectar al proceso de separacién y preconcentracion;

simplemente el montaje Fl seria algo diferente.

A continuacion se explican con detalle cada una de las etapas para el montaje del

sistema Fl empleando el equipamiento disponible (Figura 15).

A. Preconcentracién

La bomba peristaltica 1 (B1) se pone en marcha a una velocidad de 60 rpm,
obteniendo un caudal de 5 ml min™ para la muestray el HCl y de 1,5 ml min™ para
el APDC empleando tubos Tygon® de 1,52 y 0,76 mm de diametro interno
respectivamente. En esta etapa la muestra se acidifica con HCI antes de mezclarla
con el agente complejante, APDC, porque la reaccion de complejacion es
favorable en medio acido. Inmediatamente después la mezcla muestra

acidificada/APDC entra en un reactor anudado de 100 cm de longitud, donde el
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As(lll) complejado con el APDC quedara retenido en las paredes de este reactor.

Mientras el As(V) se elimina con el resto de la muestra por el desagle.

B. Limpieza

Después de 1 min se detiene la bomba 1 y se cambia la posicion de la valvula de
seleccion de la posicion 2 a la 3. Se pone en marcha la bomba peristaltica 2 (B2),
con la cual se impulsa la disolucion de lavado durante 10 s a un caudal de 3 ml

min™ utilizando un tubo Tygon® de 1,14 mm de didametro interno.

C. Vaciado
Se detiene momentaneamente la bomba 2 mientras se cambia la posicion de la

valvula de seleccion de la posicidon 3 a la 1. En esta posicidn una corriente de aire,
con un caudal de 3 ml min” aproximadamente, pasa por la valvula de inyeccién en
posiciéon de inyeccion vaciando el reactor anudado y el circuito hasta el extremo
que se inyectara en el interior de tubo de grafito. Durante esta etapa la disolucién

de lavado esta recirculando.

D. Carga del eluyente
Una vez eliminado la disolucion de lavado, el sistema esta preparado para la

elucién del complejo As(lII)-APDC retenido en el reactor anudado. Antes se
cambia la valvula de inyeccion a la posicion de carga manteniendo la valvula de
seleccion en la posicion 1. Aspirando a 35 rpm se carga el pequefio bucle con

etanol, el cual actuara como eluyente.

E. Elucion

El brazo del inyector del equipo ETAAS mueve el capilar hacia el interior del tubo
de grafito. Mientras tanto, la valvula de inyeccion vuelve a la posicion de inyeccién
y el etanol se impulsa lentamente con una corriente de aire con un caudal
aproximado de 1 ml min™. El complejo As(IlII)-APDC retenido en el reactor
anudado se eluye con un pequefio volumen de etanol. Transcurridos 40 s, el
etanol se deposita en el tubo de grafito y el brazo del inyector regresa a su

posicion inicial. Entonces comienza el programa de temperaturas de la cdmara de
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grafito para la deteccion del As presente en el volumen inyectado, correspondiente

al As retenido en el reactor anudado.

Muestra APDC
) HCI .
Oxidante Eta_\pol Desagiie
 J
Bomba 1 Bomba 2
A Ia
K1LL] Aire
¥ Y Disolucién
Lavado
\ 4 Valvula ETAAS
seleccién
A
[ /ILI
N 1 od| o
Microondas Refrigerante

Figura 15. Esquema de montaje del sistema FI-ETAAS para la determinacion selectiva de As(lll) en

agua de mar.

Esta seria la secuencia l6gica del proceso de determinacién selectiva de As(lll),
pero con el fin de acortar el tiempo necesario para cada réplica se ha comenzado
por la etapa “d”, carga de eluyente. De este modo durante la etapa de
preconcentracion, el programa de temperaturas de la camara de grafito esta en

funcionamiento. La duracion de un ciclo completo (Tabla 2) es de 3 min 20 s.

Debe tenerse en cuenta que el valor de As obtenido corresponde siempre a la

réplica anterior.
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Tabla 2. Secuencia del sistema FIAS-400 para la preconcentracion y determinacién de As(lll).

Etapa Tiempo/ Bombeo/ Descripcion
s rpm
| B1 | B2
Bucle 40pl de etanol
Carga etanol 3 0 35 Se introduce el capilar dentro de la camara
» i i Deposita el etanol en el tubo y sale el capilar

Elucion 45 0 20 Se inicia el programa de temperaturas ETAAS

i 5 Reaccion muestra/APDC
Preconcentracion | 120 : 60 | O . .

Circula a través de reactor anudado
Limpieza 10 0 60  Disolucién lavado APDC + HNO;

Preparacion para la siguiente elucion
Vaciado 20 - 0 60

Finaliza el programa de temperaturas ETAAS

2.2.3 Optimizaciéon del programa de temperaturas de la camara de grafito

La optimizacion del programa de temperaturas de la camara de grafito se ha
realizado trabajando Unicamente con el equipo ETAAS de momento el sistema FlI
se mantendra apagado. En primer lugar, se ha chequeado la sensibilidad
inyectando distintos patrones de As preparados en etanol, utilizando el programa
de temperaturas recomendado por el fabricante del equipo ETAAS para la

determinacion de As (Tabla 3).

Los valores de absorbancia obtenidos son menores a lo esperado, probablemente
debido a la pérdida del analito antes de la atomizaciéon provocada por la elevada

volatilidad tanto del As como del etanol.
Esto nos hizo pensar en la necesidad del uso de un modificador de matriz, el cual

permitiria trabajar a temperaturas de mineralizacién mas elevados sin perdida del

analito. Uno de los modificadores de matriz mas adecuados para la determinacién
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de As es el Pd®®. Sin embargo, en este caso no se puede anadir Pd a la muestra

tal y como se ha disefiado el montaje del sistema de inyeccion en flujo.

Tabla 3. Programa de temperaturas de la camara de grafito recomendado por Perkin-Elmer para la

determinacion de As.

Etapa Temperatura / Rampa/ Permanencia / Flujo Ar/
oC s s ml min™
Secado | 110 1 30 250
Secado Il 130 15 30 250
Mineralizacion 1200 10 20 250
Atomizacion 2000 0 5 0
Limpieza 2450 1 3 250

Otra forma de utilizar un modificador de matriz consiste en el recubrimiento del
tubo de grafito. Sin embargo, el recubrimiento con Pd presenta un inconveniente:
la duracion. Se pierde después de varias inyecciones; lo cual supondria estar
recubriendo el tubo constantemente. Otra solucién consiste en el uso de metales

refractarios como iridio, wolframio o zirconio como recubrimiento permanente74'76.

Tabla 4. Programa de temperaturas de la camara de grafito para el recubrimiento con Ir de los tubos de

grafito para la determinacion de As.

Etapa Temperatura / Rampa / Permanencia / Flujo Ar/
°C s s ml min-1
1 150 25 40 250
200 20 30 250
2000 0 5 250

Basandonos en trabajos anteriores realizados en nuestro grupo de investigacic')n77‘
® se ha optado por el recubrimiento con Ir. El tubo de grafito se recubre

inyectando 100 pl de una disoluciéon de 1 g ™ y calentando segun las etapas 1y
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2 del programa dado en la tabla 4. Esta secuencia se repite 4 veces, y para
finalizar se inyecta una vez mas 100 ul de la disolucién de Ir ejecutando el
programa de temperaturas hasta el final. Este tratamiento resulta efectivo a lo

largo del tiempo de vida util del tubo de grafito, al menos 300 ciclos.

Se ha observado una mejora sustancial en la sensibilidad de la determinacion de
As empleando los tubos recubiertos con Ir tal como se ha descrito anteriormente,
por lo tanto ya se puede optimizar el programa de temperaturas de la camara de
grafito. Al revisar la etapa de secado se observa que la disolucion de As en etanol
se seca a temperaturas algo menores a las aconsejadas por el fabricante del
equipo de ETAAS; lo cual tiene sentido por tratarse de una disoluciéon bastante
volatil. Seleccionamos, entonces, 90°C y 120°C como temperaturas de secado

manteniendo los tiempos de rampa y permanencia.

Para la optimizacion de la temperatura de mineralizacion se ha estudiado el
comportamiento de una disolucion de 20 ug I As(lll) preparada en etanol a
distintas temperaturas entre 150°C y 1700°C (Figura 16). El valor de absorbancia
se mantiene practicamente constante hasta 1400°C, sin embargo la forma de la
sefal obtenida a 1200°C es mucho mejor, por ello hemos elegido 1200°C como la

temperatura 6ptima de mineralizacion.
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Figura 16. Curvas de mineralizacion y atomizacion para etanol dopado con de 20 pg I As(Ill).
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Figura 17. Comparacion entre los perfiles de absorbancia obtenidos: A. 1900°C y B. 2100°C.

Estudiando la influencia de la temperatura de atomizacion sobre el perfil de
absorbancia entre 1500°C y 2500°C (Figura 16), se observa una mejora
considerable en la forma del pico a 2100°C (Figura 17). La sefal a esta
temperatura es mucho mas alta y estrecha, a pesar de que el maximo de
absorbancia se alcance a 1900°C. Por lo que se ha seleccionado 2100°C como

temperatura 6ptima de atomizacion.

El programa de temperaturas de la camara de grafito optimizado se resume en la

tabla 5.

Tabla 5. Programa de temperaturas de la camara de grafito para la determinacion de As(lll)

Etapa Temperatura / Rampa/ Permanencia / Flujo Ar/
°Cc s s ml min”
Secado | 90 1 30 250
Secado Il 120 15 30 250
Mineralizacién 1200 10 20 250
Atomizacion 2100 0 5 0
Limpieza 2450 1 3 250
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Una vez finalizada la optimizacién del programa de temperaturas se acopla el

montaje Fl con el equipo ETAAS para trabajar en modo continuo.

2.2.4 Formacion del complejo. Optimizacién

Tomando como referencia el trabajo para la determinacion de Sb(lll) mediante FI-

ETAAS®, las condiciones de partida para la formacion del complejo son:

e 0,02% m/v APDC,
e 0,02% v/v HCI,
+ 0,02% m/v APDC/0,02% v/v HNO3 como disoluciéon de lavado.

2.2.4.1 Efecto de la concentraciéon de HCI

La adicion de HCI resulta necesaria porque, como se ha demostrado, la reaccion

de complejacion con APDC se produce en medio acido y el agua de mar tiene pH

basico, pH 8.
0,16
l Adicion Manual

0,12 -
o
o
&
3 0084
2 As(Ill)
i)
< 0,04 As(V)

0 ”(-X b SRR e S SRS e

Concentraciéon HCI/ M

Figura 18. Optimizacion de la concentracion de HCI para la formacion del complejo As-APDC en agua

de mar sintética. Adicion manual del acido a las muestras.
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Inicialmente para la optimizacién del pH se han afiadido manualmente diferentes
cantidades de acido a las muestras, con el fin de simplificar el montaje Fl mientras
nos familiarizamos con el funcionamiento del sistema. Para ello se han preparado
una serie de disoluciones de agua de mar sintética dopadas con 2 pg I'" As(lll)

variando la concentracién de HCl entre 0y 1 M.

En ausencia de acido y para concentraciones inferiores a 0,005 M HCI (Figura 18),
los valores de absorbancia son practicamente nulos; lo cual implica que el As(lll)
no quedé adherido a las paredes del reactor anudado, posiblemente porque la
formacién del complejo no tuvo lugar. Analizando los resultados de este
experimento las condiciones 6ptimas de acidez para la reaccién de complejaciéon
se dan a pH entorno a 2, correspondiente a la disoluciéon de 0,02 M HCI; porque a
medida que aumentamos la concentracion de HCI por encima de 0,1 M, la sedal
vuelve a disminuir. Esto significa que un exceso de acido perjudica la formacion

del complejo, probablemente debido a una degradacion del APDC en medio acido.

Para comprobar la selectividad del proceso se ha repetido el mismo experimento
con agua de mar dopada con As(V). Independientemente de la acidez de la
muestra la sefal es nula (Figura 18). Entonces se puede afirmar que el APDC
reacciona selectivamente con As(lll) y que unicamente queda retenido en las
paredes del reactor el arsénico complejado y no en forma iénica. Las muestras se
han analizado inmediatamente después de ser preparadas para evitar posibles

cambios en la especiacion.

Después de optimizar las demas variables que afectan a la formacién del complejo
y antes de proceder al estudio de las caracteristicas analiticas; se ha modificado el
montaje Fl para la adicion del HCI automatizada. El acido se bombeo a través de
un capilar del mismo diametro que la muestra para que el caudal sea el mismo; de
manera que la mezcla del &cido y la muestra sea lo mas homogénea posible, la

cual se produce en una interseccién en forma de “T” antes de la adicion del APDC.
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Entonces se ha revisado la optimizacion de la concentracion de HCI adicionada en
modo continuo. En este caso la concentracion éptima, 0,01 M HCI, es ligeramente

inferior a la resultante con la adicién manual del acido (Figura 19).

0,12
Adicion en linea

0,09 -

As(lll)

Absorbancia

Concentraciéon HCI/ M

Figura 19. Optimizacion de la concentracion de HCI para la formacion del complejo As-APDC en agua

de mar sintética. Adicién en linea.

2.2.4.2 Efecto de la cantidad de APDC

Se ha preparado una disolucién del 1% m/v APDC, la cual se mantiene por debajo
de 4°C para su conservacion. Esta disolucion se ha empleado para la preparacion
de varias disoluciones variando la concentracion de APDC entre 0-0,5%. Con
estas disoluciones se ha realizado el estudio de la influencia de la cantidad del
agente complejante sobre la retencion de As en las paredes interiores del reactor
anudado, analizando una muestra de agua de mar sintética dopada con 2 ug I
As(Ill).

La formacion del complejo comienza a ser efectiva por encima de 0,005% m/v
APDC, como se puede comprobar en la figura 20. EI maximo de absorbancia se
alcanza a 0,05%, por lo que se ha seleccionado esta como la cantidad idénea de

agente complejante, APDC.
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Figura 20. Optimizacién de la cantidad de APDC para la formacion del complejo As-APDC en agua de
mar sintética.

2.2.4.3 Efecto de la proporcion de mezcla muestra/APDC

Otro pardmetro a estudiar es la proporcion de mezcla entre la muestra y el agente
complejante que depende de los caudales a los que fluyen la muestra y el APDC.
Utilizando tubos Tygon® de diferentes diametros para impulsar la muestra (Tabla
6) se puede variar su caudal mientras se mantiene constante el caudal del APDC a

3mlmin™.

Tabla 6. Caracteristicas de los tubos Tygon utilizado. Los caudales corresponden a una velocidad de

bombeo de 60 rpm.

Cédigo color Diametro / mm Caudal / ml/min™'
Negro/Negro 0,76 1,5
Rojo/Rojo 1,14 3
Amarillo/Azul 1,52 5
Violeta/Violeta 2,06 10
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Estos ensayos se han realizado empleando una disolucion de agua de mar
sintética dopada con 2 ug I As(lll) y un tiempo de preconcentracion de 1 min. Los
valores de absorbancia maximos se obtienen con el tubo de mayor diametro
interno, 2,06 mm, dando un caudal de 10 ml min™ (Figura 21); lo cual implica que
la capacidad de la retencién del complejo en las paredes del reactor anudado se

mantiene a pesar de un aumento en la cantidad de As que pasa a través de él.

0,3

0,2 4

) I I I
5 B N
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Caudal muestra / ml min™

Absorbancia

Figura 21. Optimizacién del caudal de la muestra para la determinacion selectiva de As(lll) en agua de
mar mediante FI-ETAAS.

Cabe resaltar la mejoria sustancial de la sensibilidad del método; ya que hasta
ahora se ha empleado una muestra de agua de mar sintética dopada con 2 ug I
As(lll) y para continuar con la optimizacion la reduciremos un poco para que los
valores de absorbancia entren dentro de las condiciones de trabajo recomendadas

por el fabricante del equipo ETAAS.
Sin embargo, la eleccion del caudal estara condicionada por el volumen de

muestra consumido, el cual depende tanto del caudal de la muestra como del

tiempo de preconcentracion.
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2.2.4.4 Efecto del tiempo de preconcentracion

A continuacién se ha realizado otra serie de experimentos para los dos tubos de
mayor diametro 1,52 mm y 2,06 mm, variando el tiempo de preconcentracién entre
10 y 120 s, para el andlisis de una disolucién de agua de mar sintética dopada con
0,5 ug I As(lll).

Los resultados representados en la figura 22 confirman que el factor de
preconcentracion depende de la cantidad de muestra que pase a través del
reactor anudado. Se ha obtenido el mismo factor de preconcentracion usando el
tubo Tygon® de 1,52 mm bombeando la muestra durante 60 s y 120 s; y usando el
tubo de 2,06 mm durante 30 s y 60 s, respectivamente; porque entre ellos el

volumen de muestra consumido es equivalente.

Sin embargo con el tubo de 2,06 mm se produce mayor variabilidad en los
resultados, por lo que se ha decidido utilizar el tubo 1,52 mm. Aunque con este
tubo el tiempo de preconcentracion deba ser mayor, 120 s, para obtener el mismo
resultado, esto no repercute en el tiempo total del analisis porque la etapa de
preconcentracion ocurre simultaneamente a la determinacion de la réplica anterior

en el ETAAS. El volumen de muestra consumido por réplica es 10 ml.
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Figura 22. Efecto del tiempo de preconcentracion y eleccién del diametro del tubo para bombear la

muestra en la determinacion selectiva de As(lll) en agua de mar mediante FI-ETAAS.
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2.2.4.5 Eleccion de la disolucién de lavado

Dada la complejidad de la matriz de las muestras de agua de mar resulta
imprescindible la etapa de lavado previa a la elucién con el objetivo de eliminar las
posibles interferencias debidas a las sustancias débilmente adheridas a las
paredes del reactor anudado. Se ha realizado una serie de experimentos variando
el tiempo de lavado entre 5 y 60 s empleando como disoluciones de lavado: agua
MiIIi-Q®; 0,02% v/v HNO3; y una mezcla 0,02% m/v APDC/ 0,02% v/v HNOs.

0,20

0,15 4 MQ
m HNO3 0.02%
0,10 -
m APDC 0.02%+
HNO3 0.02%
0,05
0,00 T T T T
5 10 20 30 60

Tiempo /s

Absorbancia

Figura 23. Estudio de la disolucién de lavado para la determinacion de As(lll) en agua de mar mediante
FI-ETAAS.

Tanto el agua Milli-Q® como el HNO; arrastran el As retenido en las paredes del
reactor si la etapa de lavado supera los 5 s (Figura 23). Y como el tiempo minimo
para que la disolucién de lavado recorra todo el reactor anudado es de 10 s, se
descarta el agua Milli-Q® y el HNO3; como disoluciones de lavado porque
provocarian la pérdida de parte del analito. Este fendmeno probablemente sea
debido a la relativamente débil retencion del complejo por el reactor anudado o a

la baja estabilidad del quelato®.

No obstante, empleando la mezcla APDC/HNO; la sefal disminuye gradualmente

siendo insignificante la diferencia entre las senales de absorbancia a 5 6 10 s. La
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adicion del agente complejante en la disolucién de lavado impide que se produzca
la disociacién del complejo As-APDC y como consecuencia que se libere parte del
As retenido en las paredes del reactor y sea arrastrado junto a las posibles

interferencias hacia el desague.

A continuacién se ha optimizado la cantidad de APDC de la disolucién de lavado
variando la concentracion entre 0-0,1%, manteniendo la concentracion de HNO; al
0,02% (v/v). Los valores de absorbancia obtenidos presentan una variacion
minima (Figura 24), por lo que se ha considerado que la adicion de 0,01% m/v

APDC sera suficiente para evitar la liberacion de As retenido.
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% APDC

Figura 24. Optimizacion de concentracion de APDC en la disolucion de lavado para la determinacién
de As(lll) en agua de mar mediante FI-ETAAS.

2.2.4.6 Efecto de la longitud del reactor anudado y del volumen de elucién

Se ha estudiado el efecto de la longitud del reactor anudado y el volumen de
elucion conjuntamente por estar ambos pardmetros estrechamente relacionados.
Se han construido reactores de diferentes longitudes: 50, 75, 100, 125, 150 y 200
cm, anudando capilares de PTFE de 0,5 mm de diametro interno. Y para cada uno
de los reactores anudados se realizaron distintas pruebas variando los volumenes
de elucién entre 20 y 60 pl de etanol absoluto. El etanol es impulsado por aire

usando un tubo Tygon® de 1,14 mm de diametro interno.
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En el caso del reactor de 200 cm solamente se ha logrado repetibilidad en los
resultados con los volumenes de elucién mayores, 50 6 60 pl. La resistencia que
ofrecen las paredes del reactor provocan la fragmentacion del etanol, por ello
empleando volumenes menores de etanol no llegan al final del circuito en el
tiempo establecido y si lo alcanzan producen salpicaduras dentro del tubo. Por lo
tanto, se ha descartado la combinacion de reactor de 200 cm y los volumenes de
inyeccién 20, 30 6 40 pl por la ineficiencia o la elevada variabilidad en la inyeccion.
Por la misma razén se ha descartado también, el uso de 20 ul de etanol, es un
volumen muy pequefio para recorrer todo el circuito quedando la mayor parte

retenida en las paredes del reactor independientemente de la longitud de este.

"lmrll
lll '
"”,,m’ll)"'l;;lllll((
i 'll

lll

Absorbancia

Figura 25. Relacion entre longitud del reactor anudado y volumen de elucién para la determinacién de
As(Ill) en agua de mar mediante FI-ETAAS.

Como se puede ver en la figura 25, los mejores resultados se han obtenido con el

reactor anudado de 125 cm y 40 pl de volumen de elucion.

Con el fin de mejorar la eficacia de la eluciéon se ha variado la velocidad de
bombeo durante la etapa de elucién. En principio cuanto mas lenta sea la elucion
mayor sera el tiempo de contacto del etanol con el reactor anudado y como
consecuencia, mas efectiva seria la desorcion del complejo As-APDC. A la

velocidad de bombeo minima permitida por el FIAS 400, 20 rpm, se han obtenido
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los valores de absorbancia maximos, y a medida que se aumentan las
revoluciones de la bomba peristaltica la absorbancia disminuye, lo cual confirma la

hipétesis inicial.

Otra manera de aumentar el tiempo de contacto del eluyente en el interior del
reactor anudado consiste en la reduccion del caudal de la corriente de aire con el
que se impulsa el etanol empleando tubos de menor diametro interno. Sin
embargo, a la vista de los resultados descartamos los tubos de diametro inferior,
0,51 mm y 0,76 mm, porque presentan dificultades para impulsar el fragmento de

etanol hasta el interior de la camara de grafito.

En definitiva, se eluira a la menor velocidad permitida, 20 rpm, e impulsando el aire
con el tubo Tygon® de 1,14 mm. En estas condiciones, la etapa de elucion tarda
40 s.

2.2.5 Caracteristicas analiticas

Finalizado la optimizacién de las variables que afectan a la formacion del complejo
y a la eficacia de la preconcentracion, se han estudiado las rectas de calibrado y
adicion; la sensibilidad, la precision, la exactitud, el factor de preconcentracion y la
eficacia de adsorcion del método propuesto. Ademas se ha realizado un estudio

de interferencias.

2.2.5.1 Rectas de calibrado y adicién estdndar

En primer lugar, se han comparado los diferentes modos de calibracion:
1. Calibrado con patrones acuosos
2. Calibrado con patrones preparados en agua de mar sintética

3. Adicién estandar
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4. Adicion estdndar con una muestra dopada con 1 ug I As(V). Esta ultima

se ha realizado como comprobacion de la selectividad del método.

Las concentraciones de As(lll) utilizadas fueron 0; 0,05; 0,1; 0,15 y 0,20 ug " en

todos los casos.

Ya a simple vista, las rectas parecen paralelas (Figura 26), lo cual se confirma al
aplicar un test estadistico, t-Student, para la comparacion de las pendientes. Los
valores obtenidos para “t” indican que no existen diferencias significativas entre
ellas, por lo tanto cualquiera de la rectas seria valida como modo de calibracién.
No obstante nos hemos decantado por la recta de calibrado con agua de mar

sintética por una mayor similitud en la matriz respecto a la muestra.

0,10
Adicion dopada As(V)
© 0,08 - y=0,3319x+0,0109
‘S r=0,999
c
S 0,06 |
S y=0,318x+0,0097
73 r=0,999
g 0,04
7 y=0,3205x +0,0035
0,02 - Calibrado r=0,997
y=0,3259x - 8E-05
r=0,997
0,00 4 T T T T
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Concentracion As(lll) / pg I

Figura 26. Rectas de calibrado y adicién para la determinacion selectiva de As(lIl) en agua de mar
mediante FI-ETAAS.

La adicion de 1ug " de As(V) a una muestra utilizada para la recta de adicion
estandar aparentemente no influye en los resultados (Figura 26), lo que significa
que el método resulta eficaz para la separacion de las especies inorganicas de As.
Mediante el calculo de la recuperacion analitica se confirma esta hipétesis. A

excepcién del nivel de concentracion de 0,05 ug I de As(lll) para el cual el %
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recuperacion roza el minimo aceptable, para los demas niveles la recuperacion es

muy proxima a 100% (Tabla 7).

Tabla 7. Comprobacién de la selectividad en la determinacion selectiva de As(lll) en agua de mar
mediante FI-ETAAS.

Concentracion /

Absorbancia

Concentracion

Recuperacion /

ug I’ calculada / pg I" %

0 0,0104
0,05 0,0282 0,045 90,0
0,10 0,0453 0,098 98,0
0,15 0,0619 0,150 100,0
0,20 0,0776 0,199 99,5
Media 96,9

c 47

Recta calibrado y = 0,3205x + 0,0035

Con el fin de definir el rango de linealidad de la recta de calibrado, se ha ampliado

el rango de concentracién hasta 0,5 ug I As(lll), ya que por encima de esta

concentracion las sefales de absorbancia estarian fuera del intervalo de trabajo

recomendado por el fabricante del equipo de ETAAS.

0,16
o 0121 y =0,2523x + 0,003 A
S r=0,999 o
c
(1]
£ 0,08 - .-
[e]
3
< -+

0,04 -

o
0,00 : . . .
0 0,1 0,2 0,3 0,4

Concentracion As(lll) / pg I”"

0,5

Figura 27. Rango de linealidad para la determinacion de As(lll) en agua de mar.
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Los valores obtenidos se ajustan perfectamente a una recta con un coeficiente de
regresion, r, muy bueno (Figura 27). Por lo tanto, el método mantiene un

comportamiento lineal de 0 a 0,5 ug I de As(lIl).

2.2.5.2 Sensibilidad

La sensibilidad se expresa mediante: el limite de deteccién, LOD, el limite de
cuantificacion, LOQ y la masa caracteristica. El calculo de estos parametros se ha

realizado empleando las ecuaciones detalladas anteriormente.

Los valores obtenidos tras el analisis de 11 réplicas consecutivas del blanco son: 8
ng I para el LOD y 23 ng I" para el LOQ. Como muestran estos valores, el método
propuesto presenta mayor sensibilidad en comparacion con otros métodos
similares usando ICP-MS* o HG-AFS* para la deteccién cuyos limites de

deteccion son 0,021 ug I'1y 0,023 pg I respectivamente.
Otra forma de expresar la sensibilidad es la masa caracteristica. Para el calculo de

esta se ha analizado una muestra dopada con diferentes niveles de concentracion

de As(lll) (Tabla 8), resultando una masa caracteristica media de 0,5 + 0,0 pg.

Tabla 8. Calculo de la masa caracteristica para la determinacién de As(lll) en agua de mar.

Concentraciéon/ Absorbancia Masa caracteristica/
pg I Py
0 0,0104

0,05 0,0280 0,5

0,10 0,0449 0,5

0,15 0,0596 0,5

0,20 0,0776 0,5
Media 0,5

o 0,0
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Finalizado el estudio de la sensibilidad se puede afirmar que el método
desarrollado es muy sensible, mejorando sustancialmente la sensibilidad que se

obtendria en el ETAAS sin el sistema de preconcentracion.

2.2.5.3 Precision

La precision del método se ha estudiado Unicamente mediante la repetibilidad,
dada la inexistencia del tratamiento de la muestra no es necesario el estudio de la

reproducibilidad.

La repetibilidad del método viene dada por el coeficiente de variacién obtenido de
11 medidas consecutivas de la misma muestra dopada con 0,1 ug I As(lll). En

este caso el coeficiente de variacion, es 4,5% (Tabla 9).

Si se tiene en cuenta la complejidad del proceso: formacion del complejo As-
APDC, eficacia de la adsorcién en las paredes del reactor anudado, etapa de
lavado, elucién con etanol e inyeccion en la camara de grafito y todo esto,
trabajando con un sistema de inyeccion en flujo donde interviene ademas, la
regularidad en el bombeo de las bombas peristalticas, se comprende este
coeficiente de variacion ligeramente elevado. A pesar de ello, el método es
reproducible ya que se admiten valores hasta el 10% para el coeficiente de

variacion.

Tabla 9. Repetibilidad para la determinacion de As(lll) en agua de mar mediante FI-ETAAS.

Absorbancia

0,0293 0,0260 0,0295 0,0279 Media 0,0284
0,0289 10,0298 0,0288 0,0270 c 0,001
0,0295 0,0289 0,0267 % CV 4,5
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2.2.5.4 Exactitud

Todavia no se dispone de material de referencia certificado de agua de mar para
As(lll); unicamente existen materiales de referencia con valores certificados del
contenido total de As inorganico. Entonces se ha calculado la recuperacion
analitica como modo alternativo para evaluar la exactitud del método. Se han
realizado una recta de calibrado y otra de adicidon estandar para calcular el
porcentaje de recuperacion, el cual expresa la relacién entre la concentracién

calculada y la concentracion afiadida.

En la tabla 10 se resumen los valores obtenidos, dando una recuperacién analitica
media de 97,8 + 2,6%. Este valor esta dentro del rango de 100 + 10%,

considerado como aceptable.

Tabla 10. Caélculo de la recuperacién analitica para la determinacién selectiva de As(lll) en agua de
mar mediante FI-ETAAS.

Concentracion / Absorbancia Concentracion Recuperacion /

pg I’ calculada / pg I %
0 00117

0,05 0,0301 0,047 94,0

0,10 0,0432 0,098 98,0

0,15 0,0569 0,150 100,0

0,20 0,0695 0,198 99,0

Media 97,8
c 2,6

Recta calibrado y = 0,2606x + 0,0061

2.2.5.5 Factor de preconcentracion y eficacia de adsorcién

Se ha tomado como referencia la definicién de factor de enriquecimiento y los

modos de calcularlo propuestos por Fang en su libro “Flow Injection Separation
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and Preconcentration” ?'. En primer lugar se ha calculado el factor de
preconcentracion comparando las concentraciones con las que se obtiene el
mismo valor de absorbancia inyectando directamente en la camara de grafito 40 pl
de etanol dopado y de una disolucién sometida a la etapa de preconcentracion.

Esta relacién de concentraciones da un factor de preconcentracion de 40.

Sin embargo, esta forma de calculo puede ser en algunos casos imprecisa, por lo
que Fang21 recomienda la comparacion de las pendientes de las rectas de
calibrado sin y con preconcentracion. Se preparan varias disoluciones de etanol
dopadas con diferentes concentraciones entre 0y 20 ug I As(lll) y las analizamos
inyectandolas directamente en la camara de grafito. A continuacion, se preparan
varias disoluciones de agua de mar sintética dopadas a diferentes niveles de
concentracion entre 0 y 0,4 ug I As(lll) y se analizan empleando el método

propuesto. Las ecuaciones de las rectas de calibracién fueron:

Directo.......cooveviiiiii, y =0,0055 x +0,0016 r=0,999
Con preconcentracion............ y =0,2400 x +0,0031 r=0,999

La relacion entre pendientes nos da el factor de preconcentracién, que en este

caso es 44.

La eficacia de la adsorcion se ha calculado comparando el factor de
preconcentracion obtenido con el tedrico. En el método propuesto se consumen 10
ml de muestra que posteriormente se eluye con 40 ul de etanol. Considerando la
relacién de volumenes, el factor de enriquecimiento tedrico deberia ser 250. Y
como el factor de enriquecimiento calculado es 44, se ha obtenido una eficacia de

adsorcion del 17,4%.
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2.2.5.6 Interferencias

Para finalizar la caracterizaciéon del método se ha realizado un estudio de
interferencias, considerando todos los elementos que se encuentren
habitualmente en el agua de mar, capaces de competir con As(lll) en la reaccion
de formacion del complejo con APDC. Dada la complejidad de la matriz salina
existen bastantes posibles competidores: Mo, Ni, Zn, Fe, V, Al, Se, Cu, Sn, Mn,
Co, Sb, Ag, Cr, Hg, Cd, Pb, Ga y Bi.

Se han preparado una serie de disoluciones de agua de mar sintética dopada con
0,2 ug I As(lll) y con cada uno de los posibles competidores a diferentes niveles
de concentracion partiendo de la concentracion habitual en agua de mar’®. Los

resultados obtenidos se detallan en la tabla 11

Un i6n es considerado como interferencia cuando provoca un cambio en la
respuesta analitica de +10% respecto a la ausencia de dicho ion, la cual
corresponde al 100% de recuperaciéon. Solamente, se ha encontrado una posible
interferencia de Fe(ll) para un nivel de concentracion (4 ug I'1) ligeramente superior
al normal en agua de mar (3,4 ug I'1). Los demas iones producen interferencia a
niveles entre 15 y 100 veces superiores a la concentracién normal en agua de
mar. En concreto, los elementos y las condiciones en las que aparecen
interferencias son: 100 ug I" de Ni(ll) y Cu(ll); y 10 pg I Co(ll), Sb(lll) y Cr(VI).
Estas concentraciones superan en un factor de 15, 26, 30, 50 y 111 para Ni, Co,

Sb, Cry Cu, respectivamente.

Ademas se ha incluido en el estudio el As(V), para comprobar la eficacia de la
separacion de As(lll) mediante la formacion del complejo y la retencién en el
interior del reactor anudado. Cuando se afaden 100 ug I As(V) a la disolucion de
agua de mar sintética con 0,2 ug I As(Ill) se produce una desviacion positiva,+
66%, en la concentracion de As(lll). Sin embargo, la concentracion total en agua
de mar no contaminada es del orden de 2 ug " As, por lo que la interferencia

aparece a una concentracion 39 veces superior.
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Tabla 11. Efecto de los iones potencialmente interferentes en la determinacion selectiva de 0,2 ug I’
As(Ill) mediante FI-ETAAS.

lon SW:/ Conc:1/ Recup./ lon SW’_‘1/ Con(_:1./ Recup./
Mg | Mg |l % g | g | %
Mo(Vl) 10 1 1064 Mn(l) 040 0,4 96,1
10 104,0 1 107,7
100  107,2 10 110,1
Ni(ll) 6,60 7 1057 Co(l) 039 04 97,5
10 1035 1 102,9
100 1134 10 74,4
zn(l) 5,00 5 1039 Sb(l) 033 04 99,4
10 99,6 1 97,3
100 1102 10 89,0
Fe(l) 3,40 4 1111 Agl) 028 03 99,8
10 1130 1 102,4
100 1192 10 98,3
As(V) 26 3 98,1 Crvl) 020 02 99,4
10 947 1 102,2
100 1659 10 113,9
V(V) 1,90 2 95,1 Hg(l) 0,15 0,2 96,7
10 96,0 1 105,2
100 1100 10 105,4
Al) 1,00 1 98,9 cdiy 011 0,15 96,7
10 1017 1 99,9
100 97,5 10 106,5
Se(lV) 0,90 1 94,2 Pb(l) 0,03 0,03 91,0
10 103,0 0,1 915
100 1085 1 92,8
cu(l) 0,90 1 1006 Ga(ll) 0,03 0,03 101,6
10 91,0 0,1 101,7
100 68,6 1 101,3
sn(l) 0,80 08 1017 Bi(ll) 0,02 0,02 96,6
5 1073 0,1 105,4
10 1072 1 107,3

*SW Concentracion total del elemento habitual en agua de mar tomados de Turekian’®
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2.2.6 Método propuesto

Esta parte de la tesis ha sido publicada en la revista JAAS®. El articulo se puede

consultar en el anexo.

En la siguiente tabla 12 se detalla el programa del sistema FI empleado para la
determinacion selectiva de As(lll) en agua de mar mediante un sistema FI-ETAAS
usando reactores anudados y la formacion del quelato con APDC para la

preconcentracion.

El tiempo que tarda el tratamiento de la muestra mediante el sistema de inyeccion
en flujo es de 3 min y 18 segundos. Al finalizar la etapa de elucién se pone en

funcionamiento el programa de la camara de grafito para la deteccién del analito.

El programa de temperatura de la camara de grafito optimizado para la
determinacion de As(lll) eluido con 40 ul de etanol se resume en la tabla 5. Dado
que el tiempo necesario para la deteccién, 1 min y 55 s, es menor que la suma de
las etapas 3, 4 y 5 del programa del FIAS-400, el tiempo total de analisis por

réplica equivale a la duracion del pretratamiento de la muestra, 3 miny 18 s.

Tabla 12. Programa del FIAS-400 para la determinacion selectiva de As(lll) mediante un sistema
FI-ETAAS en agua de mar.

Tiempo/ Bomba1/ Bomba2/ Valvula Valvula
Etapa s rpm rpm Inyecion seleccion
Carga Inyecion
1. Carga Etanol 3 0 35 1
2. Elucion 45 0 20 1
3. Preconcentracion 120 60 0 2
4. Lavado 10 60 0 3
5. Vaciado con aire 20 0 60 1
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Las concentraciones optimizadas de cada uno de los reactivos utilizados, asi como

el consumo de cada uno de ellos se resumen en la tabla 13.

Tabla 13. Concentraciones optimizadas, caudales y consumo de los reactivos usados en la

determinacion selectiva de As(lll) mediante un sistema FI-ETAAS en agua de mar.

. ‘. Caudal / Consumo /
Reactivo Concentracion PR
ml min ml
Muestra = - 5 10
HCI 0,01 M 5 10
APDC 0,05 % (m/v) 1,5 3
Disol. Lavado ~ APPC 0.01% (m/v) 3 0,5
HNO3 0,02% (v/v)
Aire e 1 Elucién L
3 Vaciado
Etanol Absoluto - 40 pl

2.3 APLICACION

Este método propuesto para la determinacion selectiva de As(lll) en agua de mar
mediante FI-ETAAS, se ha utilizado para realizar un estudio de la distribucién de
As en la Ria da Arousa. Posteriormente se dedica un capitulo a la especiaciéon de

As y Cr en esta ria, donde se expondran los resultados obtenidos.
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3 Determinacion de As total en muestras de agua de mar
mediante FI-ETAAS

3.1 INTRODUCCION

El siguiente objetivo consiste en adaptar el método de preconcentracion
desarrollado anteriormente usando reactores anudados para la determinacién de
As total.

La retencion del As en las paredes del reactor anudado sucede si el metal se
encuentra como quelato y no en forma idénica, como se ha demostrado en el
capitulo anterior. Dado que el agente complejante seleccionado, APDC; reacciona
selectivamente con la especie trivalente, la determinacion de As total requiere una

etapa de prerreduccion para transformar todo el As(V) a As(lll).

3.1.1 Pre-reduccion

Dado que se pretende realizar el pretratamiento de la muestra “on-line” debemos
encontrar el reductor idéneo, con el cual se obtenga la transformacion de As(V) a
As(lll) lo mas rapido posible, casi inmediatamente. Para ello, se ha realizado una
revision bibliogréafica centrada en los trabajos que utilizan un sistema de inyeccion

en flujo.

Sperling et al.” proponen la mezcla reductora Kl/Na,S,0,/Na,SO3/HCI para la
especiacion de As en muestras de agua usando un sistema de inyeccién en flujo
acoplado a un equipo ETAAS. El método se basa en la preconcentracion y
separacion mediante la extracciéon en fase solida empleando una columna C,g de
fase reversa y el dietilditiocarbamato sédico (NaDDTC) como agente quelatante. A
pesar de su eficacia y rapidez, esta disolucion reductora presenta problemas por la

inestabilidad de los tiosulfatos en medio acido. La descomposiciéon de los
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tiosulfatos podria derivar en la formaciéon de precipitados; y como consecuencia

riesgo de obstruccién de los conductos.

La tiourea se ha empleado con éxito para la determinacién conjunta de As, Sb y

Se en muestras de agua mediante HG-ICP-MS®" #.

El selenio presenta un
comportamiento diferente a las otras dos especies, en presencia de ioduro o L-
cisteina, el Se(lV) se transforma en Se elemental, el cual no forma hidruro. Sin
embargo, con la tiourea esta reacciébn es mucho mas lenta permitiendo la
determinacion multielemental de As, Sb y Se.

El ioduro se ha utilizado como Nal® ¢ KI¥*¥

, ambos estabilizados con acido
ascorbico. Sin embargo, la reduccidon con Kl requiere un calentamiento a
temperatura elevada o condiciones relativamente acidas tanto para la muestra
como para la disolucién reductora para garantizar una reduccion eficaz del As(V)%.
En estas condiciones se podria generar niveles considerables de I, lo cual es
especialmente desfavorable cuando se emplea la generacion de hidruros o la AAS

para la determinacién del As®.

En varios trabajos se ha comparado la eficacia del Kl/acido ascérbico y de la L-

cisteina® 8% %

para la reduccion de As(V) en técnicas con generacion de hidruros
acoplados a equipos de espectroscopia de absorcion atémica (HG-AAS). Todos
ellos coinciden en la eleccibn de la L-cisteina como mejor reductor
fundamentalmente porque la reduccion con Kl es mas lenta. Ademas

la L-cisteina presenta otras ventajas como la reduccién en condiciones menos
acidas; reduce las posibles interferencias de los metales de transicion en la

9198 Esta Gltima se debe a una cinética

generacion del hidruro y mayor sensibilidad
muy favorable y menor dilucién en la fase gaseosa porque se forma menor

cantidad de H; gas.

Se ha demostrado ampliamente la eficacia de la L-cisteina en métodos que se

basan en la generacion de hidruros para la especiacién del As, tanto de las
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especies inorganicas™ *°, As(lll) y As(V), como organicas®™ ** % acido

monometilarsoniato, MMA, acido dimetilarsinato, DMA y arsenobetaina, AsB.
Ademas de pre-reductor, la L-cisteina actia como tampdn acido-base, agente
complejante del NaBH,, incrementando su eficacia, y enmascarando las posibles

interferencias.

Restringiendo la busqueda a los trabajos que hallan empleado la formacién de un
complejo para la especiacion de As se ha encontrado varias propuestas que se

resumen a continuacion.

En 1981, Subramanian et al®®. describe un método para la especiacion de As, Sby
Se, basado la extracciéon con MIBK de los complejos formados con APDC y
posterior determinacion en ETAAS. La determinacion de la concentracién total se
realiza tras la reduccién de las muestras con la mezcla Na,S,05/HCI. El principal

inconveniente de este método es que se trabaja en modo discontinuo.

La primera referencia encontrada que realiza la especiacion de As “on-line”
usando la extraccion en fase sélida mediante la formacién de un quelato es el
trabajo publicado por Sperling et al.”2, mencionado anteriormente. El agente
complejante utilizado es el NaDDTC y como reductor la mezcla
KI/NayS,0,/Na,SO3/HCI.

De entre todos los articulos revisados, se han encontrado un par de ellos en los
que emplean reactores anudados y el APDC para la separacion vy
preconcentracion del As(ll); pero usan detectores diferentes ICPMS* y HG-AFS™.
En ambos casos utilizan la L-cisteina como prerreductor para la determinacion de
As total, aunque la reduccion de la muestra se realiza en modo discontinuo. En
nuestro caso el objetivo consiste en evitar el pretratamiento de la muestra por lo
que se busca el modo de realizar la reduccién “on-line” con la ayuda de un
microondas focalizado. Esta es la principal aportaciéon del método desarrollado en

este proyecto, junto a la aplicacién a muestras de agua de mar.
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3.1.2 Microondas focalizado

La digestion de la muestra es uno de los pretratamientos habituales para la
determinacién mediante AAS. Uno de los métodos facilmente adaptable a un
sistema Fl consiste en la exposicion de la muestra a una fuente de calor. La
incorporacion de un microondas en los sistemas FI permite la digestién “on-line” de
la muestra resultando mas eficaz que la digestion en modo discontinuo. Las

ventajas que presenta frente este ultimo son?":
= Posible automatizacion del tratamiento de la muestra.
= Reduccién del tiempo de digestion.

= Evita problemas asociados a la manipulacion como contaminacion;

peligrosidad de los reactivos empleados o la reproducibilidad.
= Menor volumen de muestra y reactivos consumido

= Aplicable a diferentes tipos de muestra.

Por contra, puede producir algunos problemas vinculados a las caracteristicas de
los sistemas Fl como: la destruccion incompleta de la muestra debido a un tiempo
de exposicion demasiado corto; la formacién de gases y, como consecuencia, las
posibles sobrepresiones al trabajar en un sistema cerrado.

% 2" han realizado varias revisiones bibliograficas sobre el

Burguera et al.
tratamiento de la muestra en sistemas FI-ETAAS, en las cuales se puede
encontrar un resumen los trabajos publicados donde se emplea la digestion en
microondas “on-line”. Esta técnica ha sido aplicada a muestras muy diversas:
agua, marisco, sedimento marino, orina, sangre, suero, tejido adiposo y jabones.
De entre todas las aplicaciones cabe destacar la determinacién de Co en sangre
realizado “in vivo”, es decir, la muestra es bombeada directamente del brazo del
paciente. Ademas de las ventajas de los sistemas FI-ETAAS, se evita la posible
alteracién o contaminacion de la muestra entre la toma y el analisis por contacto

con el entorno®.
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El acoplamiento de un horno microondas a un sistema Fl, no solamente puede ser
empleado para la digestion de la muestra sino también para ayudar en algunos
procesos analiticos. Un ejemplo de otras aplicaciones es la aceleracion de

reacciones de oxidacion o reduccion que se expondra en este trabajo.

Se ha utilizado un microondas focalizado Prolabo MX 350 (Figura 28), en cuyo
interior se coloca un reactor de 10 m, formado por un capilar de PTFE anudado, a
través del cual fluye la muestra. Ademas cuenta con un refrigerador formado por
una camisa cilindrica por donde circula una corriente de agua fria y en su interior
un capilar de PTFE enrollado unido a la salida del microondas. El enfriamiento de
la muestra resulta fundamental para evitar problemas en las reacciones
posteriores a las que se sometera la muestra, asi como para evitar los problemas

de sobrepresion mencionados anteriormente.

Figura 28. Microondas focalizado Prolabo MX 350
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3.2 DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.2.1 Equipamiento

3.2.1.1 Aparatos

Las medidas se han realizado usando un espectrometro Perkin-Elmer Model
4100ZL equipado con una camara de grafito de calentamiento transversal (THGA)
y el automuestreador AS 71. Se han utilizado tubos de grafito pirolitico con
plataforma L’vov. Este equipo ademas dispone de un corrector de fondo Zeeman.
Se ha usado una lampara de descarga de As la cual proporciona una longitud de
onda de 193,7 nm con un ancho de banda espectral de 0,7 nm conectada a una
fuente de alimentacion trabajando a 380 mA. Para la evaluacion de los resultados

se ha empleado la absorbancia integrada durante 5 segundos.

El espectrémetro se ha acoplado al sistema de inyeccion en flujo PerkinElmer
FIAS-400 equipado con 2 bombas peristalticas controladas individualmente y una
valvula de inyeccion estandar de 5 vias. Ambos equipos se controlan desde un
unico ordenador con el software AAWinLab 4.01, funcionando en modo “FIAS-
Furnace”. Ademas se ha empleado dos valvulas Rheodyne, una de seleccion con
6 entradas y 1 salida y otra de conmutacién de 6 posiciones. Para impulsar la
muestra, los reactivos, el eluyente y el aire se han usado tubos Tygon® (Perkin-
Elmer). El bucle de carga se ha construido con un capilar de PTFE de 0,5 mm de
diametro interno variando la longitud (10, 15, 20, 25, o 30 cm) para obtener
diferentes volumenes de eluyente 20, 30, 40, 50, 60 pl etanol. Todas las
conexiones estan construidas con capilar de PTFE de 0,35 mm de diametro
interno. Varios reactores anudados de diferentes longitudes se han hecho con un

capilar de PTFE de 0,5 mm de diametro interno.

La reduccién se acelera con la ayuda de un microondas focalizado Prolabo MX-
350, acoplado al sistema FIAS-400.
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3.2.1.2 Reactivos
« Disolucion patron de As(lll) de 1000 mg " As SpectroSol (BDH, Reino Unido)

« Disolucion patron de As(V) de 1000 mg I As. Preparada disolviendo Na,HSO,

para analisis (Merck, Alemania) y conservada a 4°C.

« Amonio pirrolindinditiocarbamato (APDC) (Sigma, Alemania). A partir de esta

sal se prepara un disolucion stock del 1% (m/v) APDC y se conserva a 4°C.
o HCI 35% Hiperpur (Panreac, Espafa).
e HNOj3; 69% Hiperpur (Panreac, Espafia).
« Etanol absoluto para analisis (Panreac, Espana)
« NaCl para analisis, (Merck, Alemania),
e MgSO,7H,0, PA-ACS (Panreac, Espana)
« NaHCO; para andlisis (Merck, Espana)
« Tiourea para andlisis (Merck, Espana)
o L-cisteina (Fluka, Espafia)
o Agua ultrapura. Resistividad 18 MQ cm usando el sistema Milli-Q® (Millipore).

o IrCl; (Sigma, Alemania). Se prepara una disolucion de 1g I para el

recubrimiento del tubo de grafito.

« Argén N50 pureza: 99,999%, empleado como gas de purga y refrigeracion en

el atomizador.

3.2.1.3 Limpieza del material

Todo el material necesario, antes de ser utilizado, fue lavado cuidadosamente con
agua y jabdn, se enjuagan con agua Milli-Q® y se mantienen durante 48 horas en
una disolucién de HNO; al 10%. Posteriormente se vuelve a enjuagar con agua

Milli-Q® y se almacena seco y listo para su uso en un lugar libre de polvo.
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3.2.2 Modificacion del esquema FI

Esta etapa se realizara también en modo continuo acoplando al sistema FI-ETAAS
un microondas focalizado para acelerar la reaccion (Figura 29). La mezcla de la
muestra y el reductor se calienta mientras circula a través de un reactor colocado
en el interior del microondas. En esta primera parte del montaje tiene lugar la
reduccion del As(V). A la salida del microondas la muestra reducida se enfria en el
refrigerador, antes de acidificarla, anadir el APDC y seguir los mismos pasos que

el método propuesto anteriormente para la determinacion selectiva de As(lll).

Muestra APDC
HCI )
Reductor Etanol Desaglie
Bomba 1 Bomba 2
Ta
A 4
Vélvula
FIAS "
KL Aire
9 Disolucién
Lavado
4 Vélvula ETAAS
seleccion
A
é - d/ﬁ = Reactor
. 1 @ G anudado
Microondas Refrigerante

Figura 29. Esquema de montaje del sistema FI-ETAAS para la determinacién de As total en agua de

mar.
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3.2.3 Eleccion del reductor. Ensayos preliminares

3.2.3.1 Tiourea

En primer lugar se realizaron unos ensayos sin modificar el montaje FI-ETAAS con
una disolucién de agua de mar sintética dopada con 0,2 ug I As(V) a la cual se le
afiade un pequefio volumen determinado de unas disoluciones concentradas de
tiourea y HCI, de modo que la concentracion final en la muestra sea tiourea 0,5 M
y HCI 0,12 M. Se ha tomado como referencia el trabajo propuesto por Bowman®
para fijar las concentraciones de partida de tiourea y HCI. Para estudiar la
evolucién de la reduccién a lo largo del tiempo se ha analizado varias veces a lo
largo de 3 horas esta disolucién colocada a la entrada de la linea de muestra. Se
repite el mismo ensayo con un blanco, es decir, una disolucién similar a la anterior

sin dopar con As(V).

0,16
-g 0,12
§ Agua mar dopada
S
@ 0,08 -
)
<

0,04 Blanco —

Milli-Q
0 T r r
0 50 100 150 200

Tiempo / min

Figura 30. Ensayos preliminares de tiourea como reductor para la determinacion de As total mediante
FI-ETAAS.

Los resultados muestran un incremento de la sefal de absorbancia a medida que
transcurre el tiempo desde el momento de la preparacion de las disoluciones
(Figura 30). En principio podriamos suponer que este incremento esta ligado a la
reduccion progresiva del As(V) afiadido. Sin embargo, resulta extrafio que la sefial

del blanco también aumente con el tiempo. ;Podria ser que el agua de mar
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sintética contenga trazas de As(V)?. Para resolver esta duda se ha repetido el
mismo ensayo con agua Milli-Q®. Tal como se puede comprobar en la figura 30, el
agua Milli-Q® presenta la misma tendencia que el blanco. Podemos descartar
entonces, la existencia de trazas de As en el agua de mar sintética, pero seguimos

sin poder justificar los resultados obtenidos.

Nos planteamos la posibilidad de una posible contaminacion del circuito FI-ETAAS
provocada por la tiourea, por lo se ha decidido aumentar el tiempo de la etapa de
lavado. Se ha preparado una nueva disolucién de agua de mar sintética dopada
con menor concentracion de As(V), 0,1 ug I y la misma concentracién de
reductor, tiourea 0,5 M y HCI 0,12 M. Con el fin de minimizar el efecto de la
diferencia de tiempo entre las medidas consecutivas, se ha comenzado a analizar
la muestra 2 horas después de su preparacién. A pesar de ello se observa un
incremento paulatino en la absorbancia desde la primera hasta la ultima inyeccién
transcurriendo 45 min (Figura 31). El incremento de la duracion de la etapa de
lavado no supone aparentemente una mejora, aunque quizas esté enmascarada
por el aumento de la sefial con el tiempo. De todos modos se ha decido volver a

trabajar con 10 s de lavado.

0,16

0,12 4
0,08 4
0,04 -
0 r r T
10 20 30 60

Tiempo lavado / s

Absorbancia

Figura 31. Estudio de la etapa de lavado en los ensayos preliminares con tiourea para la determinacion
de As total mediante FI-ETAAS.
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Aunque todavia no se ha podido justificar el incremento de la sefial con el tiempo,
se realizan las modificaciones necesarias en el montaje FI-ETAAS (Figura 29)
para comprobar si la reduccion de As(V) se produce trabajando en continuo. La
mezcla reductora, tiourea/HCl sera impulsada por la linea que anteriormente
ocupaba el HCI de tal modo que la muestra y el reductor confluyen en una
interseccion en forma de “T”. La mezcla se introducira en el interior del microondas
focalizado, donde esté colocado un reactor de mezcla de 10 m de longitud, el cual
recorreran la mezcla de muestra/reductor. Aqui, tendra lugar la reaccion de
reduccion del As(V) acelerada por el aumento de temperatura. A la salida del
microondas la muestra se enfriara pasando por el interior de un refrigerador y a
partir de este punto el sistema FlI se mantiene como el utilizado en el método

propuesto anteriormente para la determinacién selectiva de As(lll).

La duracién de la etapa de preconcentracion establecida en el método anterior es
de 2 min. Ahora con la modificacion del sistema FI-ETAAS para la determinacion

de As total se debe tener en cuenta:

v' realmente durante este tiempo se produce la reduccion del As(V) y la
preconcentracion del As total presente en la muestra, aunque nos sigamos

refiriendo a esta como etapa de preconcentracion, y

v' el tiempo que tarda la muestra en recorrer la ampliacion del circuito. Con una
velocidad de bombeo de 60 rpm la muestra necesita 1 min para llegar hasta
la interseccién con el APDC, pasando por el interior del microondas

focalizado y el refrigerador.

Antes comenzar a realizar los experimentos en modo continuo, se ha chequeado
la sefal debida a cada uno de los reactivos manteniendo el microondas apagado.
Primero sélo con agua Milli-Q® para asegurarnos de la limpieza de todo el circuito.
Una vez que la sefal producida por el agua Milli-Q®, es minima, incluimos el
APDC, la disoluciéon de lavado, agua de mar sintética. A continuacion, se ha

comprobado la sensibilidad con un patrén de 0,2 ug I As(lll), obteniendo un valor
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similar a la absorbancia correspondiente al mismo patrén antes de la modificacion
del sistema FI. Una vez que se ha confirmado el perfecto funcionamiento del

sistema, se introduce la tiourea, obteniendo una senal muy préxima a cero.

Entonces se enciende el microondas a un 30% de potencia unicamente durante
los primeros 95 s porque manteniendo encendido el microondas los 120 s que
dura la etapa de preconcentracién, se forman muchas burbujas, lo cual implica

problemas de reproducibilidad.

Se han preparado varias disoluciones reductoras variando la concentracién de
tiourea entre 0,1 y 0,5 M y manteniendo la concentracion de HCI 0,12 M. Los
valores de absorbancia correspondientes a los blancos son elevados; similares a
los valores obtenidos al sustituir el agua Milli-Q® de la linea de muestra por un
patron de 0,2 ug I'" As(V).

Llegados a este punto se ha decidido descartar la tiourea como reductor dado a un

comportamiento impredecible.

3.2.3.2 L-cisteina

Uno de los reductores mas empleado en la bibliografia consultada es la L-cisteina.
Tomando como referencia el trabajo publicado por Yan et al.* se ha preparado
una disolucién de L-cisteina del 1% (m/v) disolviendo 1 g de reactivo en 10 ml de
HCI 1 M y completando hasta 100 ml con agua Milli-Q®. La adicion de HCI es
imprescindible para la disolucién de L-cisteina; y preferiblemente debe afiadirse en

el orden indicado, primero disolver con el acido y luego diluir con el agua Milli-Q®.

Se ha realizado un primer ensayo con esta disolucion reductora comparando la
sefal del blanco con la sefial de un patrén de 0,2 pg I As(V) preparado en agua
de mar sintética. Los valores obtenidos muestran indicios de que la reduccion tiene

lugar, por lo que comenzaremos con la optimizacion.
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3.2.4 Optimizacion de la etapa de reduccion

Unicamente se han optimizado los parametros relacionados con la etapa de
reduccion, la cantidad de L-cisteina y la potencia del microondas focalizado. Se
mantienen las demas condiciones de trabajo del método propuesto anteriormente

para la determinacion de As(lll) en agua de mar.

3.2.4.1 Concentracioén de L-cisteina

Para el estudio de la concentracion de L-cisteina se ha empleado una disolucion
patrén de 0,2 ug I As(V) preparada en agua de mar sintética y se activa el
microondas al 30% de la potencia. Se han preparado varias disoluciones variando
la concentracion de L-cisteina entre 0 y 1% (m/v), para lo cual se pesan diferentes
cantidades de L-cisteina que se disuelven en 5 ml de HCI 1 M y luego se diluyen

hasta alcanzar 50 ml.

Los resultados muestran un aumento progresivo de la sefial hasta el 0,25%;
manteniéndose practicamente constante entre 0,25% y 0,5% y una disminucion
para concentraciones mayores al 0,5% (Figura 32). Los valores obtenidos para
concentraciones por debajo del 0,1% indican que la cantidad de L-cisteina afiadida

no es suficiente para que se produzca la reduccion de los 0,2 pg I As(V).

0,08
£ 0,06
|
£
o 0,04
(7]
< As(V) |

0,02

0 T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

% L-Cisteina

Figura 32. Optimizacion de la concentracion de L-cisteina para la determinacion de As total en agua de
mar mediante FI-ETAAS.
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Dentro del rango 6ptimo de concentracion de L-cisteina, 0,25%-0,5%, se ha
seleccionado la disolucion de menor concentraciéon como disolucion reductora,
0,25% (m/v) L-cisteina/ 0,1 M HCI. Esta eleccion se ha realizado en base a

minimizar el consumo de reactivo.

3.2.4.2 Efecto de la potencia del microondas focalizado

El software utilizado permite controlar el tiempo de calentamiento y la potencia del
microondas entre 20-40% en incrementos de 5%. La potencia maxima del
microondas Prolabo MX-350 es de 300 W; por lo tanto las posibles potencias

varian entre el 60y 120 W.

El estudio de la influencia de la potencia del microondas sobre la eficacia de la
reduccion se ha realizado empleando una disolucién patron de 0,2 ug I'" As(V)
preparada con agua de mar sintética. No solo se ha variado la potencia del

microondas si no también el tiempo de funcionamiento.

Con el fin de estabilizar la temperatura en el interior de microondas se precalienta
durante 10 min haciendo circular agua Milli-Q® a cada potencia antes de analizar
la muestra. Para tener una idea aproximada de la temperatura que alcanza la
muestra al ser sometida a la energia de microondas, se ha medido la temperatura
a la salida del microondas recogiendo la muestra durante 1 min para cada uno de

los casos. Las temperaturas oscilan entre 45 y 60°C.

En la figura 33 se muestran los resultados obtenidos, donde se puede comprobar
como la reduccion se favorece calentando la muestra durante 2 min. Pero no
existe mucha diferencia trabajando al 20% ¢ al 25% de la potencia, sin embargo

se observa una ligera disminucion al 30%.

En sesiones posteriores se ha comparado el calentamiento durante 2 min a 20% y

25% de potencia para asegurarnos que la eleccion de la potencia es la correcta.
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Los resultados muestran que la eficacia de la reduccion es ligeramente mayor
cuando se trabaja al 25% de potencia del microondas. Por lo tanto, se ha
seleccionado esta como potencia de calentamiento para la reduccién de As(V) en
muestras de agua de mar en un microondas focalizado usando como reductor la
disolucién 0,25% (m/v) L-cisteina /0,1 M HCI.
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Figura 33. Influencia de la potencia del microondas y tiempo de calentamiento sobre la reduccién de

As con L-cisteina en agua de mar sintética.

Se ha observado un fendmeno que no aparece cuando se estan analizando
disoluciones acuosas. A partir del 25 % de la potencia se forman burbujas
después del primer minuto de calentamiento. Las burbujas provocan variabilidad
en los resultados puesto que influye sobre la velocidad del fluido y por lo tanto, la
cantidad del analito que pasa a través del reactor anudado. Ademas provocan un
retroceso durante los primeros segundos de bombeo de la siguiente réplica. Para
resolver este inconveniente se apaga el microondas al finalizar la etapa de
preconcentracion y se continua con la bomba peristaltica en movimiento durante
10 s mas, logrando asi, que no queden burbujas en el reactor de mezcla situado

en el interior del microondas focalizado.

Para intentar averiguar el origen de las burbujas se han realizado varios ensayos

analizando por separado:
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« una disolucién de 32 g I NaCl;
« otra disolucion de 14 g I'' MgSO,7H,0 y
« otra disolucion 0,15 g I NaHCO,

es decir, cada uno de las sales empleadas en la preparaciéon del agua de mar

sintética manteniendo su concentracion.

Se han realizado varias réplicas consecutivas de cada una de estas disoluciones
calentando durante 2 min al 25% de potencia. Se observa la aparicion de burbujas
cuando se analiza la disolucion de NaCl. Sin embargo, al sustituir la L-cisteina por
agua Milli-Q® no se forman las burbujas. Esto significa que la reaccion entre el
reductor y la sal mayoritaria de las muestras, NaCl, es la causante de la formacion

de las burbujas.

3.2.5 Caracteristicas analiticas

Una vez finalizada la optimizacion de la reduccién de As(V) para la determinacion
del As total, se han estudiado las rectas de calibracion, la sensibilidad, la precision
y la exactitud de método propuesto. Ademas se ha calculado el factor de

preconcentracion y la eficacia de la adsorcién.

3.2.5.1 Recta de calibrado y adicién estandar

Los diferentes modos de calibracién han sido comparados varias veces en
diferentes sesiones de trabajo con el fin de seleccionar el mas adecuado siguiendo

siempre la misma secuencia:
1. Recta de calibrado acuoso

2. Recta de calibrado de As(V) con agua de mar sintética.
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3. Recta de adicion estandar para la cual se preparan varios patrones de
As(V) a los cuales se le afiade un volumen fijo de una muestra de agua de

mar.

Los niveles de concentracion de los patrones fueron en todos los casos: 0; 0,1;
0,2;0,3y0,4 ug I As(V).

En la figura 34 se representan los valores de una de las sesiones de trabajo,
representativos de los resultados obtenidos en todas ellas. Claramente se puede
ver como la recta de calibrado acuosa difiere de las otras dos, por lo que se
deduce la existencia de efecto matriz. Aunque aparentemente las rectas de
calibrado con agua de mar sintética y la recta de adicion estandar son paralelas,
aplicando un test estadistico, t-Student, para la comparacion de pendientes, se
comprueban que no lo son. Los valores de t-Student calculados comparando 2 a 2
las rectas indican que existen diferencias significativas entre las 3 rectas de
calibracion. Esto implica que se debe emplear la adicién estandar para cuantificar

el contenido de As total en agua de mar mediante el método propuesto.

0,12
3 0,09 4 y=0,2069x +0,0311
c r=0,999
3 y=0,1936x+0,0256
S 0,06 - r=0,999
(7]
i)
< .
0,03 4 Calibrado acuoso
y=0,513x+0,0046
r=0,999
0 T T
0 0,2 0,4 0,6

Concentracion As(V)/ ug I

Figura 34. Rectas de calibracion para la determinacion de As total en agua de mar.

El valor de absorbancia correspondiente al nivel 0 de la recta de calibrado con

agua de mar sintética es anormalmente elevado. Una vez descartada una posible
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contaminacion tanto en el circuito FI-ETAAS como en la preparacion de esta
disolucion procedemos al analisis de cada uno de los componentes del agua de
mar sintética por separado. Se ha comprobado que el MgSQO,4-7H,0 es el causante
del valor del blanco tan alto. La composicion de este reactivo especificada en la
etiqueta indica que contiene un maximo de impureza del 0,00005% de As, lo que
equivale a 7 ug I en el agua de mar sintética para cuya preparacion se emplean
14 g de MgSO,7H,0 por litro. Aun, en el caso de que el reactivo no alcance el
maximo de impureza muy probablemente contenga una cantidad de As detectable

con el método desarrollado dada la elevada sensibilidad de este.

3.2.5.2 Sensibilidad

Se han realizado 11 medidas consecutivas de un blanco y una recta de adiccién
para el calculo de los limites de deteccion y cuantificacion, obteniendo 16 ng I" y
53 ng I para el LOD y LOQ, respectivamente. Aunque en comparacion con los
valores obtenidos para la determinacion selectiva de As(lll) empleando el mismo
método, estos valores son ligeramente mayores; la sensibilidad para la

determinacion de As total es mas que aceptable.

Tabla 14. Calculo de la masa caracteristica para la determinacion de As total en agua de mar.

Concentracion / Absorbancia Masa caracteristica /
pg I pg
0 0,030 -
2 0,0633 8,7
4 0,0838 8,6
6 0,1064 8,3
8 0,1263 8,4
Media 8,5
o 0,2
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Ademas se ha calculado la masa caracteristica para varios niveles de
concentracion de As(V) como se resume en la tabla 14. La masa caracteristica

media del método es de 8,5 + 0,2 pg.

3.2.5.3 Precision

La precision del método la expresamos Unicamente mediante la repetibilidad dada
por el coeficiente de variacion de 11 réplicas consecutivas de una muestra. La
reduccion y la preconcentracion del As se realizan de manera automatizada y por
tanto la repetibilidad ya engloba la variabilidad asociada a estos procesos. Como
la muestra no requiere pretratamiento entonces el estudio de la reproducibilidad

resulta innecesario.

En la tabla 15 se resumen los valores de absorbancia obtenidos para una muestra

de agua de mar dopada con 0,3 pg I'' As(V).

Tabla 15. Repetibilidad para la determinacién de As total en agua de mar mediante FI-ETAAS.

Absorbancia

0,0682 0,0768 0,0751 0,0728 Media 0,0727
0,0724 0,0687 0,0737 0,0760 c 0,003
0,0746  0,0729 0,0680 % CV 4,3

El coeficiente de variacidon es aceptable a pesar de tratarse de un sistema de
inyeccion en flujo sobre el que influyen bastantes parametros. Por lo tanto, el
método propuesto para la determinacion de As total en agua de mar mediante Fl-
ETAAS es preciso.
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3.2.5.4 Exactitud

El estudio de la exactitud se ha realizado con ayuda de un material de referencia
certificado de agua de mar, NASS-4, con un valor certificado de 1,26 + 0,09 ug I
para la concentracion de As total.

Si el método propuesto es exacto al analizar el material de referencia deberiamos
obtener una concentracion que esté dentro del rango de concentracion certificado.
Para realizar esta comprobacion, se tomaron 3 alicuotas de 5 ml de NASS-4 y se
diluyeron hasta un volumen final de 50 ml. Esta dilucién es necesaria porque el
valor certificado de As supera la concentracion del patron mas elevado empleado
en la calibracién. Ademas se prepararon varias disoluciones afiadiendo el mismo
volumen del material de referencia en cada una de ellas y la cantidad
correspondiente en cada nivel de una disolucion patron de 100 ug I As(V) para el

calculo de la recta de adicion estandar.
La concentracion media del material de referencia certificado, NASS-4, obtenida

con este método entra dentro del rango de concentracién certificada (Tabla 16);

por tanto, el método desarrollado es exacto.

Tabla 16. Calculo de la exactitud con NASS-4 para la determinacion de As total en agua de mar.

Alicuota Absorbancia Concentracion /
ug I
1 0,0391 1,31
2 0,0362 1,17
0,0397 1,34
Media 1,27
o 0,09

Ademas se ha calculado la recuperacion analitica, para lo cual se prepararon

varias muestras dopadas a diferentes niveles de concentracién de As(V). Y por
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otra parte se prepararon las disoluciones necesarias para la obtencion de la recta

de adicion estandar.

Tabla 17. Calculo de la recuperacién analitica para la determinacion de As total en agua de mar
mediante FI-ETAAS.

Concentracion / Absorbancia Concentracion Recuperacion /

ug I’ calculada/ pg I %
0 0,0430

0,1 0,0633 0,098 98,0

0,2 0,0838 0,197 98,5

0,3 0,1064 0,306 102,0

04 0,1263 0,403 100,8

Media 99,8
Y 1,9

Recta de adicién y =0,2096 x + 0,0427

El promedio del porcentaje de recuperacion obtenido es 99,8% (Tabla 17). Esto
ratifica los resultados del estudio de la exactitud realizado con el material de
referencia certificado, por lo que se puede afirmar que el método propuesto es

exacto.

3.2.5.5 Factor de preconcentracién y eficacia de adsorcion

El calculo del factor de preconcentracion se ha realizado mediante la comparacion
de las pendientes de las rectas de calibrado sin y con preconcentracion. Para ello,
se analizaron varias disoluciones de etanol dopadas a diferentes niveles de
concentracion entre 0 y 20 ug I As(V) inyectandolas directamente en la camara
de grafito. A continuacién, se prepararon varias disoluciones patron de diferentes

niveles de concentracion entre 0 y 2 ug I As(V) a las que se le anade un volumen
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fijo de una muestra de agua de mar analizandolas con el método propuesto. Las

ecuaciones de las rectas de calibracion fueron:

Directo.......ccevvviviiiieeiiienns y =0,0034 x +0,0024 r=0,999
Con preconcentracion.......... y =0,0613 x +0,0302 r=0,999

El factor de preconcentraciéon es 18, resultante del cociente de la pendiente con

preconcentracion y la pendiente del calibrado directo.

Otro parametro que caracteriza un método de preconcentracién basado en la
retencion en las paredes de un reactor anudado, es la eficacia de la adsorcién, la
cual se calcula comparando el factor de preconcentracion obtenido con el tedrico.
La muestra se bombea durante 2 min a un caudal de 5 ml min™, lo que implica un
consumo de 10 ml de muestra por réplica. El arsénico adherido en el interior del
reactor anudado se eluye con 40 ul de etanol. Entonces, considerando la relacion
de volumenes, el factor de preconcentracion tedrico deberia ser 250. Sin embargo,
el factor de preconcentracion calculado es 18; por lo tanto, la eficacia de adsorcién

resultante es 7,2%.

A diferencia del método propuesto para la determinacion de As(lll) usando la
misma técnica para la cual la eficacia de la adsorcion es 44%, la eficacia de la
adsorcion es muy baja. Esto probablemente sea debido a que se esta teniendo en
cuenta la etapa de reduccion previa a la preconcentracion en el reactor anudado.
Realmente este parametro deberia llamarse eficacia de la adsorcion y de la

prerreduccion.

3.2.6 Método propuesto

El programa del equipo FIAS-400 empleado para la determinacion selectiva de As
total en agua de mar mediante un sistema FI-ETAAS usando reactores anudados

se resume en la tabla 18.
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Al igual que para el método de determinacion de As(lll) el tiempo total de analisis
por réplica equivale a la duracion del pretratamiento de la muestra, 3 min y 18 s,
porque el programa de temperatura de la camara de grafito termina antes de que
finalice el programa del FIAS-400. El programa de temperaturas de la camara de

grafito (Tabla 3) es el mismo que para la determinacion de As(lll).

Tabla 18. Programa del FIAS-400 para la determinacion selectiva de As(lll) mediante un sistema Fl-

ETAAS en agua de mar.

Tiempo/ Bomba1/ Bomba2/ Valvula Valvula
Etapa s rpm rpm Inyecién seleccién
Carga Inyecion

1. Carga Etanol 3 0 35 1

2. Elucion 45 0 20 1

3. Reduccion y 120 60 0 2

Preconcentracion

4. Limpieza 10 0 60 3

5. Vaciado con aire 20 0 60 1

Dada la ampliacién del montaje Fl, con la inclusién del microondas focalizado se
debe descartar la primera réplica porque durante el 1° minuto de la etapa 3
circulara por el reactor anudado parte de la muestra anterior que ha quedado en el

interior del microondas.

Las concentraciones optimizadas de cada uno de los reactivos utilizados, asi como
el consumo de cada reactivo se resumen en la tabla 19. En la etapa de
prerreduccion se enciende el microondas focalizado durante 2 min al 25% de la
potencia, aproximadamente 75 W.
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Tabla 19. Concentraciones optimizadas, caudales y consumo de los reactivos usados en la

determinacién selectiva de As(lll) mediante un sistema FI-ETAAS en agua de mar.

. . Caudal / Consumo /
Reactivo Concentracion P
ml min ml
Muestra - 5 10
L-cisteina 0,25% (m/v)/ 0,1M HCI 3 6
HCI 0,01 M 5 10
APDC 0,05 % (m/v) 1,5 3
Disol. Lavado ~ APPC 0,01% (m/) 3 0,5
HNO; 0,02% (v/v)
Aire e 1 Elucion L
3 Vaciado
Etanol Absoluto - 40 pl

3.3 APLICACION

El método adaptado para la determinacion de As total en agua de mar mediante
FI-ETAAS, se ha utilizado para realizar un estudio de la distribucion de As en la
Ria da Arousa. Posteriormente se dedica un capitulo a la especiacion de As y Cr

en esta ria, donde se expondran los resultados obtenidos.
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1 Determinacion selectiva de Cr (VI) en agua de mar

1.1 INTRODUCCION

Las muestras de la Ria de Arousa analizadas con el primer método propuesto
mediante la formacion del quelato volatil Cr(TFA); presentan unas concentraciones
Cr(Vl) muy bajas, por lo surge la necesidad de desarrollar otro método mas
sensible. En vista del éxito del uso de reactores anudados para la
preconcentracion de As en muestras de agua de mar se ha decidido desarrollar un
método similar para la especiacion de Cr basado en la preconcentracion y
separacion en reactores anudados mediante un sistema de inyeccion en flujo

acoplado a un equipo de ETAAS.

1.2 DESARROLLO EXPERIMENTAL

Las condiciones de partida empleadas para realizar la optimizacion del método de
determinacion selectiva de Cr(VI) han sido tomadas del método anteriormente
propuesto para la determinacion de As(lll) en agua de mar mediante un sistema de
preconcentracion usando un reactor anudado y la formacion del quelato con
APDC.

1.2.1 Egquipamiento

1.2.1.1 Aparatos

Las medidas se han realizado usando un espectrometro Perkin-Elmer Model
4100ZL equipado con una camara de grafito de calentamiento transversal (THGA)
y el automuestreador AS 71. Se han utilizado tubos de grafito pirolitico con

plataforma L’'vov. Este equipo ademas dispone de un corrector de fondo Zeeman.
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Se ha usado una lampara de catodo hueco trabajando a 12 mA, la cual
proporciona una longitud de onda de 357,9 nm con un ancho de banda espectral
de 0,7 nm. Para evaluacién de los resultados se ha empleado la absorbancia

integrada durante 5 segundos.

El espectrometro se ha acoplado al sistema de inyeccion en flujo PerkinElmer
FIAS-400 equipado con 2 bombas peristalticas controladas individualmente y una
valvula de inyeccion estandar de 5 vias. Ambos equipos se controlan desde un
unico ordenador con el software AAWinLab 4.01, funcionando en modo “FIAS-
Furnace”. Ademas se ha empleado dos valvulas Rheodyne, una de seleccion con
6 entradas y 1 salida y otra de conmutacién de 6 posiciones. Para impulsar la
muestra, los reactivos, el eluyente y el aire se han usado tubos Tygon® (Perkin-
Elmer). El bucle de carga se ha construido con un capilar de PTFE de 0,5 mm de
didmetro interno variando la longitud (10, 15, 20, 25, o 30 cm) para obtener
diferentes volumenes de eluyente 20, 30, 40, 50, 60 pl etanol. Todas las
conexiones estan construidas con capilar de PTFE de 0,35 mm de diametro
interno. Varios reactores anudados de diferentes longitudes se han hecho con un

capilar de PTFE de 0,5 mm de diametro interno.

1.2.1.2 Reactivos
« Disolucion patron de Cr(lll) de 1000 mg I' Cr(NOs); (Merck, Alemania).

« Disolucion patron de Cr(VI) de 1000 mg I'' Cr. Preparada disolviendo
KzCr,07 (99%) (Aldrich Chemical, USA) y conservada a 4°C.

e Amonio pirrolindinditiocarbamato (APDC) (Sigma, Alemania). A partir de
esta sal se prepara un disolucion stock del 1% (m/v) APDC y se conserva a
4°C.

o HCI 35% Hiperpur (Panreac, Espafia).

o HNO; 69% Hiperpur (Panreac, Espana).
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« Etanol absoluto para analisis (Panreac, Espafa) destilado.

o NaCl para analisis, (Merck, Alemania)

e MgSO,7H,0, PA-ACS (Panreac, Espana)

« NaHCO; para analisis (Merck, Espana)

« Molibdato amoénico para analisis (Merck, Alemania)

« Disolucién patrén de 1000 mg I"" Ni SpectroSol (BDH, Reino Unido)
« Disolucién patrén de 1000 mg " Zn (Merck, Alemania)

« Disolucién patrén de 1000 mg " Fe Atomic Spectroscopy Standard
(PerkimEImer, USA)

« Disolucién patrén de 1000 mg Ide As SpectroSol (BDH, Reino Unido)
« Disolucién patrén de 1000 mg v Certipur (Merck, Alemania)

« Disolucién patron de 1000 mg Al (Merck, Alemania)

« Disolucion patron de 1000 mg I Se (Merck, Alemania)

« Disolucién patrén de 1000 mg I Cu Atomic Spectroscopy Standard
(PerkimElmer, USA)

« Disolucion patron de 1000 mg I' Sn SpectroSol (BDH, Reino Unido)
« Disolucion patron de 1000 mg I' Mn (Panreac, Espaiia)

o Disolucion patrén de 1000 mg I" Co (BDH, Reino Unido)

« Disolucion patrén de 1000 mg I Sb (Baker, USA)

« Disolucién patrén de 1000 mg I Ag (BDH, Reino Unido)

« Disolucién patrén de 1000 mg I Hg Atomic Spectroscopy Standard
(PerkimElmer, USA)

« Disolucion patron de 1000 mg I' Cd (Merck, Alemania)

« Disolucion patron de 1000 mg I' Pb (Merck, Alemania)
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« Disolucion patron de 1000 mg I' Ga SpectroSol (BDH, Reino Unido)
o Bi(NO3); para analisis (Merck, Alemania).

« Agua ultrapura. Resistividad 18 MQ cm usando el sistema de purificacion de
agua Milli-Q® (Millipore).

e Argdn N50 pureza: 99,999%, empleado como gas de purga y refrigeracién

en el atomizador.

1.2.1.3 Limpieza del material

Todo el material necesario, antes de ser utilizado, fue lavado cuidadosamente con
agua y jabdn, se enjuagan con agua Milli-Q® y se mantienen durante 48 horas en
una disolucién de HNO; al 10%. Posteriormente se vuelve a enjuagar con agua

Milli-Q® y se almacena seco Y listo para su uso en un lugar libre de polvo.

1.2.2 Optimizacion de la programa de temperatura de la cdmara de grafito

Igual que en el método desarrollado para el As se utiliza un volumen de 40 pl
etanol absoluto, para la elucién del As retenido en el reactor anudado y se
introduce en la camara de grafito impulsado por aire. Dado que las propiedades
del volumen inyectado difieren de los utilizados habitualmente se han revisado las
condiciones del programa de temperatura de la camara de grafito recomendado

por el fabricante del equipo, Perkin-Elmer, para la determinacion de Cr (Tabla 1).
Este estudio se ha realizado trabajando unicamente con el equipo ETAAS para

comprobar la influencia de la temperatura en cada una de las etapas sobre la

absorbancia correspondiente a una disolucién de etanol dopada con 3 ug I Cr(VI).
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Tabla 1. Programa de temperaturas de la camara de grafito recomendando por Perkin-Elmer para la

determinacion de Cr.

Etapa Temperatura / Rampa / Permanencia/  Flujo Ar/
°C s s ml min”
Secado | 110 1 30 250
Secado Il 130 15 30 250
Mineralizacion 1500 10 20 250
Atomizacién 2300 0 5 0
Limpieza 2450 1 3 250

En primer lugar, se ha revisado la temperatura de la etapa de secado, ya que la
elevada volatilidad del etanol nos deberia permitir la disminucién de esta. Se
repiten los analisis a diferentes temperaturas entorno a las de partida 110°C y
130°C, prestando especial atenciéon a la evolucidon del volumen inyectado en el
interior del tubo con la ayuda de un pequefo espejo. Se comprueba que a 90°C y
120°C el secado es eficiente, por lo tanto se ha disminuido las temperaturas de las

subetapas de secado a estos valores.

En segundo lugar, se ha optimizado la temperatura de la etapa de mineralizacion
variando la temperatura entre 200°C y 1800°C. La curva de mineralizacion
presenta un comportamiento casi ideal, la sefial de absorbancia se mantiene
practicamente constante hasta 1300°C, a partir de la cual desciende bruscamente
(Figura 1). Por tanto, seleccionamos 1300°C como temperatura 6ptima para la

etapa de mineralizacion.

Y para finalizar, se ha estudiado el efecto de la temperatura de atomizacion
modificandola desde 1500°C hasta 2500°C (Figura 1). Los mejores resultados
tanto en absorbancia como en cuanto a la forma del pico se han obtenido a
2200°C. Se ha seleccionado, entonces, 2200°C como temperatura optima de

atomizacion.
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Figura 1. Curvas de mineralizacién y atomizacién para la determinacion de Cr(VI) en etanol.

En la tabla 2 se resume el programa de temperaturas de la camara de grafito

optimizado para la determinacion de Cr(VI) en etanol.

Tabla 2. Programa de temperaturas de la camara de grafito para la determinacion selectiva de Cr(VI)

mediante FI-ETAAS en agua de mar.

Etapa Temperatura / Rampa / Permanencia / Flujo Ar/
°C s s ml min™
Secado | 90 1 30 250
Secado Il 120 15 30 250
Mineralizacion 1300 10 20 250
Atomizacion 2200 0 5 0
Limpieza 2450 1 3 250

1.2.3 Preconcentracién. Optimizacién

A continuacion se revisaron los parametros que influyen tanto en la formacién del

complejo Cr(VI)-APDC, la eficacia de la retencién y de la elucion.
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Pero antes de comenzar con la optimizacién debemos solucionar un inconveniente
que nos hemos encontrado al chequear el funcionamiento del sistema
introduciendo uno a uno los reactivos utilizados. En el primer ensayo se obtuvo
una sefial demasiado elevada que en principio desconocemos su procedencia por
que simplemente se ha bombeado agua Milli-Q® por todas la lineas y se ha eluido
con etanol. Una vez descartada la posible contaminacion del circuito o del agua
Milli-Q® utilizada; nos planteamos la posibilidad de un contenido de trazas de Cr en
el etanol empleado. Para comprobarlo se ha realizado una prueba analizando una
alicuota de etanol, 40 pl, directamente en el equipo ETAAS. El resultado de esta
prueba ha confirmado nuestra sospecha, el etanol contiene trazas de Cr. Ademas
se ha probado con etanol de diferentes calidades disponibles en el laboratorio en

ese momento, pero las sefales seguian siendo elevadas para tratarse del blanco.

Una manera de resolver este problema es la purificacion del etanol por destilacion.
Para ello, se ha montado un sistema de destilacion tradicional manteniendo la
temperatura de destilaciéon a 80°C. Analizando varios alicuotas tomadas de
diferentes fracciones durante la destilacion se observa como la sefial se reduce a
medida que se recogen fracciones. Una vez que se ha verificado la purificacion del
etanol por destilacion midiéndolo directamente en la camara de grafito se ha
probado con el sistema de preconcentracion. Problema resulto, con el etanol

destilado desaparecen las sefiales anormalmente elevadas.

Al afadir los demas reactivos, APDC, HCI y disolucion de lavado, se obtienen

senales practicamente nulas, valores aceptables como blanco.

1.2.3.1 Efecto de la concentracion HCI

Anteriormente, ya se ha demostrado que la formacién del complejo As-APDC se
produce en medio acido, por lo que a continuacion estudiaremos el efecto del pH

sobre la reaccion de complejacion en el caso del Cr(VI).
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Para ello se han preparado 2 disoluciones de agua de mar sintética dopadas con
0,2 ug I de Cr(VI) o Cr(lll) por separado que usaremos como muestras, las cuales
se mezclan con diferentes disoluciones de HCI variando la concentracién entre 0 y
1M.

Aunque los resultados obtenidos para la muestra dopada con Cr(VI) presentan un
comportamiento similar a los obtenidos para As(lll), la concentracion éptima no

coincide siendo en el caso de Cr 0,05 M HCI.

La formacion del complejo requiere la adicion de una disolucion de al menos 0,005
M de HCI que se reflejan con la apariciéon de un pico apreciable. Una vez
alcanzado el maximo, 0,05M, la absorbancia disminuye a concentraciones
mayores de HCI (Figura 2). Las razones por las cuales se produce esta
disminucién pueden ser varias: degradacién del APDC, cambio de estado de

oxidacion o efecto adverso sobre la reaccion.

0,16 l
8 0,124 Cr(Vl)
[%)
c
©
£
5 0084
Ke]
< A

0,04

cr(i)
0‘*.. .----: ---------- — .----: ---------- —
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Concentracion HCI/ M

Figura 2. Influencia de la concentracién de HCI sobre la formacion del complejo Cr-APDC.

Las sefales producidas por la disolucion dopada con Cr(lll) independientemente
de la acidez del medio resultan despreciables por ser practicamente iguales al
blanco. De esto se deduce que la formacién del complejo con el APDC tiene lugar

selectivamente con el Cr(VI), y ademas el Cr(lll) en forma idnica no presenta
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capacidad de adsorcién en las paredes del reactor anudado, lo cual permite una

separacion eficaz de ambas especies.

1.2.3.2 Efecto de la cantidad de APDC

El estudio de la influencia de la cantidad de agente complejante sobre la reaccion
de formacién del complejo Cr(VI)-APDC y como consecuencia, la eficacia de la
retencion en el reactor anudado se ha realizado con una disolucién de agua de
mar sintética dopada con 0,2 ug "' Cr(V1), variando la cantidad de APDC entre 0 y
1%. Se han descartado las disoluciones de 0,5% y 1% m/v APDC porque

provocaban la obstruccién de las conexiones de 0,5 mm de diametro interno.
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Figura 3. Optimizacién de la cantidad de APDC para la determinacion selectiva de Cr(VI) en agua de

mar.

Los valores de absorbancia obtenidos para las restantes disoluciones se
representan en la figura 3. Por debajo del 0,005 % (m/v) APDC no se detecta
Cr(VI), pero a medida que aumentamos la concentracion hasta el 0,05% (m/v)
APDC incrementa la sefial. A partr de este punto, la eficacia de Ila
preconcentracion se mantiene a pesar de duplicar la cantidad de APDC. Por tanto,
se ha elegido la disoluciéon de 0,05% (m/v) APDC como la 6ptima para la

determinacion selectiva de Cr(VI) en agua de mar.
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1.2.3.3 Efecto de la proporcion de mezcla muestra/APDC

A continuacion se ha estudiado la proporcion de mezcla muestra/APDC,
manteniendo constante el caudal de APDC a 1,5 ml min” mientras se modifica el
caudal de muestra. Los diferentes caudales de muestra se consiguen utilizando
tubos de Tygon® de distinto diametro interno. Como se ha comprobado
anteriormente el pH influye considerablemente sobre la eficacia de la formacién
del complejo Cr-APDC; por ello se han realizado 2 series de experimentos. En la
primera serie se fija el caudal de HCl a 5 mi min”', variando Unicamente el caudal
de la muestra. Mientras que en la segunda serie se modifica el caudal de HCI de
manera que sea igual al caudal de la muestra en cada caso, con el fin de asegurar
la acidez necesaria para la reaccion de formacién del quelato. En la figura 4 se
puede comprobar como para caudales mayores o igual a 3 ml min” se alcanzan
valores de absorbancia mas elevados manteniendo constante el caudal de HCI
0,05 M que con el caudal variable. Por lo tanto se ha decidido mantener el caudal
de HCl fijo a 5 ml min™".

0,16

0,12 4

m HClI fijo
HCl variable
0,04 - I
Sl . . .
1 1,5 3 5 10

Caudal muestra / ml min™

Absorbancia
o
o
oo
A

Figura 4. Optimizacion de la proporciéon de mezcla muestra/APDC para la determinacion selectiva de

Cr(VI) en agua de mar.

En vista de los resultados obtenidos (Figura 4) se deduce que la capacidad de
retencién del reactor anudado ni la cantidad de APDC son factores limitantes de la
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eficacia del método de preconcentracion. A pesar de un incremento en la cantidad
de analito debido a un aumento del caudal de muestra, las sefiales de absorbancia
crecen paulatinamente. Este incremento se produce porque la cantidad de APDC
empleada es suficiente incluso para el caudal mayor de 10 mli min™ y la capacidad
de adsorcion del reactor anudado todavia no ha alcanzado el maximo. En caso de
que se alcanzara la capacidad limite de retencion independientemente de un

aumento en el caudal de la muestra la absorbancia se mantendria.

Aunque los mejores resultados se obtengan con el caudal mayor se ha
seleccionado el caudal para la muestra de 5 ml min™', en base a un reduccion
considerable de volumen de muestra consumido. El volumen de muestra
necesario prevalece sobre la mejoria en la sensibilidad que se obtendria con un

caudal de 10 ml min™.

1.2.3.4 Efecto del tiempo de preconcentracion

La influencia de la duracion de la etapa de preconcentracion sobre la sefial de
absorbancia se ha estudiado empleando el caudal de 5 ml min™ para la muestra y

el HCI, variando el tiempo de preconcentracion entre 10y 120 s.

0,12
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Figura 5. Optimizacién del tiempo de preconcentracién para la determinacion selectiva de Cr(VI) en

agua de mar
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Los mejores resultados se han obtenido preconcentrando durante 120 s (Figura 5).
Aunque puede parecer que 2 minutos es demasiado tiempo; no suponen un
aumento en el tiempo total de analisis porque la preconcentracion y la deteccién
en la camara de grafito de la réplica anterior ocurren simultineamente. Esto
justifica que la secuencia del proceso no siga el orden Idgico. Nos permite trabajar
con tiempos de preconcentracién mayores sin ralentizar el analisis, mientras se
espera a que finalice el programa de temperaturas de la camara de grafito.
Ademas el volumen de muestra consumido es razonable, 10 ml por réplica. Por lo

tanto, se ha establecido 120 s para la etapa de preconcentracion.

1.2.3.5 Eleccion de la disolucién de lavado

Cada vez que finaliza la etapa de preconcentracion en la cual la muestra fluye a
través del reactor anudado comienza la etapa de lavado con el fin de eliminar las
posibles interferencias debidas a la complejidad de la matriz salina. Se ha
comparado el efecto de distintas disoluciones de lavado: agua Milli-Q®, 0,02%
HNO; y una mezcla de 0,01% (m/v) APDC/ 0,02% (v/v) HNO;, sobre la sefal

producida por una muestra de agua de mar real dopada con 0,2 ug I Cr(VI).

0,16
8 012 ]
S MQ
-}
L2
5 0,08 - m HNO3 0.02%
Q
< m APDC 0.01%+
0,04 - HNO3 0.02%
0 T T T T
5 10 20 30 60

Tiempo /s

Figura 6. Estudio de la disolucion de lavado para la determinacion selectiva de Cr(VI) en agua de mar
mediante FI-ETAAS.
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Como se puede ver en la figura 6, el HNO; arrastra parte del Cr(VI) retenido en las
paredes, acentuandose este fendmeno al aumentar el tiempo de lavado. Un
comportamiento similar se ha observado con el agua Milli-Q®, aunque en menor
media. Por el contrario, la mezcla APDC/HNO; no solo evita la liberacion del Cr(VI)

adherido sino que mejora la sensibilidad para tiempos inferiores a 30 s.

Se ha seleccionado la mezcla APDC/HNO; con disolucion de lavado, asignando a
esta etapa una duracion de 10 s, por ser el tiempo minimo necesario para que la

disolucion de lavado recorra todo el reactor anudado.

Las pruebas anteriores demuestran la eficacia de la adiciéon de APDC a la
disolucion de lavado. A continuacion se ha optimizado la cantidad de APDC,
variando la concentraciéon entre 0 y 0,1% m/v APDC utilizando una muestra de

agua de mar dopada con 0,1 pg I”' Cr(VI).
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0,12 4 l

0,08 4

Absorbancia

0,04 4
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Figura 7. Optimizacion de la concentracién de APDC en la disolucién de lavado para la determinaciéon
de Cr(VI) en agua de mar mediante FI-ETAAS.

La sefal de absorbancia se mantiene practicamente constante
independientemente de la cantidad de APDC afadida en la disolucion de lavado
(Figura 7). Ya que la concentracion de APDC no es un parametro critico, se ha
decidido mantener la disolucion de lavado como la empleada hasta el momento
0,01% (m/v) APDC/ 0,02% (v/v) HNOj3. Se ha considerado que esta concentracién
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de APDC es suficiente para evitar la liberacion de complejo débilmente adherido a

las paredes del reactor anudado.

1.2.3.6 Efecto de la longitud del reactor anudado y volumen de elucién

El volumen de etanol necesario para la elucion depende fundamentalmente de la
longitud del reactor. Precisamente la propiedad de los reactores anudados que
favorecen la preconcentracion, dificulta la elucion. La configuracion del reactor
anudado, concretamente, las sinuosidades provocadas en el capilar de PTFE al
anudarlo sobre si mismo, acentuan la resistencia que ofrecen las paredes del
capilar de PTFE al obligar al eluyente a realizar cambios de direccion
constantemente. Se producen volumenes muertos por fragmentacion del
segmento de etanol, por ello cuanto mas largo sea el reactor anudado se requiere

mayor volumen de eluyente.

Por ello se ha estudiado conjuntamente la longitud del reactor anudado y el
volumen de elucion, utilizando distintos reactores anudados de 50, 75, 100, 125,
150 y 200 cm de longitud, todos ellos con un diametro interno de 0,5 mm. Con
cada uno de estos reactores se realizaron los ensayos cambiando el bucle de
carga de etanol, el cual define el volumen de elucidon. Se ha probado con

volumenes entre 20 y 60 pl.

Aunque en la figura 8 parece que el mayor factor de preconcentracion se
obtendria con el reactor de 200 cm, se ha decidido descartar el uso de este reactor
por varias razones. La primera de ellas es que deberiamos aumentar la duracion
de la etapa de elucion de 40 a 60 s y de la etapa de vaciado de 20 a 60 s, en total
supondria 1 minuto mas por réplica. Ademas se produce una elevada variabilidad
entre las replicas; quizas este asociada a la forma de los picos bastante ruidosos
(Figura 9).
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Figura 8. Relacion entre la longitud del reactor anudado y volumen de elucion para la determinacion

Absorbancia

selectiva de Cr(VI) en agua de mar mediante FI-ETAAS.
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Figura 9. Perfiles de absorbancia de Cr(VI) empleando el reactor de 200 cm.

A pesar de que los valores de absorbancia indiquen mayor eficiencia en la elucion

con 60 pl para todos los reactores (Figura 8) se ha descartado también debido a la

elevada variabilidad de los resultados. El flujo de aire que impulsa el segmento de
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etanol parece no ser suficiente para llevar este volumen de etanol sin
fragmentacion hasta el extremo del inyector. Entonces, el volumen inyectado no es

reproducible y, de ahi, la fluctuacién en los valores de absorbancia.

Las mejores condiciones se dan con los reactores de 100 y 125 cm y los
volumenes de etanol de 40 6 50 ul. Se han repetido los ensayos combinando
estos valores para asegurarnos de una eleccién correcta del volumen de elucion y
de la longitud del reactor anudado. De este segundo estudio se puede concluir que
las mejores condiciones se dan con el reactor anudado de 100 cm y un volumen

de elucion de 40 pl.

1.2.4 Caracteristicas analiticas

En primer lugar se han comparado los distintos modos de calibracién. Una vez
seleccionado el modo de calibracion mas adecuado se han estudiado los
siguientes  parametros: sensibilidad, precision, exactitud, factor de
preconcentracion, eficacia de la absorcion. Y finalmente se ha realizado un estudio

de interferencias.

1.2.4.1 Rectas de calibrado y adicién estdndar

Para obtener la recta de calibrado acuoso se prepararon varias disoluciones
patrén con diferentes concentraciones entre 0 y 0,2 ug I Cr(VI). Dado que el agua
de mar presenta un matriz compleja se analizaron otros patrones con las mismas
concentraciones de Cr(VI) pero preparados en agua de mar sintética, con el fin de
realizar la calibracién en condiciones similares a las de la muestra. Otra forma de
calibraciéon en condiciones préximas a la muestra es empleando el método de
adicion estandar. Para ello se afiade un volumen fijo de una muestra a cada uno
de los patrones con la misma concentracion de Cr(VI) que para las rectas

anteriores.
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Las rectas obtenidas para el calibrado acuoso y el calibrado con agua de mar
sintética y adicion estandar se representan en la figura 10. Claramente, se puede
comprobar que las rectas de calibrado acuoso y de calibrado con agua de mar
sintética no son paralelas, lo cual significa que existe efecto matriz. Comparando
las 3 pendientes empleado un test estadistico, t-Student, se ha encontrado que
existen diferencias significativas con un nivel de confianza del 95% entre las rectas
de calibrado acuoso, de calibrado con agua de mar sintética y la de adicion
estandar. Por lo tanto, se debe emplear esta ultima recta, la adicion estandar para

el analisis de las muestras de agua de mar.
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g y=0,5949x+0,0313
® r=0,999
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g y=0,5417x+0,0102

=0,999
0,04 - Calibrado Acuoso '
y=0,6331%-0,0005
r=0,999
04 : : : :
0 0,05 0,1 0,15 0.2 0.25

Concentracion Cr/ ug I

Figura 10. Rectas de calibracion para la determinacion selectiva de Cr(VI) en agua de mar mediante

FI-ETAAS. Tiempo de preconcentracion 2 min.

Este modo de calibracién resulta bastante laborioso, habria que diluir las muestras
igual que la dilucion utilizada para la preparacién de las patrones con las que se
calcula la recta de adicion estandar. En este caso, 50 ml de muestra fueron
llevados hasta 100 ml de volumen final. A parte del tiempo que requeriria este
modo de calibracién tiene otros inconvenientes como: el riesgo de contaminacion y
los posibles errores asociados a la manipulacion de la muestra. Y todavia lo que
es mas importante, la contradiccidon que se supone diluir la muestra para analizarla
con un método de preconcentracion. Una forma de solucionar esta incongruencia

podria ser reducir el tiempo de preconcentracion de 2 min a 1 min; asi,

Capitulo 4 207



Agua de mar Cr(VI) Desarrollo experimental

probablemente disminuiria la sensibilidad y el efecto matriz. Entonces minimizando

el efecto matriz se podria evitar la adicion estandar como modo de calibracion.

Para comprobar esta hipotesis se ha repetido el estudio de la comparacién de las
rectas de calibracion pero trabajando con 1 min de preconcentracién. Se
prepararon de nuevo las disoluciones patron correspondientes al calibrado
acuoso, al calibrado con agua de mar sintética y a la adicion estandar. Ademas se
prepararon otras disoluciones para la adicion estandar dopandolas con 1 ug I
Cr(lll), con el fin de verificar la selectividad del método. En la preparacion de las
disoluciones para las rectas de adicién se han tomado 45 ml de una muestra real

de agua de mar y se ha llevado hasta un volumen final de 50 ml.

0,12
Adicion dopada Cr(lll)
y=0,281%+0,0234 y=0,2756x+0,0059
s 0,09 r=0,999 r=0,999
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r=0,998
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Figura 11. Rectas de calibracion para la determinacion selectiva de Cr(VI) en agua de mar mediante

FI-ETAAS. Tiempo de preconcentracion 1 min.

En la figura 11 se representan las rectas obtenidas para cada modo de calibracion.
Los valores de las pendientes son muy similares por lo que parece que se
confirma la hipétesis de la minimizacién del efecto matriz al disminuir el tiempo de
preconcentracion. Para cerciorarnos se han comparado las pendientes de las
rectas mediante un test estadistico, {-Student. Los resultados de este test indican
con un nivel de confianza de 95% que no existen diferencias significativas entre

las pendientes. Esto implica que cualquiera de las rectas de calibracién es vélida
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para la cuantificacion de Cr(VI) en agua de mar usando reactores anudados para
su preconcentracion. Se ha elegido la recta de calibrado con agua de mar sintética
ya que resulta igual de practica que la calibraciéon con patrones acuosos pero

permite trabajar en las condiciones mas similares a la muestra.

De momento, se ha modificado la duracién de la etapa de preconcentracion a 1
min; aunque esto implique una disminucion del factor de preconcentracion. El
método parece lo suficientemente sensible dada la concentracion de las
disoluciones empleadas para la calibracion. Si en el estudio de la sensibilidad que
se realizara a continuacion se concluye que no es cierto, deberiamos

replantearnos la reduccién del tiempo de preconcentracion.

Tabla 3. Comprobacién de la selectividad en la determinacion selectiva de Cr(VI) en agua de mar
mediante FI-ETAAS

Concentracion / Absorbancia Concentracion Recuperacion /
ug I’ calculada / ug I %
0 0,0240 -

0,05 0,0372 0,048 96,0

0,10 0,0510 0,098 98,0

0,15 0,0651 0,149 99,3

0,20 0,0803 0,204 102,0
Media 98,8
c 2,5

Recta calibrado Agua Mar Sintética y =0,2756x + 0,0059

Una manera de comprobar la selectividad del método consiste en calcular el
porcentaje de recuperacion analitica para una muestra dopada con Cr(lll), especie
que se desea eliminar antes de la determinaciéon de Cr(VI). Se han analizado
varias disoluciones dopadas con 1 ug I Cr(Ill) y variando la concentracioén entre 0
y 0,2 ug I Cr(VI); es decir, las disoluciones empleadas para la recta de adicién

dopada. A partir de los valores obtenidos (Tabla 3) y mediante la recta de
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calibracion con agua de mar sintética se ha calculado la recuperacion analitica a
diferentes niveles de concentracion de Cr(VI). La recuperacion analitica media,
98,8 + 2,5 %, indica que el método es selectivo, es decir, la presencia de Cr(lll) no

interfiere en la medida de Cr(VI).

1.2.4.2 Sensibilidad

La sensibilidad de un método se expresa mediante los limites de deteccion y
cuantificacion, LOD y LOQ, respectivamente. Para el calculo de estos parametros
realizamos 11 medidas consecutivas del blanco. El promedio de la absorbancia
para el blanco es de 0,0026, con una desviacion estandar de 0,0006. Aplicando
las ecuaciones detalladas en el apartado 1.2.6.2 del capitulo 2, se ha obtenido 7
ng I de Cr(Vl)y 23 ng I de Cr(VI) para el LOD y LOQ, respectivamente.

Se logra la disminucion del LOD a menos de la mitad, en comparacion con uno de
las primeras aplicaciones de un sistema de preconcentracion “on-line” en una
columna empaquetada acoplado a un equipo ETAAS' cuyo el LOD es 16 ng I de
Cr(VI). Como cabria de esperar, el limite de deteccion obtenido es semejante al de
otros métodos similares encontrados en la bibliografia basados en la
preconcentracion en reactores anudados del complejo Cr-APDC: 8,8 ng I de
Cr(VIY?, 4,2 ng I'" de Cr(V1)®, y 3,3 ng I'" de Cr(VI)*.

Cabe resaltar la mejora en la sensibilidad obtenida con este método en
comparaciéon al método desarrollado inicialmente de determinacion selectiva de
Cr(VI) mediante la formacién del quelato volatil Cr(TFA); en agua de mar cuyos

LOD y LOQ son 0,55 pg Iy 1,85 ug I'" respectivamente.

También se ha calculado la masa caracteristica analizando una serie de
disoluciones de agua de mar sintética dopada a diferentes niveles de Cr(VI). Los
valores de absorbancia obtenidos asi como la masa caracteristica para cada una

de estas disoluciones se resumen en la tabla 4. La masa caracteristica media, 0,7
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* 0,1 pg, resultante para este método es aproximadamente 10 veces menor a la
resultante para el primer método propuesto 7,3 + 0,5 pg. Esto confirma la
importante mejora en la sensibilidad, con lo cual se cumple el objetivo de
desarrollar un método mas sensible para la determinacion de Cr en las muestras

recogidas en la Ria de Arousa.

Tabla 4. Calculo de la masa caracteristica para la determinacion selectiva de Cr(VI) en agua de mar
mediante FI-ETAAS.

Concentracién / Absorbancia Masa caracteristica /
g I P9
0 0,0059

0,05 0,0186 0,7

0,10 0,0348 0,6

0,15 0,0477 0,6

0,20 0,0603 0,7
Media 0,7

le} 0,1

Se confirma que el método es muy sensible a pesar de trabajar por debajo del
tiempo de preconcentracion 6ptimo. Por tanto, se ha decidido trabajar con 1 min
de preconcentracion que ademas de evitar el método de calibracion con adicién

estandar y se reduce el consumo de muestra y reactivos.

1.2.4.3 Precision

Unicamente se ha calculado la repetibilidad del método (porque la muestra no ha
sido pretratada) como el coeficiente de variacién de 11 medidas consecutivas de

una muestra dopada con 0,2 pg I'' Cr(VI).

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 5. Al igual que en el caso del As,

el coeficiente de variacion, aunque aceptable, es ligeramente elevado, 4,4%.
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Como se ha explicado anteriormente esto es debido a la complejidad de proceso y
por tratarse de una técnica de inyeccién en flujo. No obstante, el método se puede

considerar preciso.

Tabla 5. Repetibilidad para la determinacion selectiva de Cr(VI) en agua de mar mediante
FI-ETAAS.

Absorbancia

0,0756 0,0714 0,0681 0,0708 Media 0,0734
0,0775 0,0756 0,0744 0,0688 c 0,003
0,076 0,0763 0,0724 %CV 44

1.2.4.4 Exactitud

El estudio de la exactitud se ha realizado solamente mediante el calculo de la
recuperacion analitica, por que no se dispone de un material de referencia de

agua de mar que certifique la concentracion de Cr(VI).

Tabla 6. Calculo de la recuperacion analitica para la determinacion selectiva de Cr(VI) en agua de mar
mediante FI-ETAAS.

Concentracion / Absorbancia Concentracion Recuperacion /
ug !’ calculada / ug I"' %
0 0,0492

0,05 0,0699 0,050 100,0

0,10 0,0894 0,097 97,0

0,15 0,1106 0,149 99,3

0,20 0,1326 0,202 101,0
Media 99,3
c 1,70

Recta calibrado Agua Mar Sintética y =0,413x + 0,0066
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Se toman varias alicuotas de 45 ml de una muestra, a las cuales se le afiade la
cantidad necesaria de un patron de 100 ug I Cr(VI) para que las concentraciones
resultantes sean 0,05, 0,1, 0,15 y 0,2 ug I Cr(VI1), teniendo en cuenta que el
volumen final sera de 50 ml. La relaciéon entre la concentracién calculada y la
concentracion dopada nos da el porcentaje de recuperacion analitica para cada
uno de los niveles de concentracion (Tabla 6). El valor obtenido para la

recuperacion media, 99,4 + 1,6 %, es aceptable.

1.2.4.5 Factor de preconcentracion y eficacia de adsorcion

La estimacion del factor de preconcentracion del método desarrollado se obtiene
de la comparacion de la pendientes de las rectas de calibrado sin y con
preconcentracion. En primer lugar, se ha realizado la calibracién directamente en
la camara de grafito inyectando el mismo volumen de una disolucién de etanol
dopado a distintos niveles entre 0 y 10 ug I" Cr(VI); obteniendo de este modo la
recta de calibrado sin preconcentracién. En segundo lugar, se ha puesto en
marcha el sistema FI-ETAAS para el analisis de las disoluciones que nos daran la

recta de calibrado con preconcentracion.

Las ecuaciones de las rectas de calibrado obtenidas son las siguientes:

Directo.......cocuvviiiiiiiiiiiie y =0,0157 x +0,0036 r=0,998
Con preconcentracion............ y =0,4850 x +0,0045 r=0,999

El cociente entre la pendiente del calibrado con preconcentracién y la pendiente
del calibrado sin preconcentracién nos da el factor de preconcentracién, siendo

este caso es 31.

Comparando este valor con el factor de preconcentracion teérico se obtiene una
estimacion de la eficacia de adsorcion del reactor anudado. Dado que el caudal de
muestra es 5 ml min™, y se bombea durante 1 min, el volumen de muestra

consumido es de 5 ml. El complejo Cr-APDC retenido en las paredes del reactor
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anudado se eluye con 40 pl de etanol absoluto. Considerando esta relacion de
voliumenes el factor de preconcentracion teérico deberia ser 125 y en este caso el
factor de preconcentracion calculado es de 31, por lo tanto la eficacia de la

adsorcion es 24,8%.

1.2.4.6 Interferencias

Un ion se considera interferente cuando provoca una diferencia de +10% en la
concentracion del elemento a determinar respecto a la concentracion en ausencia
de este ion. Se han tomado como posibles interferencias aquellos iones que tienen
cierta afinidad por el APDC y que pudieran competir con en Cr(VI) en la formacién
del quelato Cr-APDC. Basandonos en una tabla de composicién de agua de mar®
se han estudiado los siguientes elementos: Mo, Ni, Zn, Fe, As, V, Al, Se, Cu, Sn,
Mn, Co, Sb, Ag, Hg, Cd, Pb, Ga y Bi para realizar el estudio de interferencias. Se
ha incluido el Cr(lll) en el estudio de interferencias con el fin de comprobar la

eficacia de la separacion y descartar un posible cambio en la especiacion.

Se han preparado distintas disoluciones de agua de mar sintética dopadas con 0,1
Mg I Cr(VI) y con cada uno de estos elementos por separado; partiendo de la
concentracion habitual en agua de mar especificada en dicha tabla e
incrementando la concentracion. Los porcentajes de recuperacidon analitica
obtenidos para cada uno de los casos se resumen en la tabla 7. Los elementos
que producen interferencias en son: Mo(VI) a 1000 pg I”'; Ni, Zn y Al a 100 pg I';
Coa1y 10 ug " Sba 10ug I y Bia0,1y1ug I"". En todos los casos, la
interferencia aparece a concentraciones por encima de la habitual en agua de mar:
Mo y Al 100 veces; Sb 30 veces; Zn 20 veces y Ni 15 veces. Cabe destacar los
casos del Co y el Bi que producen una variacién sustancial de la concentracién del
analito para concentraciones 2,5 y 5 veces a su concentraciéon habitual en agua de

mar.
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Tabla 7. Efecto de los iones potencialmente interferentes en la determinacion selectiva de

0,1 pg r Cr(VIl) mediante FI-ETAAS.

lon SW:/ Conc:1/ Recup./ lon SW:/ Cong./ Recup./
Mg | Mg |l % Mg | Mg | %

Mo(VI) 10 10 100,1 Mn(Il) 0,40 0,4 100,6

100 106,0 1 93,5

1000 123,4 10 96,9

Ni(I1) 6,60 7 97,2 Co(ll) 0,39 0,4 97,6

10 102,8 1 78,6

100 120,9 10 81,6

Zn(Il) 5,00 5 98,92 Sb(lll) 0,33 0,4 99,6

10 99,07 1 97,7

100 93,77 10 72,7

Fe(ll) 3,40 4 96,1 Ag(l) 0,28 0,3 105,0

10 96,5 1 106,6

100 101,0 10 105,1

As(lll) 2,6 3 103,9 Cr(lll) 0,20 0,2 94,1

10 107,6 1 105,5

100 103,3 10 117,2

V(V) 1,90 2 102,1 Hg(Il) 0,15 0,2 100,6

10 100,6 1 99,0

100 98,3 10 95,5

AI(IT) 1,00 1 94,1 Cd(ll) 0,11 0,2 104,2

10 93,5 1 105,5

100 69,0 10 100,5

Se(lV) 0,90 1 96,7 Pb(ll) 0,03 0,03 100,8

10 100,5 0,1 99,6

100 105,6 1 107,7

Cu(ll) 0,90 1 98,6 Ga(lll) 0,03 0,03 98,5

10 100,7 0,1 93,9

100 93,8 1 92,8

Sn(ll) 0,80 0,8 105,2 Bi(lll) 0,02 0,02 95,2

2 94,3 0,1 81,1

10 91,7 1 88,1

*SW Concentracion total del elemento habitual en agua de mar tomadas de Turekian®

Ademas se ha confirmado la eficacia de la separacion ya que el Cr(lll) produce
interferencias a 10 ug I es decir, 50 veces mayor a la concentracién habitual de
Cr total en agua de mar. Dado que en agua de mar la especie predominante es

Cr(VI), existen pocas probabilidades de que esto suceda.
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1.2.5 Método propuesto

En la tabla 8 se detalla el programa del sistema FI empleado para la determinacion
selectiva de Cr(Vl) en agua de mar mediante un sistema FI-ETAAS usando
reactores anudados y la formacion del quelato con APDC para la

preconcentracion.

El tiempo que tarda el tratamiento de la muestra mediante el sistema de inyeccion
en flujo es de 2 min y 18 segundos. Al finalizar la etapa de elucién se pone en

funcionamiento el programa de la camara de grafito para la deteccion del analito.

Tabla 8. Programa del FIAS-400 para la determinacion selectiva de As(lll) mediante un sistema FI-

ETAAS en agua de mar.

Tiempo/ Bomba1/ Bomba2/ Valvula Valvula
Etapa s rpm rpm Inyecion seleccion
Carga Inyecion

1. Carga Etanol 3 0 35 1

2. Elucion 45 0 20 1
3. Preconcentracion 60 60 0 2
4. Lavado 10 60 0 3
5. Vaciado con aire 20 0 60 1

El programa de temperatura de la camara de grafito optimizado para la
determinacion de Cr(VI) eluido con 40 pl de etanol se resume en la tabla 2. Dado
que el tiempo necesario para la deteccién, 1 min y 55 s, es menor que la suma de
las etapas 3, 4 y 5 del programa del FIAS-400, el tiempo total de analisis por

réplica equivale a la duracion del pretratamiento de la muestra, 2 miny 18 s.

Las concentraciones optimizadas de cada uno de los reactivos utilizados, asi como

el consumo de cada uno de ellos se resumen en la tabla 9.
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Tabla 9. Concentraciones optimizadas, caudales y consumo de los reactivos usados en la

determinacion selectiva de As(lll) mediante un sistema FI-ETAAS en agua de mar.

. L. Caudal / Consumo /
Reactivo Concentracion ml min™' ml
Muestra = - 5 5
HCI 0,05 M 5 5
APDC 0,05 % (m/v) 1,5 1,5
0,
Disol. Lavado ~ APPC 0.01% (M) 3 0,25
HNO; 0,02% (v/v)
Are e 1 Elucion .
3 vaciado
Etanol Absoluto -—-- 40 pl

1.3 APLICACION

Este método propuesto para la determinacion selectiva de Cr(VI) en agua de mar

mediante FI-ETAAS, se ha utilizado para realizar un estudio de la distribucién de

Cr en la Ria da Arousa. Posteriormente se dedica un capitulo al estudio del

contenido de As y Cr en la Ria de Arousa donde se expondran los resultados

obtenidos.
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2 Determinacion de Cr total en muestras de agua de mar
mediante FI-ETAAS

2.1 INTRODUCCION

Una vez optimizado un método lo suficientemente sensible para la determinacion
de Cr(VI) en muestras de agua de mar mediante un sistema de inyeccioén en flujo,
procederemos a su adaptacion para la determinacion de Cr total, para la cual es

necesaria la oxidacion del Cr(lll).

2.1.1 Preoxidacion

El APDC reacciona selectivamente con Cr(VI), entonces para la cuantificacion del
Cr total debe oxidarse todo el Cr(lll) presente en la muestra antes de introducir el
APDC. Varios reactivos se han empleado en trabajos anteriores para la oxidacion
de Cr(lll) a Cr(VI) entre los que destacan: Ce(1V), S,052, KMnOy, H,0, y KIOy,.

2.1.1.1 Ce(IV)

El Ce(lV) ha sido propuesto por Andrade et al® para la deteccion
espectrofotométrica del complejo que forma selectivamente el Cr(VI) con la 1,5-
difenilcarbazida (DPC) mediante un sistema “on-line”. El reductor Ce(SO,),
disuelto en 0,07M se mezcla con la muestra en un reactor sumergido en un bafio
de agua a 45°C para favorecer la reacciéon de oxidacion. Se ha comprobado una
perdida de sensibilidad para concentraciones elevadas de H,SO,, por tanto se
emplea la mimina cantidad de acido necesaria para la disolucién del Ce(SQ,), y

prevenir la hidrolisis del Ce(IV).
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En este mismo trabajo se ha estudiado otros posibles oxidantes como KMnO, y
K»S,0s/Ag’. El permanganato se ha descartado porque absorbe radiacién a una
longitud de onda proxima a la del complejo. No se recomienda el uso del otro
oxidante, K,S,0g catalizado por Ag®, por falta de reproducibilidad debida a la
formacién de gran cantidad de burbujas a temperaturas bajas. Estas burbujas

probablemente sean originadas por la descomposicion de S,05>

Luo et al’ emplea otro compuesto de cerio, (NH4).Ce(SO,);, para el
pretratamiento de la muestra. La oxidacion de Cr(lll) se realiza calentando la
mezcla de la muestra con Ce(lV) durante 5 min a 45°C, luego se deja enfriar antes
de su determinacién mediante el método espectrofotométrico propuesto en dicho

trabajo.

2.1.1.2 Peroxodisulfato, S,0572

Sperling et al propone el K,S,05 catalizado por Ag” en un método de especiacion
de Cr mediante la separacion y preconcentracion “on-line” de Cr(VI) por
complejaciéon con dietilditiocarbamato sodico (NaDDC) en una columna Cg y su
deteccion por ETAAS. Basandose en trabajos anteriores descarta la utilizacion de
Ce(lV) por problemas de blancos y KMnO, por no ser suficiente eficaz para
concentraciones bajas de Cr. A pesar de que la determinacion de Cr(VI) se realiza
mediante un sistema Fl, la oxidacion de la muestra se lleva a cabo con
anterioridad calentando la muestra junto a la disolucion de K,S,05/AgNO; durante
25 min a 105°C, para garantizar la eficacia de la oxidacion y la descomposicion del

exceso de K,S,0s.

En otro trabajo publicado por Xue et al.® también se realiza la oxidacion de la
muestra con la mezcla K,S,0g/AgNO; antes de la separacion de Cr(VI) con la
amina polisacarida, (1,4)-2-amino-2-desoxi-p-D-glucosamina y la determinacién en
ETAAS.
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La sal amonica del peroxodisulfato, (NH4),S,0g, se ha empleado también como
oxidante para la especiacion de Cr en agua de mar mediante ETAAS® °. La
oxidacién de Cr(lll) se logra calentando la muestra acidificada a ebullicion durante
15-20 min junto el (NH;)2S20s.

2.1.1.3 KMnO,

A pesar que en otros trabajos se ha descartado el permanganato potdsico como
oxidante, Gilbert et al." y Wai et al.” han obtenido resultados satisfactorios para la
especiacion de Cr en agua de mar mediante AAS por complejacién con APDC y

NaDDC, respectivamente.

2.1.1.4 H,0,/NaOH

Andersen™ ha propuesto un sistema de inyeccion en flujo para la determinacion

& 14, descrito anteriormente.

espectrofotométrica de Cr similar al De Andrade et al
Sin embargo, en este nuevo trabajo se emplea H,O, en medio basico como
oxidante en lugar del Ce(IV) con la ventaja de que no es necesario calentar para
acelerar la oxidacion. Con el fin de evitar la formacién de burbujas debido a la

lenta descomposicién del H,O,, se le afiade 0,1M NaOH.

2.1.1.5 KIO,

En un método publicado15 sobre la especiacion de Cr acoplando un sistema a un
detector de fluorescencia se ha comparado H,O, y KIO4 como oxidantes. Los
resultados obtenidos son significativamente mejores con 110 M KIO, y 0,01M
NaOH durante 40 s a 25°C.
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2.2 DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.2.1 Equipamiento

2.2.1.1 Aparatos

Las medidas se han realizado usando un espectrometro Perkin-Elmer Model
4100ZL equipado con una camara de grafito de calentamiento transversal (THGA)
y el automuestreador AS 71. Se han utilizado tubos de grafito pirolitico con
plataforma L’vov. Este equipo ademas dispone de un corrector de fondo Zeeman.
Se ha usado una lampara de catodo hueco trabajando a 12 mA, la cual
proporciona una longitud de onda de 357,9 nm con un ancho de banda espectral
de 0,7 nm. Para la evaluacion de los resultados se ha empleado la absorbancia

integrada durante 5 segundos.

El espectrometro se ha acoplado al sistema de inyeccion en flujo PerkinElmer
FIAS-400 equipado con 2 bombas peristalticas controladas individualmente y una
valvula de inyeccion estandar de 5 vias. Ambos equipos se controlan desde un
unico ordenador con el software AAWinLab 4.01, funcionando en modo “FIAS-
Furnace”. Ademas se ha empleado dos valvulas Rheodyne, una de seleccion con
6 entradas y 1 salida y otra de conmutacién de 6 posiciones. Para impulsar la
muestra, los reactivos, el eluyente y el aire se han usado tubos Tygon® (Perkin-
Elmer). El bucle de carga se ha construido con un capilar de PTFE de 0,5 mm de
diametro interno variando la longitud (10, 15, 20, 25, o 30 cm) para obtener
diferentes volumenes de eluyente 20, 30, 40, 50, 60 pl etanol. Todas las
conexiones estan construidas con capilar de PTFE de 0,35 mm de diametro
interno. Varios reactores anudados de diferentes longitudes se han hecho con un

capilar de PTFE de 0,5 mm de diametro interno.

La oxidacion Cr(lll)/Cr(VI) se acelera con la ayuda de un microondas focalizado
Prolabo MX-350, acoplado al sistema FIAS-400.
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2.2.1.2 Reactivos
« Disolucion patrén de Cr(lll) de 1000 mg I Cr(NO3)s, (Merck, Alemania).

o Disolucién patron de Cr(VI) de 1000 mg " Cr preparada disolviendo
KoCra07 (99%) (Aldrich Chemical, USA) y conservada a 4°C.

« Amonio pirrolindinditiocarbamato (APDC) (Sigma, Alemania). A partir de
esta sal se prepara un disolucién stock del 1% (m/v) APDC y se conserva a
4°C.

o HCI 35% Hiperpur (Panreac, Espania).

o HNO3;69% Hiperpur (Panreac, Espafa).

« Etanol absoluto para analisis (Panreac, Espana) destilado

« NaCl para analisis, (Merck, Alemania)

« MgSO,7H,0, PA-ACS (Panreac, Espana)

« NaHCO; para andlisis (Merck, Espana)

« Nitrato cérico amonico, Ce(NO;)s(NH,),, para andlisis (Probus, Espafia)
« Persulfato potasico, K,S,0g, para analisis (Merck, Espafia)

« Nitrato de plata (Merck, Espafia)

« Agua ultrapura. Resistividad 18 MQ cm usando el sistema de purificacion de
agua Milli-Q® (Millipore).

e Argdn N50 pureza: 99,999%, empleado como gas de purga y refrigeracién

en el atomizador.

2.2.1.3 Limpieza de material

Todo el material necesario, antes de ser utilizado, fue lavado cuidadosamente con

agua y jabdn, se enjuagan con agua Milli-Q® y se mantienen durante 48 horas en
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una disolucion de HNO; al 10%. Posteriormente se vuelve a enjuagar con agua

Milli-Q® y se almacena seco Y listo para su uso en un lugar libre de polvo.

2.2.2 Moadificacién del montaje FI

Para la determinacion de Cr total siguiendo el mismo procedimiento que en el

método anteriormente optimizado para el Cr(VI) se ha modificado el sistema FI.

Muestra APDC

) HCI )
Oxidante Etanol Desagiie

Bomba 1 Bomba 2

=

2] )
Namam
)

&I >

Vélvula @
FIAS -
L G‘%f\ Aire
U) Y Disolucién
Lavado
v Valvula ETAAS
seleccion
o o
(o)

Microondas

Refrigerante

Figura 12. Esquema de montaje del sistema FI-ETAAS para la determinacién de Cr total en agua de

mar usando reactores anudados.
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Se ha incluido una linea para bombear el oxidante, que confluira junto a la muestra
en una interseccion situada a la entrada de un microondas focalizado Prolabo MX-
350. De este modo se acelera la oxidacion permitiendo el trabajo en modo
continuo, automatizando el pretratamiento de la muestra. Una vez recorrido el
reactor de mezcla situado en el interior del microondas focalizado la muestra pasa
a través de un refrigerador donde se enfria antes de acidificarla y mezclarla con el
APDC para continuar con los mismos pasos que en el método de determinacion
selectiva de Cr(VI) desarrollado anteriormente. En el siguiente esquema se

representa el disefio del nuevo montaje (Figura 12).

2.2.3 Eleccion del oxidante. Ensayos preliminares

2.2.3.1 Ce(IV)

En un trabajo publicado por Andrade et al.’ en 1984, se propone una disolucién de
Ce(S0,), preparado en H,SO, para la oxidacion en linea de Cr(lll) en un método

espectrofotométrico con difenilcarbazida para la determinacion de Cr.

El APDC podria degradarse en un medio demasiado acido por lo que en este caso
se ha realizado un primer ensayo con Ce(NOj3)s(NH,). ya que no necesita acido

para disolverse.

En primer lugar se ha analizado en modo continuo una disolucion de agua de mar
sintética dopada con 0,2 ug I Cr(VI), obteniendo un valor de absorbancia de

0,1072, para tener una referencia de la sensibilidad.

A continuacién se han preparado varias disoluciones de Ce(lV) variando la
concentracion entre 0 y 1 yM. Se han medido los blancos para cada disolucion de
Ce(lV) y seguidamente se han repetido los analisis tomando como muestra una

disolucion de agua de mar sintética dopada con 0,2 ug I Cr(lll).
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Restando los blancos a las sefales producidas por la muestra, la eficacia de la

oxidacién es minima; nula para concentraciones mayores a 0,5 uM (Figura 13).

0,12
S 0,09 -
%]
c
©
2
S 0,06 Cr(l) 0,2 ug I
0 [
< Blanco
0,03 4
i - Diferencia
.- s~ .
0 - PR s
0 02 0.4 06 08 1
Ce(IV)/uM

Figura 13. Ensayos preliminares con Ce(NO3)(NH.). como oxidante en la determinacion de Cr total en

agua de mar mediante FI-ETAAS.

Con el fin de comprobar si el medio acido favorece la reaccion de oxidacion se han
preparado la disolucion de 0,075 uM Ce(lV), con la cual obtienen los mejores
resultados, en 0,1 M H,SO,. Sin embargo, el blanco resultante es todavia mayor,
elevadisimo. Por lo que se ha descartado el Ce(IV) como oxidante para el método

que se esta optimizado.

2.232 KzSzOg/Ag N03

Otra posible disolucion oxidante utilizada también en el mismo trabajo publicado
por Andrade® es 2,5% (m/v) K;S,0g preparado en 2,5 10° % (m/v) AgNO;. EI
nitrato de plata se emplea como catalizador porque el persulfato sufre
descomposicion en medio acido. El uso de este oxidante trabajando con muestras
de agua de mar presenta un inconveniente, la posible formaciéon del precipitado de
AgClI por la reaccion entre NaCl, compuesto mayoritario del agua de mar, y el
AgNO316. Tedricamente, considerando el producto de solubilidad del AgCl y la
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concentracion de AgNO; empleada, la formaciéon del complejo es favorable. El

nitrato de plata afiadido como catalizador nos da una concentracion de Ag* de:

ac)
[AgNO;] =[Ag] =2,5:10"% (m/v) = 1,47-10 mol I’
Considerando el producto de solubilidad y la cantidad de Ag® afiadida, el

precipitado comenzara a formarse con una concentracion de Cl” de:

+ _
Ag(ac) + Cl(ac) > AgCl(Y)

K, =[Ag']-[C1]1=1,72:10"°
[CI1=K,, [Ag'] [CI1=1,17-10° mol I

En la preparacion de agua de mar sintética se emplean 32 g de NaCl por litro.
Teniendo en cuenta el peso molecular del cloruro sédico, entonces
[CI] = 0,54 mol I

La cantidad de CI en el agua de mar sintética es significativamente superior a la

necesaria para formar precipitado.

No obstante, se ha realizado una prueba antes de poner en marcha el sistema Fl-
ETAAS mezclando una muestra de agua de mar con la disolucién oxidante,
K2S,0/AgNO;. Después de un tiempo no se ha observado la formacion de

precipitado, simplemente una leve turbidez en el momento de la mezcla.

Entonces se ha decidido probar trabajando con el sistema de inyeccion en flujo
con la misma disolucion pero resulta una sefial de blanco demasiado elevada.
Para ello se ha diluido la disolucién oxidante en un factor de 1:100; obteniendo, en
este caso, el valor del blanco aceptable. Para confirmar que esta disminucién no
sea consecuencia de una disminucién de la sensibilidad se ha analizado un patrén
de 0,2 ug I Cr(VI). Como se sospechaba existe una pérdida de sensibilidad que
no se debe a un deterioro del tubo de grafito. Chequeado el sistema en busca de

la causa de la disminucién de la absorbancia, se encontré que el problema esta en
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el reactor de mezcla situado en el interior de microondas focalizado. Parece que

se ha pasivado probablemente debido al uso de AgNOs.

Se ha intentado regenerar el capilar de PTFE anudado que forma el reactor de
mezcla, con HF concentrado durante 5 min en cada sentido a una velocidad de
bombeo de 1ml min™. Seguidamente se ha lavado durante varias horas con agua
Milli-Q®, hasta que el pH a la salida del reactor de mezcla se mantiene a pH 7.
Finalmente, se ha chequeado el sistema analizando un patrén acuoso de 0,2 ug I
Cr(VI). El tratamiento con HF ha resultado efectivo, la sefal de absorbancia

correspondiente al patron es similar a las obtenidas antes de utilizar el AGNO3.

Dado el problema de pasivado del reactor de mezcla provocado por la
precipitacion del AgCl, se ha descartado el uso de la mezcla oxidante
K28208/AgNO3.

2.2.3.3 K25:05 en medio acido

El potencial redox de un compuesto depende del pH del medio. La acidificacion
aumenta el poder oxidante debido a la liberacion de protones. Por lo que se ha
decidido probar el efecto de la adicion de 0,01 M H,SO, 6 0,01 M HCI a la

disolucion de K;S,05 sustituyendo al AQNO3; como catalizador de la oxidacion.

Se ha encontrado que con ambos acidos se produce oxidaciéon cuando empleando
K2S,05 al 0,2% (m/v). Los valores de absorbancia obtenidos son muy similares:
0,0851 para 0,01 M HCl y 0,0849 para 0,01 M H,SO, para una disoluciéon de agua
de mar sintética dopada con 0,3 ug I Cr(lll). Se ha elegido la mezcla K,S,0s/HCI
para continuar con la optimizacién del método por que ya conocemos la influencia

del HCI sobre la formacion del complejo Cr-APDC.
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2.2.4 Efecto de la potencia del microondas. Ensayos preliminares

Una vez elegido el oxidante mas adecuado y antes de optimizar las
concentraciones de la disolucion oxidante K,S,Og/HCl se han realizado unos
ensayos previos para establecer la potencia maxima de trabajo. En el caso de la
determinacion del As total mediante FI-ETAAS se han encontrado problemas de
reproducibilidad por formacion de burbujas calentando al 30% de la potencia del

microondas focalizado.

Este estudio se ha realizado con una disolucién patrén de 0,3 ug I" Cr(VI)
preparada con agua Milli-Q® y otra disolucién patrén preparada en agua de mar
sintética con la misma concentracion de Cr(VI), con el fin de evitar la influencia de

la eficacia de la oxidacién sobre los resultados.

La potencia maxima de microondas focalizado Prolabo MX 350, es de 300 W, pero
el software solo permite fijar la potencia entre un 20 y 40%, en incrementos de 5%.
En primer lugar se han analizado ambos patrones sin encender el microondas

para tener un valor de referencia.

Para garantizar que la temperatura en el interior del microondas correspondiese a
la potencia seleccionada, se ha bombeado agua Milli-Q® por todas las lineas
durante 10 min con el microondas encendido a la potencia fijada antes de realizar
la medida. Después de estabilizar la temperatura en el interior del microondas se
han analizado el patrén acuoso y seguidamente el patron preparado en agua de
mar sintética, repitiendo esta secuencia para el 20%, 25%, 30% y 40% de la

potencia.

En el caso del patron acuoso de Cr(VI) las sefiales se mantienen practicamente
constantes independientemente de la potencia. Por la contra para el patrén
preparado en agua de mar sintética la sefial sufre una disminucion importante por
encima del 25% de la potencia (Figura 14). Esto probablemente sea debido a la

formacién de burbujas que provocan un retroceso de la corriente durante los

228 Capitulo 4



Desarrollo experimental Agua de mar Cr total

primeros 15 6 20 s de bombeo de la siguiente réplica. Entonces el volumen de
muestra que fluye a través del reactor anudado durante la etapa de
preconcentracion (1min) es menor, lo cual justificaria la disminucion de la sedal

para el patron preparado en agua de mar sintética.

0,12
l Milli-Q®

o 0,09
8 Agua de mar sintética
o 0,06 4 .
g X. .
<

0,03 -

0 T r r
0 10 20 30 40

Potencia/ %

Figura 14. Ensayos preliminares de la potencia del microondas focalizado para la determinacién de Cr
total mediante FI-ETAAS.

Dados los resultados obtenidos en este ensayo preliminar, se ha seleccionado el
25% de la potencia como maximo. En algunos casos se han formado algunas
burbujas en los ultimos segundos del calentamiento por lo que se ha decidido
ampliar la etapa de preconcentracion 10 s con el microondas apagado para
eliminar las burbujas formadas en el tramo final del reactor de mezcla colocado en

el interior del microondas.

2.2.5 Optimizacion de la etapa de oxidacion

Finalizados los ensayos preliminares continuaremos con la optimizacion de las
concentraciones de la disolucion oxidante de K;S,04/HCI y el estudio de la

influencia de la potencia del microondas sobre la eficiencia de la oxidacion.
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2.2.5.1 Efecto de la concentracién K.S.0s/HCI

En primer lugar, se ha analizado la sefal de blanco producida a diferentes
concentraciones de K,S,0g sin afadir HCI, con el fin de delimitar el rango de
optimizacion. Y se ha repetido este ensayo con una disolucion de agua de mar
sintética sin dopar.

Tabla 10. Blancos producido por el K;S,0s en agua desionizada y en agua de mar sintética.

% K,S,0, Absorbancia
@ Agua Mar
Milli-Q Sintética
0 0,0044 0,0080
0,1 0,0092 0,0273
0,2 0,0176 0,0365
0,3 0,0237 0,0546

Se observa un incremento de la absorbancia a medida que se aumenta la
concentracion de K,;S,Og (Tabla 10). Este incremento se produce en mayor
medida para el agua de mar sintética, posiblemente porque alguno de los
reactivos empleados para la preparaciéon de agua de mar sintética contiene trazas
de Cr.

Por tanto, se ha decidido establecer como maximo 0,2% K,S,Og en la optimizacion
de la concentracion del oxidante; para lo cual se han preparado distintas
disoluciones variando la concentracién de K,S,Og entre 0 y 0,2% mientras se

mantiene constante la concentracion de acido a 0; 0,005y 0,01 M HCI.

Los resultados obtenidos para una disolucion de agua de mar sintética dopada con
0,3 ug I Cr(lll) con cada una de las disoluciones oxidantes se representan en la
figura. Al contrario de lo que cabria esperar, el HCI afiadido no mejora la eficacia

de la oxidacién, ya que se obtienen valores de absorbancia mas elevados en
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ausencia de HCI. Existe la posibilidad de que se produjera una disminucion en la
sensibilidad del tubo de grafito, dado que la serie de experimentos sin afiadir HCI
se han analizado en primer lugar. Sin embargo, se ha repetido esta serie al
finalizar los demas ensayos obteniendo valores de absorbancia similares. Por ello,
se ha seleccionado la disolucion de 0,15% (m/v) K,S,Og sin acidificar como la

disolucién oxidante idonea en este caso.

0,12
S 0,09 4 0 M HCI !
1= e —
b: 0,005 M HCI ]
S 0,06 A SN 4
2 . s
< 0,01M HCI
0,03 -
0 : : .
0 0,05 0,1 0,15 0,2
% K;S:04

Figura 15. Optimizacién de la concentracion de oxidante para la determinacién de Cr total mediante Fl-
ETAAS.

La duracion de la etapa de preconcentracion se podria aumentar hasta 2 min sin
que ello suponga un aumento del tiempo total de analisis, ya que la etapa de
preconcentracion ocurre simultaneamente a la etapa de deteccion en el equipo de
ETAAS. Se ha comprobado si un incremento en el tiempo de la etapa de

oxidacién-preconcentracién mejoraria la eficacia de la oxidacion.

Para ello se han comparado los resultados obtenidos con una disoluciéon de agua
de mar sintética con 0,3 ug I Cr(lll) preconcentrando 1 min; y con una disolucion
de agua de mar sintética con 0,15 ug I Cr(lll) preconcentrando 2 min. La cantidad
de analito que fluye a través del reactor anudado es la misma en ambos casos,
entonces si la oxidacién fuera mas efectiva deberia observarse un aumento en la

senal de absorbancia preconcentrando 2 min.
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Tabla 11. Influencia del tiempo de preconcentracion sobre la eficacia de la oxidacién de Cr(lll) en la
determinacion de Cr total mediante FI-ETAAS.

Tiempo /s 60 120
Cr(i) /ug I 0,3 0,15 0,3
“ 0,0812 0,0469 0,0577
g
8 0,0752 0,0493 0,0648
2 0,0782 0,0532 0,0622
Media 0,0782 0,0489 0,0616
% CV 3,8 6,4 58

Sin embargo, los resultados obtenidos reflejan el efecto opuesto. Las sefiales
obtenidas con 2 min de preconcentracién son menores que para 1 min, incluso
duplicando la cantidad de analito bombeada (Tabla 11). Ademas, trabajando con 2
min de preconcentracion disminuye la reproducibilidad dando coeficientes de

variabilidad significativamente mayores.

Ya que no se produce mejoria en la eficacia de la oxidacion y aumenta la
variabilidad al duplicar la duracion de esta etapa, se ha decidido mantener el

tiempo de la etapa de preconcentracién en 1 min.

2.2.5.2 Efecto de la potencia de microondas focalizado

La reaccion de oxidacién se acelera calentando la mezcla de la muestra y la
disolucion oxidante de K,S,0s. En trabajos publicados anteriormente” & 8 se
emplea un bafio de agua caliente, en el cual se sumergen la muestra que fluye a
través de un reactor de mezcla. En este caso se ha sustituido el bafio de agua por

un microondas focalizado.
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Como se ha visto en los ensayos preliminares la potencia del microondas no debe
superar al 25% si se mantiene encendido durante 1 min. Después de haber
optimizado la concentracion de oxidante, se ha realizado un estudio mas detallado
del efecto de la potencia del microondas sobre la reaccion de oxidacion mediante
el seguimiento de la absorbancia producida por una disolucién patron de 0,3 ug I
Cr(lll) variando la potencia aplicada y el tiempo de calentamiento. En primer lugar,
se ha analizado el patron con el microondas apagado y a continuacion siguiendo

los siguientes pasos:
v Encendido 30 s al 20% y apagado los 40 s restantes.

v Encendido 60 s al 20% y apagado los 10 s restantes.

Se ha repetido la misma secuencia trabajando al 25% de la potencia. Y ademas

para verificar los ensayos preliminares se ha calentado durante 60 s al 30% de la

potencia.
0,08
3
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p 0,06 60 30
2 30
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Figura 16. Optimizacion de la potencia del microondas y tiempo de calentamiento para la

determinacion de Cr total mediante FI-ETAAS.

Los resultados obtenidos (Figura 16) confirman que el calentamiento con
microondas focalizado acelera la reaccion de oxidacion de Cr(lll) en presencia de

0,15% (m/v) K;S,0g ya que existe una mejora en la sefiales obtenidas cuando se
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enciende el microondas respecto al ensayo realizado con el microondas apagado.
Ademas se verifican los resultados obtenidos en los ensayos preliminares, por
encima del 25% de potencia la absorbancia disminuye debido a la formacion de

burbujas.

Se ha elegido como condiciones 6ptimas de calentamiento, 60 s al 25% de la
potencia, para las cuales se alcanza el maximo en absorbancia, como se puede

ver en la figura 16.

Ya que la formacién de burbujas nos impide aumentar la potencia del microondas,
se ha planteado la posibilidad de aumentar el tiempo de permanencia de la
muestra junto al oxidante en el interior de microondas focalizado. Para ello, se ha
incluido una nueva etapa al final de la secuencia del sistema de inyeccién en flujo,
en la cual las bombas y el microondas permanecen apagados. Y como existe un
pequefio margen de tiempo hasta que se complete el programa temperaturas de la

camara de grafito, esto no supondria un incremento del tiempo total de analisis.

Se ha variado la duracion de esta etapa de espera para ver como influye el tiempo
transcurrido entre la mezcla de la muestra y la disolucién oxidante y la posterior
adicion del APDC, sobre la eficacia de la oxidacién (Figura 17), empleando una

disolucion de agua de mar sintética dopada con 0,3 ug I" Cr(lll).

0,12
Potencia al 25%
0,09 -
S
[¥]
s
2 0,06 -
o
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0,03 -
0 4
0 60 90
Tiempo /s

Figura 17. Efecto de la duracion de la etapa de espera sobre la eficacia de la oxidacion.
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Claramente, se puede comprobar que la inclusién de esta etapa de espera no

mejora la eficacia de oxidacion, por tanto, se ha descartado la etapa de espera.

2.2.6 Caracteristicas analiticas

Finalizada la optimizacion de los parametros criticos de la oxidacion “on linea” del
Cr(llly a Cr(VI), procedemos a la caracterizacion del método propuesto. Para ello,
se ha estudiado las rectas de calibrado y adicion estandar, la sensibilidad, la
precision y la exactitud. Ademas se ha calculado el factor de preconcentracién y la

eficacia de la adsorcion.

2.2.6.1 Rectas de calibrado y adicién estandar

Con el fin de elegir el modo de calibracién mas adecuado para la determinacion de
Cr total en muestras de agua de mar, se han comparado las rectas de calibrado
con patrones acuosos y patrones preparados en agua de mar sintética, asi como

las rectas de adicion estandar y de adicion estandar dopada con Cr(VI).

Se ha comenzado por el calculo de la recta de calibrado con patrones acuosos,
para lo cual se prepararon varias disoluciones variando la concentracién entre 0 y
0,4 pg I" Cr(ll). Las sefiales de absorbancia para todos los niveles de
concentracion dieron entorno a 0; repitiéndose los resultados después de
descartar un problema de funcionamiento del sistema Fl o de sensibilidad del
equipo ETAAS, analizando una disolucion de concentracion conocida de Cr(VI).
Probablemente, esto sea debido a que las condiciones de oxidacion han sido
optimizadas con agua de mar sintética y no son validas para agua Milli-Q®. Se
prepararon, entonces, las disoluciones patron con agua de mar sintética variando
la concentracién entre Oy 0,4 ug I Cr(Ill), para el calculo de la recta de calibracion
correspondiente. En este caso, los valores de absorbancia crecen a medida que

se aumenta la concentracion de Cr(lll), es decir, la oxidacién tiene lugar.
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Continuando con el calculo de la recta de adicion estandar, se prepararon varias
disoluciones tomando un volumen fijo de una muestra de agua de mar, 45 ml, a la
cual se le anaden diferentes volumenes de un patrén de 100 g I Cr(lll), y se
completan con agua de mar sintética hasta los 50 ml. Y finalmente, con el objetivo
de comprobar la selectividad del método, se ha repetido la preparacion de las
disoluciones pero, en este caso, dopandolas con Cr(Vl). Se ha probado con
diferentes concentraciones de Cr(VI) en busca de un valor adecuado para el nivel
0 de adicién. De esta pruebas se concluye que 0,05 ug I" Cr(Vl) es la
concentracion con la que se pueden dopar las muestras sin que los valores del

nivel 0 sean demasiado elevados evitando salirse del rango de linealidad.

0,15

0.12 4 Adicion dopada y=0,16x+0,0584
S ' y=0,174x +0,0674 r=0,999
s r=0,998
8 009
o
(7]
< 006

0,03 1 y=0,133%+0,0353

r=0998
0 T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Concentracion / pg I

Figura 18. Rectas de calibracién para la determinacion de Cr total mediante FI-ETAAS.

En la figura 18 se representan las rectas de calibracion obtenidas tal como se ha
descrito anteriormente. A los resultados obtenidos se le ha aplicado un test
estadistico para la comparacion de las pendientes, {-Student. Estos ensayos se
han repetido en sesiones de trabajo distintas y siempre se ha encontrado que
existe diferencia significativa entre la recta de calibrado con patrones preparados
en agua de mar sintética y la recta de adicién estandar con un nivel de confianza
de 95%. Por ello, para cuantificar la concentracién de Cr total en las muestras de

agua de mar se debe emplear la recta de adicion estandar.
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Para definir el rango de linealidad se ha ampliado el rango de concentraciones de
las disoluciones patrén preparadas en agua de mar sintética hasta 0,8 ug I Cr(111),
concentracion a la cual se obtiene un valor de absorbancia bastante elevado,
ligeramente superior al maximo recomendado por el fabricante del equipo ETAAS
(Figura 19).
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Concentracion / pg I

Figura 19. Rango de linealidad para la determinacion de Cr total mediante FI-ETAAS.

La curva de calibracién obtenida se ajusta perfectamente a una recta con un
coeficiente de regresion mas que aceptable, lo cual implica que el método

presenta un comportamiento lineal entre 0 y 0,8 pg I

2.2.6.2 Sensibilidad

La sensibilidad del método propuesto se ha calculado con la desviacion estandar
relativa de 11 medidas consecutivas del blanco, es decir, la sefial correspondiente
al agua de mar sintética y los demas reactivos empleados. Los valores obtenidos
han sido: 0,04 ug I y 0,14 pg I"' para el LOD y el LOQ respectivamente.

Ademas se ha calculado la masa caracteristica analizando una muestra dopada

con diferentes niveles de concentracion de Cr(lll). La masa caracteristica obtenida

para este método fue 1,5 + 0,1 pg. En la tabla12 se resumen los valores de
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absorbancia obtenidos y la masa caracteristica para cada uno de los niveles de

concentracion.

Tabla 12. Calculo de la masa caracteristica para la determinacion de total mediante FI-ETAAS.

Concentracion/ Absorbancia Masa caracteristica/
g I P9
0 0,0670
0,1 0,0791 1,5
0,2 0,0910 1,5
0,3 0,1043 14
0,4 0,1131 1,5
Media 1,5
le} 0,1

2.2.6.3 Precisién

Se ha estudiado la precisién del método mediante la repetibilidad realizando 11
inyecciones consecutivas de una muestra de agua dopada con 0,2 ug I Cr(ll1)
(Tabla 13). El coeficiente de variacion obtenido fue 3,3 %. Este valor es aceptable,
aunque ligeramente elevado debido a la variabilidad intrinseca a las técnicas de

inyeccion en flujo.

Tabla 13. Repetibilidad para la determinacién de Cr total mediante FI-ETAAS.

Absorbancia

00487 00525 00492 00497  Medid ;6504
00508 00486 00537  0,0506 S 0002
00489 00516  0,0504 %CV 33

238 Capitulo 4



Desarrollo experimental Agua de mar Cr total

A pesar de ello, el método propuesto para la determinacién de Cr total mediante

FI-ETAAS en agua de mar usando reactores anudados es un método preciso.

2.2.6.4 Exactitud

La valoracion de la exactitud del método no se ha podido realizar empleando el
material de referencia certificado de agua de mar, NASS-4, porque este material
esta acidificado para su conservacion. Las condiciones de oxidacidn no son
adecuadas para el material de referencia certificado acidificado porque han sido

optimizadas para agua de mar sintética, la cual tiene pH 8.

Tabla 14. Calculo de la recuperacién analitica para la determinacion de Cr total en agua de mar
mediante FI-ETAAS.

Concentracion / Absorbancia Concentracion Recuperacion /

ug I’ calculada / ug I %
0 0,0669

0,1 0,0755 0,10 99,7

0,2 0,0843 0,20 100,8

0,3 0,0933 0,31 101,9

04 0,1022 0,41 102,3

Media 101,2
G 1,2

Recta adicion estandar y = 0,0863x + 0,0399

Dada la imposibilidad de emplear el NASS-4, se ha evaluado la exactitud del
método mediante la recuperacion analitica. Para ello se prepararon varias
disoluciones de una muestra dopada a diferentes niveles de concentracién de
Cr(lll) y con 0,05 ug I de Cr(VI). En la tabla 14 se resumen los valores obtenidos,

dando un % recuperacion analitica media de 101,2 £ 1,2%.
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2.2.6.5 Factor de preconcentracion y eficacia de adsorcion

El calculo del factor de preconcentracion segun recomienda Fang17 se ha
realizado mediante la comparacion de las pendientes de las rectas de calibrado
sin y con preconcentracion. Para ello se han preparado varias disoluciones de
etanol dopadas con diferentes concentraciones entre 0y 10 ug I'' Cr(lll) y se han
analizado inyectandolas directamente en la camara de grafito. A continuacion se
han preparado varias disoluciones de una muestra dopandolas a diferentes niveles
de concentracion entre Oy 0,8 ug I'" Cr(lll) y se han medido con el método

propuesto. Las ecuaciones de las rectas de calibracion fueron:

Directo.........ccevvviiiiiien, y =0,0070x +0,0045 r=0,999
Con preconcentracion......... y =0,0807 x +0,0420 r=0,999

La relacién entre pendiente nos da el factor de preconcentracion, que en este caso
es 12.

La eficacia de la adsorcion se ha calculado comparando el factor de
preconcentracion obtenido con el tedrico. En el método propuesto se consumen 5
ml de muestra que posteriormente se eluye con 40 ul de etanol. Considerando la
relacion de volumenes, el factor de preconcentracion tedrico deberia ser 125.
Como el factor de enriquecimiento calculado es 12, se obtiene una eficacia de
adsorcion del 9,6%. Este valor es mas bajo que al correspondiente al método que

se ha tomado como referencia para la determinacion selectiva de Cr(VI), 24,8%.

Al igual que ha sucedido con el método para la determinacion de As total en agua
de mar empleando la misma técnica, al realizar el calculo de la eficacia de
adsorcién no se esta teniendo en cuenta la etapa de oxidacidon previa a la
preconcentracion en el reactor anudado. Realmente este parametro deberia

llamarse eficacia de adsorcién y de preoxidacion.
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2.2.7 Método propuesto

El programa del equipo FIAS-400 empleado para la determinacién selectiva de Cr
total en agua de mar mediante un sistema FI-ETAAS usando reactores anudados

se resume en la tabla 15.

Tabla 15. Programa del FIAS-400 para la determinacion Cr total mediante un sistema FI-ETAAS en

agua de mar.
Tiempo/ Bomba1/ Bomba2/ Valvula Valvula
Etapa s rpm rpm Inyecion seleccion
Carga Inyecion
1. Carga Etanol 3 0 35 1
2. Elucién 45 0 20 1
3. Oxidacién y 60 60 0 2
Preconcentracion
4. Apagar microondas 10 60 0 2
5. Lavado 10 60 0 3
6. Vaciado con aire 20 0 60 1

Al igual que para el método de determinacién de Cr(VI) el tiempo total de analisis
por réplica equivale a la duracion del pretratamiento de la muestra, 2 min y 18 s,
porque el programa de temperatura de la camara de grafito termina antes de que
finalice el programa del FIAS-400. El programa de temperaturas de la cdmara de
grafito es el mismo que para la determinacion de Cr(VI) (Tabla 2). Dada la
ampliacién del montaje Fl, con la inclusion del microondas focalizado se debe
tenerse en cuenta que la primera medida de una muestra corresponde a la

muestra anterior que ha quedado en el interior del microondas.

Las concentraciones optimizadas de cada uno de los reactivos utilizados, asi como

el consumo de cada uno de ellos se resumen en la tabla 16. En la etapa de
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preoxidacion se enciende el microondas focalizado durante 1 min al 25% de la

potencia, aproximadamente 75 W.

Tabla 16. Concentraciones optimizadas, caudales y consumo de los reactivos usados en la
determinacion Cr total mediante un sistema FI-ETAAS en agua de mar.

. . Caudal / Consumo /
Reactivo Concentracion ml min™ ml
Muestra - 5 5
KzSQOg 0,1 5% (m/V) 3 3
HCI 0,05 M 5 5
APDC 0,05 % (m/v) 1,5 1,5
0,
Disol. Lavado APDC 0,01% (m/v) 3 0,25
HNO; 0,02% (v/v)
Are e 1 Elucion .
3 Vaciado
Etanol Absoluto - 40 pl

2.3 APLICACION

El método adaptado para la determinacion de Cr total en agua de mar mediante
FI-ETAAS, se ha utilizado para realizar un estudio de la distribucion de Cr en la
Ria da Arousa. Posteriormente se dedica un capitulo a la especiacion de As y Cr

en esta ria, donde se expondran los resultados obtenidos.
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1 Introduccion

Los valores de concentracidon de los elementos traza en agua de mar deben ser
valorados en conjunto con otros parametros hidrograficos y biogeoquimicos como
por ejemplo: patrones de circulacion de las corrientes dominantes en el area de
muestreo, la salinidad, temperatura, gases disueltos, materia organica, etc. En
otras palabras, las concentraciones obtenidas de los elementos traza deben ser

oceanograficamente coherentes’.

1.1 Conceptos bdsicos de oceanografia

Los océanos pueden definirse como grandes masas de agua salada situadas
entre los continentes en los que tiene lugar continuamente fendmenos fisicos
quimicos y biolégicos que los convierten en el ecosistema mas importante del
planeta. El origen de la vida sucedié en el mar porque posee unas propiedades
que facilitaron el desarrollo de los primeros organismos. En primer lugar el agua es
uno de los principales constituyentes de los organismos vivos, y la temperatura del
mar es practicamente constante, por tanto la adaptacion resulta sencilla, sin sufrir
cambios tan drasticos como en el aire. Ademas, el efecto de la gravedad es menor

por lo que los animales no necesitan estructuras complejas para sostenerse y
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moverse. A esto se le suma que nadar y flotar requiere menor energia que

caminar o volar®.

Los océanos representan el 71% de la superficie terrestre, de ahi el interés por su
estudio. A pesar de que la relacién hombre-mar se remonta a la prehistoria, no fue
hasta 1872 cuando comienza el estudio sistematico del mar. En diciembre de este
ano zarpa del puerto inglés de Porsmouth el barco HMS Challenger con el objetivo
de realizar la primera expedicion cientifica, que durante 4 afios recorrid los

océanos Atlantico, Pacifico e indico.

1.1.1 Composicion del agua de mar

Los diversos componentes del agua de mar se presentan como especies

disueltas, en forma coloidal, como materia particulada o gases disueltos®:

= Especies disueltas.

Por convenio se consideran como tales aquellas que pasan a través de un filtro de
0,45 ym. Se subdividen en especies organicas e inorganicas. A su vez, estas
ultimas se agrupan en componentes mayoritarios cuando su concentracién supera
1 g I y el resto en componentes minoritarios. Las especies inorganicas disueltas
se encuentran fundamentalmente como iones libres aunque también existen

especies moleculares o pares iénicos.

= Forma coloidal.
Son componentes que pasan a través del filtro de 0,45 ym pero no se disuelven.
Un numero considerable de cationes se hidrolizan lentamente a causa del pH del

agua de mar originando complejos coloidales hidroxilados.
= Materia particulada.

Dentro de este grupo se distinguen entre organica e inorganica. La mayoria de la

especies organicas particuladas han sido incorporadas a los océanos por

Capitulo 5 249



Ria de Arousa Introduccién

putrefaccion de organismos muertos o como productos de excrecion de
organismos vivos. Mientras que las especies inorganicas particuladas estan
constituidas por residuos de la erosion de rocas terrestres y por silicatos y
carbonatos procedentes de conchas y esqueletos de organismos muertos. En las
particulas organicas suele haber un notable contenido de metales, ordinariamente

escasos en el agua de mar, acumulados en los organismos Vivos.

La clasificacion mas habitual para las especies disueltas en el agua de mar
distingue entre constituyentes mayoritarios y minoritarios. El 99% del contenido
total de sales del agua de mar se debe a los componentes mayoritarios, los cuales
se mantienen en una proporcion constante* ° (Figura 1).

Figura 1. Componentes mayoritarios del agua de mar de salinidad 35%.

Concentracion/
gkg’
cr 19,354
Na* 10,770
SOy 2,712
Mg** 1,290
ca" 0,4121
S04 K* 0,3990
HCOy 0,1263
Br 0,0673
B(OH); 0,0257
sr 0,0079
F 0,0013

Se consideran componentes minoritarios aquellas especies que se encuentran en
concentraciones inferiores a 1 ug I". No obstante, la mayoria de ellos juegan un
papel fundamental en el medio marino. Algunas sales inorganicas, genéricamente
conocidas como nutrientes, resultan imprescindibles para sintesis de materia

organica. Entre estas destacan nitratos, fosfatos y silicatos.
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Los metales traza constituyen otro grupo de componentes minoritarios, algunos de
los cuales también son esenciales para los organismos marinos, como por
ejemplo: Mn, Fe, Co, Cu, Zn, Mo®. Junto a la complejidad de los procesos en los
que intervienen los metales traza, la dificultad de obtener analisis exactos justifica
la falta de conocimiento de su distribucion en el agua de mar. El limite de
deteccion puede estar limitado por la sensibilidad de la técnica analitica, aunque
frecuentemente el valor del blanco es el factor limitante. Por ello es muy
importante evitar cualquier tipo de impurezas en los reactivos y el material de

laboratorio, asi como minimizar las variaciones instrumentales” 8.

Ademas el agua de mar esta en constante movimiento y en ella tiene lugar
nuMerosos procesos quimicos y bioldgicos, por lo que resulta dificil establecer la

concentracién habitual de los elementos traza disueltos en el agua de mar.

En la busqueda bibliografica sobre la composicién del agua de mar hemos
encontrado varias tablas de concentracién de los elementos traza. La primera de
ellas propuesta por Turekain® en 1968 en la que se expresa la concentracién en
mg . Una publicacién mas reciente, el libro titulado Marine Geochemisi‘ry1 editada
en 2003, incluye una tabla de composicion que coincide con la de otro libro
Chemical Oceanography3 publicado en 1992. No obstante, en el primero de ellos
cita como fuente un trabajo de 1983, por lo que los valores son también bastante

antiguos.

Para realizar la comparacién entre las tablas surge un inconveniente, los valores
en la segunda tabla se expresan en nmol kg'1, por lo que se debe tener en cuenta
la densidad del agua de mar para la conversiéon de unidades. La densidad del
agua de mar no es una constante, sino que depende de la temperatura y la
salinidad, por lo que necesitariamos conocer el valor empleado en el calculo de las
concentraciones. Al tratarse de concentraciones tan bajas se estaria cometiendo

un error si no se usa el valor adecuado.
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En vista de ello, hemos optado por considerar los datos facilitados por Turekain®

como composicidn habitual en agua de mar (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion normal del agua de mar®. Concentraciones expresadas en mg I”".

Na 10800 Ti 110° Ru 7107 Tb 1,4 107
cl 19400 ' 1,9 107 Rh Dy 9,1 107
Mg 1290 Cr 210* Pd Ho 2,2107
S 904 Mn 410" Ag 2,810™ Er 8,7 107
K 392 Fe 3,410° cd 1,110* Tm 1,7107
Ca 411 Co 3,910 In Yb 8,2 107
Br 67,3 Ni 6,6 107 Sn 8,1 10" Lu 1,5107
He 7,210° Cu 910* Sb 3,310* Hf <810
Li 0,170 Zn 510° Te Ta <2,510°
Be 6107 Ga 310° 1 0,064 w <110°
B 4,450 Ge 610° Xe 4,710° Re 8,410°
c 28,0 As 2,6 107 Cs 310™ Ir
15,5 Se 910* Ba 0,021 Pt
F 13 Kr 2,110* La 2,910° Au 1,1 10°
Ne 1,210* Rb 0,120 Ce 1,210° Hg 1,510°
Al 1107 Sr 8,1 Pr 6,4 107 Tl
Si 1,910 Y 1,310° Nd 2,810° Pb 3 10°
P 0,088 Zr 2,6 10° Sm 45107 Bi 210°
Ar 0,450 Nb 1,5107° Eu 1,310° Th 4107
Sc <410° Mo 0,01 Gd 7107 u 3,310°

Los constituyentes disueltos en el agua de mar también pueden clasificarse segun

su comportamiento en 2 grupos:

252

=« Conservativos.

Aquellos constituyentes no influenciados por procesos bioldgicos ni quimicos

en muy largo plazo, sino que principalmente estdn gobernados por procesos

fisicos’.

Por

ejemplo

los constituyentes

mayoritarios

presentan

un

comportamiento conservativo. En cuanto a los elementos traza, se consideran
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dentro de este grupo aquellos cuyos perfiles verticales muestran una relacién
constante con la salinidad, como resultado de su baja reactividad en el agua
de mar" ©. Ejemplos: cationes hidratados de Rb* y Cs’, y el oxoanion de
molibdato MoO,*"

= No conservativos.

Su concentracion es muy variable debido a su participacion en procesos
biogeoquimicos. La mayor parte de los constituyentes minoritarios suelen
presentar un comportamiento no conservativo. Dentro de este grupo destacan
los nutrientes cuya concentracion varia tanto espacial como estacionalmente

condicionando la productividad bioldgica.

1.1.2 Parametros fundamentales

Las propiedades fundamentales del agua de mar mas interesantes para los
quimicos marinos son la temperatura y salinidad, las cuales estan
interrelacionadas. La ecuacion de estado del agua de mar adoptada por la
UNESCO en 1981 es la expresion matematica de la relacion entre la temperatura,
salinidad, presién y densidad. Suele emplearse para el calculo de la densidad a

partir de los otros parametros™ "°.

p(8,10)

p(S’t’p):m

donde p(S,z p) es la densidad expresada en kg m™ como funcién de la salinidad
practica (S), temperatura (¢, °C) y la presion (p, bar). El término p(S,2,0) se conoce

como la ecuacion internacional de estado del agua de mar a 1 atmosfera de

presion; y el otro término K(S,t,p) se calcula mediante unas expresiones

complejas en funcioén de la salinidad y la temperatura.
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1.1.2.1 Temperatura

La temperatura es una de las propiedades fisicas mas importantes en el medio

marino, que influye sobre fendmenos fisicos, quimicos, geoquimicos y bioldgicos.

Principalmente, el calor recibido por el agua de mar procede de la radiacién solar,
aunque también existen otras fuentes como el calor que asciende por conveccion
desde el fondo de los mares y desde el interior de la tierra o desde la propia
atmosfera. Debido al elevado calor especifico que presenta el mar, los cambios de
temperatura que en él se producen son mucho menores que los terrestres.
Gracias a esta caracteristica el mar actia como termorregulador suavizando el

clima en las zonas costeras®.

En general, la temperatura del mar oscila entre 2-30°C, pudiendo alcanzar en
algun caso el valor extremo de -1,9°C (T? congelacion). Las maximas oscilaciones
térmicas diarias son muy pequefias, 0,3°C en el océano e inferiores a 2°C en
zonas costeras o muy planas. Hay otros factores que influyen en las oscilaciones
térmicas:

= Latitud. De la cual depende el tiempo de insolacion y el angulo de incidencia
de los rayos solares.

= Profundidad. En superficie existen mayores variaciones que dependen de
multiples factores: estacionales, meteoroldgicos, etc. Al aumentar la

profundidad se estabiliza la temperatura entre 4 y 1°C.

= Corrientes. Este factor puede llegar incluso a anular el efecto de la latitud

sobre la temperatura.

= Estacion del afio. Las oscilaciones estacionales de temperatura van desde
5°C en los tropicos hasta 10°C en las zonas templadas. Aunque en la costa
y mares cerrados estas oscilaciones suelen ser mayores, por ejemplo hasta

12°C en el mar Mediterraneo, 17°C en el Baltico y 18°C en el Mar Negro.
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= Situacién meteorolégica. La temperatura de la atmésfera y el grado de

nubosidad influyen sobre todo en la temperatura de la capa superficial.

La temperatura junto con la salinidad, influyen en la densidad y solubilidad de los
diferentes gases que aparecen en el medio marino y ambos condicionan la

distribucion de los seres vivos en el mar'" 2,

1.1.2.2 Salinidad

La salinidad se refiere a la cantidad de sales contenidas en una determinada
muestra de agua de mar. A primera vista cabria suponer que es posible medir por
simple evaporacion del agua, no obstante experimentalmente no es tan sencillo,
ademas de que seria un método bastante tedioso. En la primera expedicién
oceanogréfica realizada en el HMS Challenger se ha demostrado que aunque la
cantidad total de sales puede variar, los constituyentes mayoritarios estan siempre
presentes en la misma proporcion. Partiendo de esta premisa Knudsen propuso la
primera definicién para el término salinidad como: "el peso de las sales inorganicas
en un kilo de agua de mar si todo el bromuro y el yoduro son reemplazados por
una cantidad equivalente de cloruros, y todos los carbonatos son reemplazados
por una cantidad equivalente de oxidos™" * " '*. Después del analisis de gran

cantidad de muestras Knudsen propuso la siguiente ecuacion:
S5/, = 1,805 CI°/,, + 0,030

donde S§°/,, representa a la salinidad y CI’/,, a la clorinidad. El nuevo término,
clorinidad, se refiere al peso de cloro equivalente a todos los halogenuros
existentes en un kilo de agua de mar. Este valor se obtiene experimentalmente

mediante la valoracion con nitrato de plata.

Posteriormente se ha establecido la relacién entre la salinidad y la conductividad

relativa a un patrén de agua de mar (Standard Sea Water) basandose en las
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relaciones empiricas de la IAPSO (“Internacional Association of Physical Sciences
of the Ocean”). Para realizar las medidas de salinidad en funcién de la
conductividad relativa fueron disefiados unos aparatos llamados salindmetros. En
la actualidad se emplea el CTD, instrumento para la medida “in situ” de la
conductividad, temperatura y presion, a partir de la cual se obtiene el valor de
salinidad a través de la ecuacién que relaciona la conductividad con la salinidad
que depende de la temperatura4. Estos aparatos proporcionan unos datos muy
precisos en torno al 0,001°,,. Esta precisiéon resulta fundamental porque el 75%

del agua de mar se encuentra entre 34-35 /.

La salinidad calculada de esta manera se conoce como salinidad practica que
difiere ligeramente del valor obtenido aplicando estrictamente la primera definicion.
Es decir, si se calcula el peso de las sales de una muestra cuya salinidad practica
es 35°,, se obtendria un valor mayor a 35 gramos de sales por kilo de muestra”.
Al margen de esta matizacion, habitualmente cuando nos referimos a la salinidad

realmente estamos dando el valor de la salinidad practica.

El rango usual para la salinidad en los océanos es de 32-37°%/,,. Sin embargo, en
ciertas condiciones puede alcanzar valores excepcionalmente altos o bajos. En el
caso de mares semi-encerrados y latitudes medias, debido a que el efecto de la
evaporacion prevalece sobre el de las precipitaciones, la salinidad es mayor; por
ejemplo en el Mar Mediterraneo alcanza el 37-39 °/,, y en el Mar Rojo llega al 40-
41 °/,,. Por lo contrario en zonas costeras bajo la influencia de grandes rios o en la
época lluviosa los valores de salinidad disminuyen considerablemente, como en el

Mar Baltico, cuya salinidad es del 8 °/001.

1.1.2.3 Densidad

La densidad se define como la masa por unidad de volumen, usualmente
expresada en g‘cm'3. Al agua se le ha asignado una densidad de 1 g'cm'3, la cual

se emplea como referencia para medir la densidad de otras sustancias.
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El rango de densidad esta entre 1,0220-1,0300 g cm™ en el océano;
significativamente mayor a la densidad del agua pura debido al gran contenido de
sales. Como se han expuesto anteriormente, este parametro se calcula mediante
la ecuacién de estado del agua de mar como una funcién de la temperatura,
salinidad y presion. En la figura 2 se representa la variacion de la densidad con la
temperatura y la salinidad. Generalmente, a medida que aumenta la profundidad, y

por tanto la presion, nos encontramos con aguas mas densas y frias.

Salinidad

30 32 34 36 38 40
25 I I 1 I 1 1

Temperatura/ °C

Figura 2. Variacion de la densidad del agua de mar con la temperatura y la salinidad.

Se trata de una de las propiedades fisicas mas importantes del agua de mar

porque la diferencia de densidad influye sobre el movimiento de las masas de
agua.
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1.1.2.4 Luz

La luz, ademas de calentar el agua de mar superficial, proporciona la energia
luminosa a los organismos autoétrofos capaces de realizar la fotosintesis (algas,
algas verde-azuladas y cianobacterias), con lo que aportan oxigeno a las aguas y
alimento para las especies animales'. Es un factor esencial para entender la
distribucion de las especies vegetales en profundidad, que indirectamente
condicionan a otras especies, por estar el fitoplancton en la base de la cadena

trofica.

La columna de agua de mar se diferencia segun la penetracién de la luz en’:

= Capa fotica. Zona hasta donde penetra la luz que se subdivide en la capa
eufética, donde la luz es suficiente para el crecimiento y reproduccién de
plantas marinas; y capa disfética, donde se puede ver pero la luz no es

suficiente para realizar la fotosintesis.

= Capa afética. Zona oscura donde no llega la luz.

Una forma de medir la profundidad hasta donde llega la luz es mediante un disco
Secchi. Se introduce en el mar un disco blanco de 30 cm de diametro atado con
un cabo con marcas de profundidad, procurando que baje verticalmente. En el
momento que deja de verse el disco se toma como la profundidad de penetracion
de la luz™. Cuanto mayor sea el contenido de materia en suspension, mayor sera
la absorcion de la luz; lo que implica una menor transmision y que el disco Secchi
desaparezca a menor profundidad. Por ello, la penetracion de la luz se ve
dificultada en las zonas costeras donde hay mas particulas en suspension
procedentes de los rios, restos organicos y mayor presencia de fitoplancton
originando gran turbidez en las aguas.

La latitud es otro factor que influye sobre la penetracion de la luz porque de ella
depende el angulo de incidencia. En el Ecuador la luz incide perpendicularmente
en la superficie del agua por lo cual penetra mas que hacia los polos donde los

rayos solares llegan con cierta inclinacion™".
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Ademas la absorcién depende de la longitud de onda del espectro luminoso. La
luz roja es rapidamente absorbida mientras que la azul alcanza hasta los 600

metros (Figura 3).

Atmosfera

Océano

Figura 3. Penetracion del espectro luminoso en el mar.

1.1.2.5 Gases disueltos

A través de la interfase aire-mar se produce el intercambio de gases entre la
atmosfera y los océanos. Aunque en porcentajes bastante variables todos los
gases atmosféricos pueden hallarse disueltos en el mar. Los mas importante No,
O, y CO, se encuentran en una proporcion 28:19:1, aunque sus concentraciones
dependen de la temperatura y la salinidad. El oxigeno y el diéxido de carbono son
los mas estudiados porque ambos juegan un papel muy importante en el ciclo

biogeoquimico del agua de mar.
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El O, disuelto se libera durante la fotosintesis en la capa fética y se consume
durante la oxidacion de la materia organica en aguas mas profundas. Los valores
minimos suelen encontrarse entre 100-1000m de profundidad. La concentracion

de oxigeno disuelto puede usarse para caracterizar una masa de agua1.

Por el contrario el CO, disuelto se consume durante la fotosintesis y se libera
durante la oxidacién de la materia organica. Ademas el CO, participa en multitud
de procesos fundamentales en el agua de mar dada su elevada reactividad. No se
puede olvidar la aparicion de CO, en forma de otros radicales tales como
carbonatos o bicarbonatos, constituyentes basicos de las estructuras esqueléticas

de los seres vivos marinos.

1.1.2.6 Tiempo de residencia

El tiempo de residencia de un elemento en el océano es el promedio de tiempo
que dicho elemento permanece disuelto o en suspension antes de pasar a formar
parte de los sedimentos” 2. En un sistema estacionario la entrada de un elemento
por unidad de tiempo se compensa con la salida. En el caso de los océanos la
entrada tiene lugar principalmente a través de la descarga de los rios, la
deposicidon atmosférica y las exhalaciones hidrotermales; mientras que la salida

debe fundamentalmente a la sedimentaciéon. Habitualmente, el tiempo de
residencia, 7, se calcula mediante la siguiente ecuacion:

= A
dA/dt

donde A representa la cantidad de elemento en disolucién o suspension y d4/dt,

la cantidad introducida o eliminada por unidad de tiempo.
Se encuentra un amplio rango de valores para los tiempos de residencia, lo cual

refleja las diferencias en la reactividad de los elementos en el agua de mar. Los

metales alcalinos y alcalinotérreos de menor numero atdémico, excepto Be,
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presentan unos tiempos de residencia del orden de 10° afios dada su baja
reactividad, ya que generalmente se encuentran como simples cationes
hidratados. Algunos metales traza como Zn, Mn, Co y Cu se caracterizan por
tiempos de residencia intermedios (103—104 afnos); mientras que para Al, Ti, Cry Fe
los tiempos de residencia son menores, del orden de 10-10° afios. Los metales
objeto de estudio en esta tesis, As y Cr suele presentar unos tiempos de

residencia de 510° y 610° aios.

1.1.3 Circulacién oceanica

La distribucion de las especies disueltas en el mar esta controlada por su
participacion en los ciclos biogeoquimicos y por el transporte dirigido por los
patrones de circulacion. Por ello resulta tan interesante el estudio de dicha
circulacion oceanica. El oxigeno, por ejemplo, imprescindible para los seres vivos

es transportado por corrientes de agua fria y densa que se hunde en los polos.

Las masas de agua estdn en constante desplazamiento tanto horizontal como
vertical. Las principales fuerzas que dirigen estos movimientos son el viento y la
gravedad. Ademas estan condicionadas por la topografia de los fondos, el litoral

costero y la rotacién de la Tierra.

Los vientos ejercen la mayor influencia sobre la circulacion superficial
determinando el sentido general de circulacién, horario en el hemisferio norte y
antihorario en el hemisferio sur. En aguas mas profundas los movimientos se
deben a la diferencia de densidad entre masas de agua que depende de la
temperatura y la salinidad. Por ello se dice que la gravedad es la responsable de

las corrientes profundas1.

En las zonas costeras, ademas debe tenerse en cuenta la influencia de la fuerza

de la marea y las olas sobre el movimiento de las aguas.

Capitulo 5 261



Ria de Arousa Introduccién

1.1.4 Estuarios

Fairbrigde'® define estuario como una entrada de mar que alcanza el cauce de un
rio hasta el nivel de la marea alta. Se caracterizan por gradientes elevados en las
propiedades fisico-quimicas como: salinidad, concentraciéon de los componentes
mayoritarios y los elementos traza, pH, turbidez y oxigeno disuelto'® provocados

por la mezcla del agua dulce y agua de mar.

La clasificacion dinamica de los estuarios los divide segun los patrones de
circulacion (Figura 4) determinados por el efecto de las mareas frente al caudal del

rio.

= Cufa salada. Por la superficie sale el agua dulce procedente de un rio
caudaloso llegando hasta la boca, por lo que no existe gradiente horizontal
de salinidad en la capa superficial. Mientras que por el fondo entra una

masa de agua densa y salina desde el océano.

= Altamente estratificado. Se distingue una capa profunda con salinidad
uniforme igual a la oceanica y una capa superficial cuya salinidad aumenta
hacia la boca. En este caso el caudal del rio predomina sobre el efecto de
las mareas, no obstante, la velocidad de descarga permite la mezcla entre
capas. Esta dinamica suele producirse en estuarios profundos donde la

mezcla entre capas es infima.

= Parcialmente estratificado. En este caso la influencia de las mareas es
mayor. La salinidad aumenta de la cabeza a la boca y con la profundidad y
tiene lugar una mezcla de las masas de agua por difusion. Las rias

gallegas presentan este tipo de dinamica.

= Mezcla vertical. La salinidad se mantiene uniforme desde la superficie hasta
el fondo porque existe una mezcla homogénea entre el agua del rio y con
la oceanica. Este tipo de circulacién suele darse en estuarios planos y de

poco volumen.
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Cuna Salada Altamente estratificado

Parcialmente estratificado Mezcla vertical
Rio — — s — RI’%@—» %9/—>/GQ/_>
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- - - -
Mar

Figura 4. Clasificacion dinamica de los estuarios.

1.2 Origen y caracteristicas de las rias gallegas

El litoral costero de Galicia es muy caracteristico ya que presenta una costa muy
irregular formada por las rias'’. Las rias gallegas, fendmenos geoldgicos poco
frecuentes, son valles tecténicos hundidos, de profundidad moderada, que forman
costas transversales por la penetracion del mar en ellos y estan afectados por los
movimiento de las mareas, por lo cual se produce en su interior una mezcla del

agua dulce del rio con el agua del mar.
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1.2.1 Origen

La morfologia de las rias puede ser de tipo tectonico, fluvial y glaciar. Durante el
Mioceno (época dentro de la Era Terciaria que va desde 23-5 millones de afios) en
Galicia se formaron fracturas en direccion norte-sur y noroeste-sudoeste (Figura
5). Estas zonas de gran debilidad fueron aprovechadas por los cauces de los rios
para establecer su curso y profundizarlo con mucha mas facilidad. Ademas en
periodos posteriores a las glaciaciones tiene lugar un ascenso del nivel del mar
provocando la invasion de la zona litoral del continente debido al deshielo,

fenémeno conocido como trasgresion marina'’.

Leyenda

/ Fallas

_- Supuestas fallas

Figura 5. Litoral gallego. Fallas de la época del Mioceno. Adaptado de Martinez Grafia"’

Las rias gallegas se pueden agrupar segun su direccion estrechamente
relacionada con las distintas fracturas. En la cornisa cantabrica las rias tienen
direccion norte-sur: Foz, Ribadeo, Ortigueira, Ferrol, Ares y A Coruia. Mientras
que en la costa atlantica existen dos tipos de orientacién: una noroeste-sureste
(Corme, Laxe, Camarifas y Corcubion); y otra suroeste-noreste propia de las Rias

Baixas (Figura 6).
Un factor importante en la morfologia de la ria, el cual depende directamente de la

geologia tectonica, es el tipo de rocas que condicionan la topografia y

dimensiones de una ria. Las rocas mas resistentes que abundan en el litoral
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gallego son los granitos, granodioritas y migmatitas. Estos tipos de rocas dan lugar
a cabos y puntas que limitan cada ria. También se presentan formando numerosas
islas entre las que destacan: Cies, Ons, Arousa y Salvora. Son zonas muy
atacadas por las olas pero con gran resistencia a la erosion. Existen rocas menos
resistentes como por ejemplo las rocas metamorficas, las cuales se erosionan

originando las ensenadas.

9w ° 7°W
O&g o
<
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<oz

Ferrol
Ares-Betanzos

A Corufia~ o

Camarifias

= 43°N 4
Corcubién

Arousa® |

s

Pontevedra

?

Vigo
F 42°N +

Figura 6. Rias gallegas

A pesar de la irregularidad de la linea de costa, las rias poseen caracteristicas
comunes en cuanto a su forma. Todas ellas presentan una amplia zona externa
conocida como boca que se va estrechando a medida que nos adentramos. En la
zona mas interna, denominada cabecera, se encuentra la desembocadura del rio.
La profundidad va aumentando progresivamente desde la cabecera hacia la boca.
En zonas de escasa profundidad se originan grandes barreras arenosas

sumergidas que en algunos casos quedan a descubierto durante la bajamar.
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1.2.2 Dindmica costera

Las corrientes en las rias gallegas estan influenciadas por las mareas, el viento, el

afloramiento y la circulacion residual estuarica positiva.

1.2.2.1 Mareas

Las mareas consisten en movimientos periédicos del mar con desplazamiento
vertical, de ascenso y descenso, de la masa de agua. La influencia gravitacional
de la Luna, y en menor medida la del Sol, sobre las aguas de los océanos es la
causa principal de las mareas. También influyen otros factores como la latitud, la
profundidad del mar, la forma y el tipo de costa, etc. La costa gallega presenta un

rango mareal entre 2-4 m.

Los ciclos de marea son semidiurnos, exactamente duran 12 horas y 25 minutos
dado que el dia lunar tiene 24 horas y 50 minutos. A lo largo de todo el afio los
ciclos de mareas presentan rasgos diversos correspondiendo sus extremos a las
mareas vivas, en los cuales Tierra-Luna-Sol estan alineados de forma que suman
sus fuerzas; y a las mareas muertas cuando la Tierra-Luna-Sol estan formando un

angulo recto contrarrestandose las fuerzas solares y lunares.

1.2.2.2 Vientos

Fundamentalmente, el viento afecta sobre la capa superficial del mar
desplazandola y favoreciendo la entrada de aguas profundas ricas en nutrientes.
En el hemisferio norte, debido al efecto Coriolis, la capa superficial se mueve con
un angulo de 45° a la derecha respecto a la direccion del viento. El movimiento se
va transmitiendo hacia las capas contiguas formando lo que se conoce como

espiral de Ekman (Figura 7).
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Figura 7. Representacion esquematica de la espiral de Ekman. Adaptado de Thurnan®.

En las rias gallegas debido a su orografia, los vientos soplan preferentemente
siguiendo el eje de estas, en ambos sentidos, sumandose o restandose a la
corriente de marea. Con vientos moderados el arrastre del agua superficial por
efecto del viento predomina sobre la marea cuando ambos son en sentido

opuestos.

1.2.2.3 Circulacién residual

Respondiendo al tipo de estuario parcialmente estratificado, en todas las rias
gallegas hay un aporte de agua dulce procedente del rio desde la cabecera y una
entrada de agua oceéanica desde la boca de la ria. El agua dulce del rio, por su
menor densidad, fluye por la parte superficial mezclandose con el agua salada a
medida que avanza hacia la boca de la ria. Esto se compensa con la entrada de
agua oceanica por el fondo de la ria que se va mezclando verticalmente con el
agua superficial que sale (Figura 8).
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La velocidad de la componente vertical de la circulacion residual es muy pequefia.
Y a pesar de que la velocidad de la componente horizontal es 1000 veces mayor
queda enmascarado con la velocidad de las corrientes de las mareas
aproximadamente unas 10 veces mayor. Aunque de menor magnitud la circulacion
residual tiene un papel muy importante en el ciclo biogeoquimico con un aporte

lento, pero continuo de aguas ricas en nutrientes y oxigeno hacia el interior de las

rias.
Agua — > e E—
Fluvial ___________a__________/é_ ___________ ﬁ ___________ 4 _______________
Agua
-~ Océanica
<\ - -—

Figura 8. Esquema de la circulacion residual.

En uno de los primeros estudios exhaustivos sobre la Ria de Arousa realizado por
Otto™ a partir de los datos tomados en varias campafias oceanograficas entre
1962 y 1964, propuso las corrientes de circulacion residual que se muestran en la
figura 9, indicando los puntos de afloramiento. Este comportamiento ha sido

confirmado en estudios posteriores®.

1.2.2.4 Afloramiento

El afloramiento (upwelling en inglés) es un fendmeno inducido por el viento que

produce un ascenso de agua profundas B Se distinguen 2 tipos de afloramiento:

= Ecuatorial.

Los vientos del Este fuerzan varias corrientes a ambos lados del Ecuador
desplazan el agua superficial hacia latitudes mayores debido al transporte de
Ekman. Esto provoca una deficiencia de agua en la superficie entre las dos

corrientes, favoreciendo el ascenso de aguas mas profundas.
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= Costero.

Este tipo de afloramiento contribuye a la extraordinaria produccién primaria de
las aguas en las rias gallegas. En esta costa se produce 2 veces al afio, una
en primavera y otra al final de verano. Se caracteriza por una entrada
excepcional de agua profunda cargada de nutrientes favorecida por la rapida
salida del agua de la capa superficial forzada por el viento. Esta situacién se
da en las Rias Baixas cuando soplan vientos del noroeste con cierta
intensidad durante varios dias consecutivos. Debido a esta entrada de agua
profunda se acelera la circulacion estuarica con lo que el aporte de nutrientes
es todavia mayors. Como consecuencia, la temperatura superficial en la costa

disminuye notablemente, llegando incluso a 8°C menos.

—> Caorrientss Superficiales

g Corricntes Profundas

@ Puntos de Afloramiento

Figura 9. Corrientes residuales de la Ria de Arousa. Adaptado de Diaz-Fierros et al’.
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1.2.3 Riqueza biolégica

La gran riqueza de las rias gallegas se debe fundamentalmente a la constante
renovacion del agua. El sistema de circulacion estuarica positivo ejerce una
profunda influencia sobre el ciclo de las sales actuando como concentrador de
nutrientes. Por un lado, existe un aporte de nutrientes a la capa superficial en el
area de influencia del rio, ya que el agua de los rios contiene mayor cantidad de
nutrientes, silicatos y nitratos, que el agua de mar. Y por otro lado, el agua
oceanica que penetra por el fondo de las rias, mas rica en sales nutrientes, a
medida que avanza hacia el interior se eleva hasta la zona iluminada donde son
asimiladas y transformadas en materia organica por el fitoplancton mediante la
fotosintesis. El fitoplancton mientras es arrastrado hacia la boca por la capa de
agua superficial, se transforma por la accion de los herbivoros o por
envejecimiento, y sedimentan. Las particulas, durante la sedimentacién, son
mineralizadas casi en su totalidad por la accidén bacteriana, incrementando la
concentracion del agua que penetra por la parte inferior, entrando de nuevo en el
ciclo biolégico™°.

1.2.4 Impacto ambiental

En la actualidad la preocupacion por el cuidado y la conservacion del
medioambiente aparente ha crecido. Una de las zonas de mayor sensibilidad es el
litoral costero; por ello en Galicia la necesidad de controlar el impacto ambiental se
hace mas notable ya que es una de las comunidades auténomas espafiolas con
mas kildbmetros de costa. Y ademas su economia depende de la explotacién de los

recursos marinos.

El hombre es el principal responsable de la degradacion del litoral”” como por

ejemplo en los casos que se relatan a continuacion:
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= La excesiva extraccion de aguas subterraneas varia la interfase de aguas al
agua dulce originando problemas ambientales en areas de rapido desarrollo

costero, por ejemplo salinizacion de acuiferos costeros.

= El vertido de aguas residuales no tratadas procedentes de aguas fecales,
lavados industriales o comerciales. El medio costero puede amortiguar este
impacto debido al movimiento de las masas de agua pero en ambientes de
menor renovacion del agua como lagunas costeras, bahias y estuarios
presentan baja capacidad para aceptar aguas residuales. La descarga de
aguas residuales en la costa produce toxicidad y escasez de oxigeno
porque lo consumen las bacterias y microorganismos de estas aguas lo

cual podria ocasionar la muerte de numerosas especies marinas.

= El dragado de sedimentos del fondo del mar para favorecer la navegacién
en canales hacia los puertos o bien como materiales para la construccion.
Todo esto ocasiona un aumento de la turbidez de las aguas y la influencia
en la biota; también un aumento de la pendiente los fondos generando

rompientes de olas mas proximas a la costa aumentando la erosién.

= La construccion de presas en los rios impiden el aporte de sedimentos a la
costa, esto modifica la dinamica en la desembocadura o en el estuario y

consecuentemente de la costa.

= Elrelleno de zonas costeras para la ubicacién de nuevos puertos, darsenas
o diques modificando las corrientes y como consecuencia la posible

desaparicion de los arenales.

1.3 Ria de Arousa

La Ria de Arousa, la mas extensa de las rias gallegas, se sitia entre 42,44°-
42,68° N y 9,05°-8,77° W, penetrando en la costa de Galicia unos 33 km en
direccion SW-NE. Al igual que las otras Rias Baixas posee 2 bocas, separadas por

la Isla de Salvora. La boca norte entre dicha isla hasta Aguifio tiene 3,5 Km de
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ancho y escasa profundidad alcanzando solo los 10 m, parcialmente cerrada por
islotes y rocas. Por comparacion, la boca sur entre la Isla de Salvora y la peninsula
de O Grove con 4,5 km de ancho por donde pasa el canal principal alcanzando 60
m de profundidad en la boca® ®. Presenta una topografia compleja definida por
una linea de costa suave como sucesion de arcos que forman zonas de abrigo
naturales. Ademas existen gran numero de pequefas islas y 4 grandes islas:
Salvora, Arousa, A Toxa y Cortegada. La presencia de multitud de islas e islotes
complica la circulacion de agua en su interior. La profundidad es bastante
uniforme, quedando por debajo de 5 m en una tercera parte de la ria en bajamar.
En la cabecera de la ria desemboca el Rio Ulla, con un caudal de 93 m®*s™; enla
costa sudeste frente a la Isla de A Toxa desemboca el Rio Umia con un caudal de
16 m> sy en la ensenada de Rianxo, desemboca el Rio Beluso con un caudal de

menor importancia®.
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Figura 10. Mapa de la Ria de Arousa.
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La Ria de Arousa se divide claramente en tres partes (Figura 10):

= Interna. Incluye la masa de agua situada al Este de la linea que une punta
de Chazo con la Isla de Arousa. Esta zona se caracteriza por la elevada

influencia de las aguas del Rio Ulla.

= Externa. Bajo la influencia oceanica, comprende el volumen de agua
situado entre la linea que une Ribeira y el sur de la Isla de Arousa y las

bocas.

= Central. Situada entre las dos anteriores. Se encuentra influenciada tanto
por los rios como por el régimen de vientos existentes en la plataforma.
Cabe destacar la existencia de una zona de aguas poco profundas en la

costa Este, en la zona protegida por la peninsula de O Grove.

La Ria de Arousa constituye un ecosistema de gran riqueza en que se desarrolla
una intensa actividad econdmica en el sector de la acuicultura, siendo el principal
cultivo el de mejillén, con la presencia en la ria de mas de 2400 bateas (70% de

las bateas de mejillon explotadas en Galicia).

A partir del Decreto 438/2003 aprobado el 13 noviembre por el Consello de la
Xunta de Galicia surge el primer plan basico de contingencia de la contaminacion
marina en las rias gallegas publicado en el DOG n°® 241 del 14 de diciembre de
2004. En este plan se contemplan los riesgos de contaminacion y se localizan

posibles puntos de riesgo, asi como las zonas protegidas.

En el litoral de la Ria de Arousa se encuentran ubicados varios nucleos de
poblacion importantes, de entre los que destaca Vilagarcia de Arousa tanto por su
poblacion como su actividad econdémica. El puerto de Vilagarcia posee un trafico
de mercancias importante entre la que se encuentran algunos productos
susceptibles de causar contaminacion: fertilizantes, urea, cereales, metanol,
gasoil, asfalto, fuel, formol, etc. Otros puntos de riesgo potencial son las

numerosas conserveras, los astilleros y carpinterias de ribera, emisarios de aguas
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residuales, y los desbordamientos de las EDAR (Estacion Depuradora de Aguas

Residuales).

Entre las zonas protegidas destaca el Complexo Intermareal Umia-O Grove, A
Lanzada, Pta. Carreirén y Laguna Bordeira incluido en la Red Natura 2000; las
160 playas por su interés turistico y las zonas de marisqueo como el parque de

Carril y los 24 poligonos de bateas.

1.4 Estudios previos sobre la concentracion de metales en las rias

gallegas

Ya desde los afios 70 aparecen trabajos publicados sobre la Ria de Arousa que se
centran fundamentalmente en el estudio de las condiciones oceanograficas

durante diferentes campafias®*?

. El primer estudio exhaustivo sobre la Ria de
Arousa fue realizado por Leonard Otto, tal como se refleja en el libro titulado
“Oceanography of the Ria de Arosa (NW of Spain)’”s. Aunque este libro no fue
publicado hasta 1975, en él se recogen los resultados de 3 campanas
oceanogréficas realizadas en los veranos de 1962, 1963 y 1964 y otra campafia
realizada en el invierno de 1964. Los parametros medidos fueron: temperatura,
salinidad, penetracion de la luz con disco Secchi, materia en suspension, oxigeno
disuelto, carbono organico disuelto, nutrientes y corrientes. Ademas se registraron
datos meteorolégicos como: temperatura ambiente, velocidad y direccion del

viento, precipitaciones y nubosidad.

No obstante existe poca informaciéon sobre las concentraciones de metales
disueltos en el agua de las rias gallegas, aunque en el caso del sedimento y la
biota el numero publicaciones es mayor. Esto se debe a las dificultades técnicas
para la determinacién de los metales en agua de mar dado que se encuentran en
niveles de concentracion muy bajos. No es hasta 1988%* cuando se publica un

estudio sobre el contenido de metales en agua de mar en la costa gallega, en el

274 Capitulo 5



Introduccién Ria de Arousa

cual se analizé el contenido de Cd, Pb y Zn en agua en estaciones situadas en la

plataforma frente a las principales rias.

A medida que las técnicas analiticas han evolucionado mejorando la sensibilidad,
se ha facilitado la determinacion de metales traza en agua de mar. Sin embargo la
informacion contintia siendo insuficiente. En la revision realizada por Prego et al.®
de los datos publicados hasta el ano 2000 se puede comprobar esta deficiencia.
Unicamente se ha analizado el contenido de Cd, Cu, Fe, Ni, Pb, Zn y Sn disuelto
en el agua de mar. Posteriormente se ha determinado el contenido de Cd, Cu, Pb
y Zn mediante voltamperometria en las rias de Vigo, Pontevedra y Arousa® y la

Ria de Ferrol*’.

En un trabajo reciente realizado por Pefa-Vazquez et al’®. se ha determinado la
concentracion de As y Sb total en muestras de agua de mar tomadas en la Ria de
Arousa. ElI método aplicado para el anadlisis de las muestras consiste en un
sistema de preconcentracion por precipitacion con La y posterior determinacién
mediante HG-ICPOES.

Con esta tesis se pretende contribuir al subsanar esta falta de informacion con la
aportacion de nuevos métodos de analisis altamente sensibles adecuados para la
determinacion de As y Cr disueltos en agua de mar. Y sobre todo la posibilidad de
la determinacion selectiva de las especies inorganicas mas toxicas de ambos
elementos, As(lll) y Cr(VI).
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2 Aplicacion de los métodos desarrollados

2.1 Muestreo

Las muestras fueron tomadas en la Ria de Arousa el 8 de julio del 2003, a bordo

del buque oceanografico Mytilus (1IM Vigo-CSIC).

Padrén

Pobra do
Caraminal

o Vilagarcia de
Arousa

&
Vilanova de
Arousa

Ribeira‘

+ Cambados

o~

Isla
Salvora

Figura 11. Mapa de estaciones de la Ria de Arousa (08/07/03)

Para establecer los puntos de muestreo se han considerado las corrientes, la
situacion de los principales nucleos de poblacion y la batimetria. Se fijaron 24
puntos de muestreo distribuidos por toda la Ria, 7 de ellos situados sobre el canal
principal de entrada hacia el puerto de Vilagarcia de Arousa. A pesar de la

planificacion inicial, no pudieron ser tomadas muestras en las estaciones 10 y 17
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situadas en la parte Este de la Isla de Arousa y en la ensenada de O Grove
porque la profundidad en esas zonas no era suficiente para acceder con el barco.
Ademas se tomaron muestras en la cabecera de la Ria: unas en la
desembocadura del Rio Ulla, a la altura de Bamio y otras en el Carril, importante

zona de marisqueo (Tabla 2 y Figura 11).

Tabla 2. Coordenadas de las estaciones de muestreo en la Ria de Arousa (08/07/03).

Estacion Latitud (N) Longitud (W) Profundidad/m
1 42° 35,944 8° 47,339 7
2 42° 35,579’ 8° 49,593 17
3 42° 35,201 8° 51,321 25
4 42° 34,456 8° 53,910 43
5 42° 32,490’ 8° 55,986 53
6 42° 29,979 8° 57,015 45
7 42° 27,980’ 8° 58,261 60
8 42° 31,360° 8° 58,258 42
9 42° 29,098’ 8° 54,970 20
11 42° 30,847 8° 50,043 7
12 42° 30,440° 8° 51,919 19
13 42° 30,943 8° 54,827 32
14 42° 32,745 8° 57,497 37
15 42° 33,336’ 8° 58,674 25
16 42° 34,025’ 8° 56,011 33
18 42° 33,905’ 8° 50,526 10
19 42° 35,463’ 8° 53,731 35
20 42° 36,246’ 8° 55,647 11
21 42° 37,423 8° 54,008 16
22 42° 36,888’ 8° 50,803 11
23 42° 36,689’ 8° 49,702 11
24 42° 37,481 8° 48,879 6
25 Carril
26 Bamio - -—- - -

Las muestras fueron recogidas con la ayuda de botellas Niskin en la superficie, el
fondo y en las estaciones situadas en el canal principal también a 5 m de
profundidad. Las botellas Niskin consisten en un tubo cilindrico con unas

sujeciones para su colocacion en un cabo. Inicialmente las tapas inferior y
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superior, unidas mediante una goma elastica, descienden abiertas. Cuando todas
estan situadas a la profundidad deseada se cierran con el lanzamiento de un peso
que libera las tapas, las cuales cierran rapidamente, soltando el peso encargado

de cerrar siguiente botella (Figura 12).

Botella Niskin abierta

Botella
Miskin

Figura 12. Toma de muestra de agua de mar con botellas Niskin. Adaptado de Crompton®

Cuando las botellas Niskin estan de nuevo a bordo se pasa la muestra por
triplicado a botes de polietileno de alta densidad de 100 y 250 ml. Las muestras
guardadas en los botes de 100 ml son acidificadas con el fin de evitar la adsorcién
de los metales traza en las paredes del bote. Sin embargo, para realizar los
analisis de especiacion no pueden acidificarse porque podrian alterar la proporcion
de las distintas especies. En prevision de la necesidad de preconcentrar las
muestras para realizar los analisis de especiaciéon se ha tomado un volumen

mayor, 250 ml.
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Con el fin de controlar los posibles problemas de contaminacion se han preparado
blancos de campo y transporte. Ambos blancos consisten en agua de mar sintética
guardados en el mismo tipo de bote en los que se almacenaran las muestras. Los
blancos de campo han sido expuestos a la misma atmdsfera donde se trasvasaron
las muestras de las botellas Niskin a los botes de polietileno. A continuacion fueron

tratados igual que las muestras.

Una vez en el laboratorio, las muestras son filtradas a través de un filtro de 45 ym
de poro (Durapore, Millipore, USA) y almacenadas en el congelador hasta el

momento del analisis.

2.2 Tratamiento de datos

Se han aplicado los métodos desarrollados para la especiacion de As y Cr
mediante la preconcentracion con APDC usando reactores anudados en un
sistema FI-ETAAS.

El agua de mar almacenada en cada uno de los botes fue analizado por triplicado
con el fin de eliminar datos andémalos por posibles errores en la determinacién o

por contaminacion durante el transporte, filtrado y almacenamiento.

Una vez calculada la concentracion media de cada estacion a diferentes
profundidades se han interpolado los datos para su representacion en los mapas
de distribucion que mostraran a continuacion. La interpolacion ha sido realizada
con el programa Surfer (Golden Software Inc., USA), disefiado para dibujar mapas
de isolineas. Este programa permite realizar diferentes tipos de interpolacion
empleando distintos algoritmos. Se ha seleccionado el modo “Kriging” por ser el
mas adecuado en este caso segun recomienda Cressie®. Se trata de un modo de
interpolacion geo-estadistico, bastante flexible, capaz de obtener mapas de

isolineas a partir de datos espaciados irregularmente.
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2.2.1 Distribucion de As total

En primer lugar se ha determinado la concentracion de As total empleando el
método optimizado para la preconcentracion de As usando reactores anudados
mediante un sistema FI-ETAAS, tal como se detalla en el segunda parte del

capitulo 3.

Tabla 3. Concentracion de As total expresada en ug I'" de las muestras de agua de mar recogidas en la
Ria de Arousa (08/07/03).

Estacion Superficie Fondo 5m

1 2,09 £ 0,03 2,02+0,11

2 2,26 £0,26 2,28+0,28

3 2,36 £0,16 2,19+0,04 2,02+0,01
4 1,37 £0,07 1,27 £ 0,09 1,26 + 0,09
5 1,51 £ 0,01 0,91 +£0,11 0,85+ 0,06
6 1,40 £0,37 2,05+0,13 1,54 + 0,24
7 1,21 £0,03 1,50 £0,17 1,30 £ 0,02
8 1,22 £0,17 1,56 + 0,04

9 2,01+ 0,04 2,00+£0,09

11 1,54 £0,11 1,31+0,32

12 1,92 £ 0,04 1,61+0,16

13 1,91 +£0,26 1,99 +0,27

14 1,81 +£0,06 1,19+ 0,08

15 1,79 £ 0,01 1,68 + 0,37

16 1,13£0,21 1,13+ 0,03

18 0,93 +0,05 0,90 £ 0,03

19 1,40 £0,03 0,77 £ 0,21

20 1,67 £0,13 2,01+0,14

21 0,94 + 0,03 1,04 £0,19

22 1,32£0,03 1,07+ 0,05

23 0,95+ 0,03 1,19+ 0,04

24 1,20 £ 0,04 0,89 + 0,04

25 1,01 £0,08

26 1,55 + 0,04

Como se puede comprobar en los datos de la tabla 3, todos los valores obtenidos
para la concentracion de As total disuelto en el agua de mar se encuentran
claramente por encima el LOD y LOQ del método propuesto, que son 0,016 pg Iy

0,053 ug I de As total respectivamente. El rango de concentraciones obtenido es
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de 0,93-2,36 pg I de As total en la superficie y 0,77-2,28 ug I de As total en el
fondo. En ningun caso se supera 2,6 ug I de As total, valor considerado como

normal por Turekian®.

Los mapas de distribucion de As total en la Ria de Arousa (Figura 13) reflejan una
tendencia decreciente de la concentracion de As disuelto desde la parte interna
hacia la boca norte, influenciada por la corriente superficial. Esta corriente
superficial caracteristica de las rias gallegas se debe a la circulaciéon estuarica
positiva, por la cual las aguas superficiales de menor salinidad, salen de la ria

préximas a la costa norte.

El area de mayor concentracion se halla en la parte interna (estaciones 1,2 y 3)
préximas al mayor nucleo de poblacion, Vilagarcia de Arousa, tanto en las

muestras superficiales como de fondo (Figura 13).

2.2.2 Distribucion de As(III)

Posteriormente se ha determinado la concentracion la especie trivalente mediante
el método desarrollado para la separacion y preconcentracién de As(lll) mediante
la adsorcién en un reactor anudado del quelato formado con APDC usando un
sistema FI-ETAAS (ver 12 parte capitulo 3).

Una de las singularidades del agua de mar la estabilidad del pH, a pesar de la
complejidad y la variabilidad de la disolucion, con valores de pH entorno a 8. A
este pH, tedricamente la forma predominante de arsénico deberia ser HAsO,%, por
lo tanto As(V) deberia ser la especie mas estable en agua de mar’. Los
resultados obtenidos corroboran esta suposicion, las concentraciones de As(lIl)
son insignificantes (Tabla 4). Todos los valores de concentracion se encuentran
por debajo del limite de cuantificacion del método desarrollado, 0,023 ug I”" de

As(lll); y ademas, algunos de ellos por debajo del limite de deteccion, 0,008 ug I
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de As(lll), indicados en la tabla 4 como n. d. (no detectado). La mayoria de estos

valores corresponden a las muestras del fondo.

Tabla 4. Concentracion de As(ll) expresada en ug I de las muestras de agua de mar recogidas en la
Ria de Arousa (08/07/03).

Estacion Superficie Fondo 5m
1 0,021 £ 0,003 n. d.
2 0,019 £ 0,003 0,012 £ 0,004
3 0,020 + 0,003 0,012 + 0,006 0,01 +£ 0,003
4 0,015 + 0,003 0,010 + 0,004 0,01+ 0,003
5 0,011 £ 0,004 n.d. 0,01 £ 0,002
6 0,017 £ 0,003 n.d. 0,01 + 0,004
7 0,016 £+ 0,002 0,013 £ 0,001 0,02 + 0,005
8 0,009 £ 0,003 0,009 + 0,002
9 0,009 + 0,004 n. d.
11 n. d. 0,009 + 0,003
12 n.d. n.d.
13 0,012 £ 0,003 n. d.
14 0,012 £ 0,001 n. d.
15 0,012 £ 0,005 n. d.
16 0,009 £ 0,001 0,011 £ 0,004
18 n.d n. d.
19 n.d 0,007 + 0,001
20 0,010 + 0,005 n. d.
21 0,013 £ 0,003 0,009 + 0,004
22 n. d. 0,010 + 0,006
23 0,012 £ 0,008 0,013 £ 0,003
24 0,012 + 0,002 0,013 £ 0,003
25 0,020 £ 0,003
26 0,009 £ 0,005

n.d. No detectado, inferiores al LOD 0,008 ug I de As(lll).

En este caso no tiene sentido incluir los mapas de distribucién, ya que los valores

obtenidos son inferiores al limite de cuantificacién. El arsénico disuelto en el agua

de mar se encuentra Unicamente en sus formas inorganicas®, As(V) y As(lll);

entonces dado que

la concentracion de As(lll) es

insignificante puede

considerarse que practicamente todo el contenido de As hallado en las muestras

corresponde a As(V).
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Figura 13. Distribucion de As total en muestras de agua de mar de la Ria de Arousa (08/07/03).
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2.2.3 Distribucion de Cr total

Se ha aplicado el método optimizado para la determinacion del contenido Cr total
disuelto (ver 22 parte capitulo 4) en muestras de agua de mar tomadas en la Ria
de Arousa en el verano del 2003. Los valores obtenidos (Tabla 5) superan los
limites de deteccion y cuantificacion del método, 0,04 ug I"" de Cr total y 0,14 ug I

de Cr total, respectivamente.

Tabla 5. Concentracion de Cr total expresada en pg I de las muestras de agua de mar recogidas en la
Ria de Arousa (08/07/03).

Estacion Superficie Fondo 5m

1 0,56 + 0,06 0,53+0,03

2 0,61+ 0,05 0,52 + 0,03

3 0,57 + 0,00 0,46 + 0,01 0,46 + 0,02
4 0,44 + 0,03 0,34 £ 0,02 0,37 £ 0,01
5 0,52 + 0,02 0,39 £ 0,00 0,42+ 0,02
6 0,49 + 0,01 0,51 +0,02 0,47 £ 0,01
7 0,42 + 0,02 0,41+0,02 0,36 + 0,03
8 0,49 + 0,00 0,51+ 0,01

9 0,61+0,04 0,48 £ 0,03

11 0,48 + 0,01 0,42 + 0,02

12 0,54 + 0,04 0,52+ 0,01

13 0,68 + 0,10 0,72+0,14

14 0,60 + 0,03 0,46 + 0,05

15 0,59 + 0,02 0,57 £ 0,03

16 0,65 + 0,06 0,59 + 0,04

18 0,33+0,03 0,27 £ 0,02

19 0,37 £ 0,01 0,29 + 0,02

20 0,33+0,03 0,31+0,07

21 0,22 + 0,01 0,23 £ 0,04

22 0,38 + 0,03 0,39 + 0,01

23 0,44 + 0,05 0,44 + 0,01

24 0,52 + 0,00 0,40 £ 0,02

25 0,33+ 0,04

26 0,46 + 0,03
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La concentracion de Cr total en todas las estaciones es superior a 0,2 ug I de Cr
total, la concentracién considerada normal segun Turekian®. No obstante los
valores obtenidos estan muy lejos del valor limite 50 ug I de Cr total, establecido
por la Ley 8/2001 (BOE 25/09/01). En la superficie oscilan entre 0,22-0,68 ug I de

Cr total, mientras que en el fondo oscilan entre 0,23-0,72 ug I"' de Cr total.

En general los valores obtenidos en el fondo son ligeramente inferiores a los de
superficie comparando las concentraciones de las muestras tomadas de cada
estacion para los dos niveles de profundidad, obteniendo una buena correlacion

como se refleja en la figura 14.

0.8
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Figura 14. Relacion entre la concentracién de Cr total en la superficie y el fondo.

Parece que la actividad portuaria afecta a la concentracién de Cr, ya que los

puntos de mayor concentracion se han encontrado en las proximidades de puertos
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importantes: Vilagarcia de Arousa, Riveira y O Grove (Figura 11). Como se puede
observar en los mapas de distribucién de Cr total en la Ria de Arousa (Figura 15),
los maximos de Cr se encuentran en 3 diferentes areas: una en el interior hacia la
costa sur (estaciones 1 y 2), otra en la parte exterior hacia la costa norte
(estaciones 15 y 16) y una ultima entre la peninsula de O Grove y la Isla de Arousa
(estacién 13). A pesar que la estacion 13 esta algo alejada del puerto de O Grove,
teniendo en cuenta las corrientes superficiales y la situacion del puerto se
comprende esta lejania. El puerto de O Grove esta ubicado en la costa noreste de
la peninsula, cerca de la Isla de A Toxa, zona de escasa profundidad y muy
acotada por el perfil costero, asi que el trafico debe dirigirse hacia el canal
principal de la ria, pasando por la estacion 13. Ademas las corrientes superficiales
dominantes en esa zona se tiene direccion Este-Oeste, la misma direccion de

transito para este puerto.

La estacion 21, situada al norte de la ensenada de A Pobra do Caraminal,
presenta las concentraciones mas bajas, 0,22 ug I de Cr total en la superficie y
0,23 ug I'" de Cr total en el fondo. Se trata de una zona muy protegida donde
apenas llega la corriente principal procedente de la cabecera de la ria, por lo que
la dispersién de Cr desde las proximidades de Vilagarcia no llega hasta esta

estacion.
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Figura 15. Distribucion de Cr total en muestras de agua de mar de la Ria de Arousa (08/07/03).
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Las concentraciones de Cr(VI) son muy similares en todos los puntos de la ria

analizados. El rango de concentracién oscila entre 0,03-0,08 ug I de Cr(Vl) en las

muestras de superficie y entre 0,04-0,09 ug I de Cr(VI) para las muestras del

fondo (Tabla 6). A pesar de que las concentraciones son bastante bajas, todas

ellas superan el limite de detecciéon y de cuantificacion del método propuesto (LOD

0,007ug Iy LOQ 0,023 ug I).

Tabla 6. Concentracion de Cr(VI) expresada en ug I de las muestras de agua de mar recogidas en la
Ria de Arousa (08/07/03).

Estacion Superficie Fondo 5m

1 0,07 + 0,02 0,06 + 0,00

2 0,07 + 0,03 0,06 £ 0,01

3 0,06 + 0,01 0,04 + 0,01 0,06 + 0,01
4 0,05+ 0,02 0,07 £ 0,01 0,06 + 0,00
5 0,05 + 0,01 0,04 £ 0,01 0,06 £ 0,01
6 0,06 + 0,00 0,05+ 0,01 0,07 £ 0,01
7 0,05 + 0,01 0,05 + 0,00 0,07 + 0,00
8 0,03 + 0,01 0,09 £ 0,01

9 0,07 + 0,02 0,07 £ 0,01

11 0,04 + 0,00 0,04 + 0,01

12 0,08 + 0,01 0,07 £ 0,01

13 0,06 + 0,01 0,08 + 0,00

14 0,07 + 0,00 0,05+ 0,02

15 0,05 + 0,01 0,05+ 0,01

16 0,06 + 0,02 0,06 £ 0,01

18 0,04 + 0,01 0,05+ 0,01

19 0,05 + 0,00 0,05 + 0,01

20 0,04 + 0,00 0,05+ 0,01

21 0,06 + 0,01 0,05+ 0,01

22 0,05 + 0,01 0,05+ 0,01

23 0,05 + 0,01 0,06 + 0,02

24 0,06 + 0,00 0,05+ 0,01

25 0,05 + 0,01

26 0,07 + 0,00
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Comparando los valores obtenidos en cada estacion en la superficie y en el fondo
se observa la misma uniformidad. Es decir, la concentracion de Cr(VI) en las
muestras tomadas en la Ria de Arousa presentan homogeneidad tanto horizontal
como vertical. La distribucién de Cr(VI) en la Ria de Arousa se representa en la

figura 16.

Unicamente cabe destacar la situacion encontrada en la estacién 8, en la boca
norte. Las concentraciones obtenidas en la superficie y el fondo para esta estacion

son las mas dispares, coincidiendo con los valores minimo y maximo.

En la Ley 8/2001, de Proteccion de la Calidad de las Aguas de las Rias de Galicia
y de Ordenacion del Servicio Publico de Depuracidon de Aguas Residuales
Urbanas, publicado en el BOE del 25 de septiembre del 2001 se establece como
limite 5 pg I'" de Cr(VI). Curiosamente, el cromo es el tinico metal que ademas del
contenido total regulan la concentracion de una de sus especies. Esta ley también
regula los valores limite en caso de vertido, especificando el maximo para la media
mensual y diaria y el valor maximo puntual; que en este caso son 0,2 ug ", 04 ug
Iy 0,5 ug I'" de Cr(VI).

No existe problema por contaminacion de Cr(VI) en la Ria de Arousa porque los
niveles de concentracién obtenidos de las muestras recogidas el 8 de julio de 2003
se encuentran entre 0,03-0,08 ug " de Cr(VI), muy por debajo del limite

establecido, 5 ug I"' de Cr(V1), por la ley citada anteriormente.
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Figura 16. Distribucion de Cr(VI) en muestras de agua de mar de la Ria de Arousa (08/07/03).
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2.2.5 Estudio quimiométrico

Con la ayuda de un CTD se han registrado la temperatura, salinidad y densidad de
la columna de agua en cada uno de los puntos de muestreo. Como ya se ha
comentado en la introduccion de este capitulo, estos parametros sirven para la
caracterizacion de las diferentes masas de agua y ademas condicionan la
circulacion residual. Por ello, deben tenerse en cuenta en el estudio de la

dispersion de contaminantes en el agua de mar.

Se han empleado herramientas estadisticas para evaluar la relacion entre los
factores fisicos y las concentraciones de las As y Cr obtenidas, con la ayuda del
programa Statistica 6.0, Statsoft, USA.

2.2.5.1 Pretratamiento de datos

Antes de llevar a cabo un estudio quimiométrico se deben tratar los datos para
mejorar los resultados o evitar que se obtengan resultados incorrectos o absurdos.
Las modificaciones a tener en cuenta son: el relleno de huecos, el cambio de

escala, el centrado y la eliminacién de valores anémalos.

En este caso las magnitudes y las unidades de las variables a comparar son muy
dispares, por tanto resulta imprescindible la homogeneizacién de los datos. Para la
normalizacion se ha empleado la transformacion “Half-range and central value”
recomendada por Moreda-Pifieiro et al.*® considerando el valor central (central
value) y el rango medio (half-range) de cada variable. Aplicando las siguientes
férmulas a cada columna de la matriz de datos se homogeneizan los valores

transformandola en una matriz cuyos valores oscila entre -1y +1.

Max(x ;) + Min(x ;) Valor transformado
2 Xy -Cv,

Valor central C,; =

J transform - hr

Max(x ;) — Min(x ;) J

Rango medio 4,; = >
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2.2.5.2 Andlisis factorial

Una de las técnicas estadisticas para el estudio del comportamiento de una matriz
de datos es el andlisis factorial mediante el cual se intenta identificar las variables
fundamentales que expliquen la configuracion de los grupos de datos vy
correlaciones observadas®. Generalmente una de las mejores formas para
visualizar una nube de datos consiste en la reduccién de dimensiones proyectando
los objetos sobre planos oblicuos definidos por vectores que son combinaciones
lineales de las variables de la matriz. Se recomienda el uso de los componentes
principales, que surgen de la rotacion propia de los datos, para la primera
exploracion de los datos. Los componentes principales buscan la minima varianza
residual y la maxima varianza explicada. La suma de la varianza explicada de
cada componente principal con las anteriores nos da la varianza acumulada. Este
valor indica el porcentaje de la informacién contenida en el modelo respecto a la
informacion total de la matriz de datos original que nos puede ayudar a decidir cual
es el numero minimo de componentes principales necesarias para explicar el

modelo con la menor pérdida de informacién posible.

Se ha realizado un andlisis factorial mediante componentes principales sin
rotacion, considerando la profundidad, temperatura, salinidad, concentracion de As
total, concentracién de Cr total y concentracion de Cr(VI) para todas las muestras
tomadas en la superficie, a 5 m en las estaciones del canal principal y en el fondo.
Se han descartado los datos de densidad porque se trata de una funcién de la
temperatura y la salinidad y esta dependencia podria incluir sesgos en el analisis
factorial. Tampoco se ha considerado las concentraciones de As(lll) ya que no

superan el limite de cuantificacion del método.
A la vista de los valores propios obtenidos (Tabla 7) se comprueba que es posible

la representacion de los datos en 2 dimensiones ya que la varianza explicada

acumulada de las 2 primeras componentes principales roza el 70%.
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Tabla 7.Valores propios y varianza explicada acumulada para los componentes principales obtenidos

del andlisis factorial aplicado a las muestras de la Ria de Arousa (08/07/03).

Valor propio %Varianza \'I:‘:Iz:nﬁgzi: ;ﬁ’: \t/frlr'l’iualgili
1 2,27 37,81 2,27 37,81
2 1,91 31,76 4,17 69,57
3 0,77 12,85 4,94 82,42
4 0,54 9,04 5,49 91,46
5 0,41 6,91 5,90 98,36
6 0,10 1,64 6,00 100,00

En la figura 17 se puede ver claramente la contribucidon de las variables sobre
cada una de las componentes PC1 y PC2 mediante la representacion del
diagrama de cargas (loadings).

1,0 T T T T

08 r J

06 J

PC2
=)
EN

0,2 .

o

0,0 [ ProfS
o o

-0,2 I I L I I I I I I I
-10 08 -06 -04 -02 00 02 04 06 08 10 1.2

PC1

Figura 17. Diagrama de cargas para los componentes principales obtenidos del andlisis factorial
aplicado a las muestras de la Ria de Arousa (08/07/03). Las variables son profundidad (Prof),

temperatura (T), salinidad (S), concentraciones de As total (AsT), Cr total (CrT) y Cr(VI).
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2.2.5.3 Andlisis de cluster

Otra técnica de exploracion de pautas, conocida como analisis de cluster o
conglomerados, consiste en la agrupacion de los objetos o las variables segun su
similitud segun la correlacién o la distancia. Los resultados de este analisis suelen
representarse mediante un dendrograma, esquema en el cual los objetos o las

variables se agrupan jerarquicamente de acuerdo a sus similitudes®.

O o o o o e e L o o o e o B L e e e o o i o O N B e

Distancia

1ALL LI,

NN — e s T s e OO NGO NNGAN T T s
O ONITANOMNTOTOITNOOTT —OUNOMNTMNOITNODLOTONNOOIOINMNT—LONITANNNO
AN NNN~ NN~ N~ - —— - N e

NN N~

N° Estacion

Figura 18. Dendograma correspondiente a todos los casos obtenido mediante el método de Ward y la

distancia Manhattan.

Con el fin de comprobar si existen pautas de comportamiento entre las estaciones
se ha realizado un analisis de cluster. EI dendrograma obtenido (Figura 18)
mediante el método de Ward y el calculo de la distancia mediante Manhattan

refleja una agrupacién en 3 bloques dentro de los cuales de subdividen en
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muestras de superficie y de fondo. Las muestras se han codificado indicando en
numero de estacion, seguido de un 1 para las muestras tomadas de la superficie,

2 para las de 5 m de profundidad y 3 para las muestras tomadas en el fondo.

Por ello, se ha decidido repetir el andlisis de cluster estudiando por un lado las
muestras de superficie (Figura 19) y por otro las de fondo (Figura 20). En ambos
casos se han obtenido 3 grupos por debajo de una distancia de 6. Aunque con
ligeras diferencias se observan pautas comunes: un grupo corresponde las
estaciones de la desembocadura y la costa norte de la parte interna (21, 23,24). Y
otro grupo lo forman las estaciones del canal principal préximas a Vilagarcia (1, 2,
3), la situada frente al puerto de Ribeira (15) y las estaciones préximas al puerto
del O Grove (9, 12, 13).

N
T
1

Distancia

N
T
1

0 11

262521242316201811 8 2219 6 5 7 4 15141213 3 2 9 1

N° Estacion

Figura 19. Dendrograma correspondiente a las muestras de superficie obtenido mediante el método de

Ward y la distancia Manhattan.
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Distancia

o L [ ]
8 6 7 5 1916 14 4 21 18 23 24 22 11 1315 3 12 9 2 20 1
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Figura 20. Dendrograma correspondiente a las muestras de fondo obtenido mediante el método de

Ward y la distancia Manhattan.

En conclusion, el estudio de los componentes principales refleja la independencia
entre las variables fisicas (profundidad, temperatura y salinidad) y las variables
quimicas (concentracién de As total, Cr total y Cr(Vl)); ya que es posible la
reducciéon de las dimensiones al plano definido por la 2 primeras componentes
principales definidas por un lado por las variables fisicas y por otro por las
variables quimicas. Mediante el analisis de cluster se corrobora la influencia de la
actividad portuaria sobre la concentracion de As y Cr disuelto en el mar, que se ha
encontrado al comparar la concentracion de Cr total con el mapa de corrientes
(Figura 9).
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Conclusiones

Disponer de métodos analiticos que permitan la determinacion de las diferentes
especies quimicas de los metales traza es uno de los grandes retos para los
quimicos marinos, dada su importancia para poder comprender el papel de los
metales traza en el ciclo biogeoquimico. Con este trabajo se realiza una pequefia

aportacion en este campo.

ETAAS

La formacion de quelatos volatiles, usando B-dicetonas como ligando, permite la
separacién de los diferentes estados de oxidacion, siendo posible su especiaciéon
de forma sencilla. Se han optimizado los método para la determinacién de Cr(VI)
en muestras de agua y de agua de mar usando el TFA como agente complejante
mediante ETAAS. ElI TFA reacciona selectivamente con Cr(lll) formando un
quelato muy volatil, el cual se evapora antes de la determinacion de Cr(VI) en la

camara de grafito.

Tanto para el agua como para el agua de mar se han obtenido resultados
satisfactorios. Los métodos optimizados son selectivos, sensibles, precisos y

exactos.
No obstante, la concentracion de Cr en las muestras de agua de mar tomadas en

la Ria de Arousa (07/02/03) es muy baja por lo es necesario un método con mayor

sensibilidad.
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Las caracteristicas analiticas de los métodos propuestos se detallan el la siguiente

tabla.
Agua Agua de mar
LOD/ g I 0,15 0,5
Sensibilidad LOQ/ ug I 0,52 1,8
mo/ pg 6,1+0,5 7305
Precisién CVI % 5,8 6,4
Recuperacion/ % 99,6 101,8
Exactitud
CRM 544 -1
228+ 1,0 ug I 228+15ugl” -
FI-ETAAS

Otro ligando que forma quelatos de forma selectiva segun el estado de oxidacion
del elemento es el APDC, el cual ha sido empleado para la especiacion de As y Cr
en muestras de agua de mar mediante un sistema FI-ETAAS usando un reactor

anudado para la separacion y preconcentracion del complejo.

Una de las principales ventajas de este modo de preconcentracion radica en la
determinacion directa As(lll) y Cr(VI), las formas mas toxicas de As y Cr. Esto es
posible dada la selectividad de APDC en la reaccion de formacion del quelato
precisamente con las especies mas toxicas de ambos metales. De este modo se
evita la suma de los posibles errores cometidos en el analisis de una de las
especies inorganicas y del contenido total, al calcular por diferencia la

concentracion de la otra especie.

Empleando un equipamiento sencillo, un equipo Perkin-Elmer FIAS 400 acoplado

a un espectrometro Perkin-Elmer Model 4100ZL se ha desarrollado un método
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para la especiacion de As en agua de mar. El uso de un reactor anudado para la
adsorcion del complejo As-APDC permitiendo la separacioén y preconcentracion de

As(lll), ha resultado muy eficaz, alcanzado un factor de preconcentracién de 44.

La concentracion de As total se ha determinado empleando el mismo sistema Fl-
ETAAS con una pequefa modificacion, el acoplamiento de un microondas
focalizado donde tiene lugar la etapa de prerreduccién. Para ello se ha afadido la
disolucion reductora 0,25% (m/v) L-cisteina/ 0,1 M HCI, la cual se mezcla con la
muestra antes de la entrada en el microondas. La funcidon del microondas
focalizado consiste en la aceleracion de la transformacion del contenido en las
muestras de As(V) a As(lll). Una vez reducido se somete a las mismas etapas que

para la determinacién de As(lll).

Las caracteristicas analiticas de los métodos propuestos para la especiacion de As

reflejan la gran sensibilidad, buena precision y exactitud para los dos métodos.

As(lll) As Total

LOD/ ng I 8 16
Sensibilidad LOQ/ ng I 23 53

mo/ pg 05+0 8,5+0,2
Precision CV/ % 45 4,3

Recuperacion/ % 97,8+2,6 99,8+1,9
Exactitud

NASS-4 -1

1,26 + 0,09 pg I - 1,27 £ 0,09 pg |
Factor de preconcentracion 44 18

Ademas se ha comprobado la selectividad del método de determinacién de As(lll)
mediante el estudio de interferencias de todos los cationes que podrian formar

complejos con el APDC, compitiendo con el As(lll). De todos ellos, Unicamente se
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ha observado una ligera interferencia producida por Fe(ll) con valores de

recuperacion entre 111y 119% para 4, 10y 100 pg I de Fe.

A continuacion se han optimizado los parametros para la especiacién de Cr
empleando el mismo método de separacion y preconcentracion “on-line” mediante
la adsorcion del complejo Cr(VI)-APDC en las paredes de un reactor anudado y
posterior determinacion en ETAAS.

En este caso para la determinacion de Cr total se ha incluido una etapa de
preoxidacion con el fin de transformar el Cr(lll) a Cr(VI) con la ayuda de un

microondas focalizado y utilizando K,S,0g al 0,15% (m/v) como oxidante.

Las caracteristicas analiticas que se muestran en la siguiente tabla demuestran la
sensibilidad, precision y exactitud de los métodos para la determinacion de Cr(VI)
y Cr total disuelto en agua de mar. También se ha comprobado su selectividad, las
interferencias aparecen a niveles de concentracion muy superiores a los

habituales en agua de mar.

Cr(VI) Cr Total
LOD/ ng I 7 40
Sensibilidad LOQ/ ng I 23 140
mo/ pg 0,7+ 01 1,5+0,1
Precision CVI/ % 4,4 3,3
Exactitud Recuperacioén/ % 99,3+1,7 101,2+£1,2
Factor de preconcentracion 31 12

Los niveles de concentraciéon de los metales disueltos en el agua de mar son
extremadamente bajos. El no disponer de una técnica analitica lo suficiente

sensible supone el mayor inconveniente para realizar su determinacion. Con este
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método se ha resuelto este problema ya que se alcanzan limites de deteccion
extraordinariamente bajos, del orden de ng I"", sin necesidad de una gran inversién

en equipamiento.

Estudio de la Ria de Arousa

Estos métodos para la determinacién “on-line” de As y Cr han sido aplicados en

muestras de agua de mar tomadas en la Ria de Arousa en el verano de 2003.

Teniendo en cuenta la gran extension de la ria, el numero de puntos fijados
Unicamente permiten obtener una visibn general de la distribucion de la
concentracion de As y Cr en la Ria de Arousa. Ademas el agua de mar esta en
constante movimiento y renovacion, por tanto este estudio refleja unicamente la

situacién en el verano de 2003 y esta no se puede extrapolar a la actualidad.

Distribucion de As

En primer lugar se ha analizado el contenido de As total, obteniendo valores que
oscilan entre 0,77 y 2,36 ug I"". Las muestras tomadas tanto en la superficie como
en el fondo presentan un comportamiento muy similar aunque la concentracién en
el fondo, por lo general, es ligeramente inferior. Los valores mas elevados se
encuentran en las estaciones situadas en el interior de la ria coincidiendo con el
canal de entrada al puerto de Vilagarcia de Arousa, uno de los nucleos de

poblacion mas importante.

A continuacién se ha analizado la concentracion de As(lll) en las mismas
muestras. A pesar que en la mayoria de las estaciones se ha detectado una
concentracién muy baja de As(lll), no se puede concretar su concentracion puesto
que todos los valores estan por debajo del limite de cuantificacion del método

establecido en 0,023 pg I de As. Estos resultados concuerden con lo esperado,
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ya que segun calculos termodinamicos el arsénico en agua de mar
suficientemente oxigenada deberia encontrarse mayoritariamente como arsenato,
As (V).

A la vista de los resultados de este estudio se puede afirmar que la Ria de Arousa
no presentaba problemas de contaminacion por arsénico en sus aguas en verano
del 2003, ya que los niveles de concentracion obtenidos estan muy por debajo de
50 ug I de As total, limite establecido en la Ley 8/2001, de Proteccion de la
Calidad de las Aguas de las Rias de Galicia y de Ordenacion del Servicio Publico
de Depuraciéon de Aguas Residuales Urbanas, publicado en el BOE del 25 de
septiembre del 2001. Y ademas la concentracion de As(lll), la especie mas tdxica

es insignificante, por lo no existia contaminacién por As en la Ria de Arousa.

Distribucion de Cr

Al analizar el contenido de Cr total se han encontrado concentraciones superiores
a 0,2 ug I, concentracion considerada como normal segun Turekian, en todas las
estaciones tanto en superficie como en el fondo. Los valores obtenidos oscilan
entre 0,22-0,72 ug I de Cr total. No obstante, esta situacion no es preocupante ya
que estan lejos del valor limite 50 ug I de Cr total, establecido por la Ley 8/2001

citada anteriormente.

Se haya una relacién entre la ubicacién de los puertos de Vilagarcia de Arousa,
Ribeira y O Grove y los puntos de mayor concentracion, por lo que parece que la

actividad portuaria provoca un incremento de la concentracion de Cr total.

La concentracion de Cr(VI) en las muestras tomadas en la Ria de Arousa presenta
gran homogeneidad en su distribucién tanto horizontal como vertical, oscilando
entre 0,03-0,09 ug I de Cr(VI). Por tanto, no existia contaminacion de Cr(VI) en la
Ria de Arousa porque los niveles de concentracién obtenidos se encuentran muy

por debajo 5 ug I de Cr (VI), limite establecido por la Ley 8/2001.
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Estudio quimiométrico

Se ha realizado un estudio estadistico para evaluar la influencia de la dinamica
estuarica con la distribucion de As y Cr. Mediante el analisis de los componentes
principales se observa la independencia entre las variables fisicas (profundidad,
temperatura y salinidad) y las variables quimicas (concentracién de As total, Cr
total y Cr(VI)); ya que es posible la reduccion de las dimensiones al plano definido
por las 2 primeras componentes principales definidas por un lado por las variables

fisicas y por otro por las variables quimicas.

Por otro lado el analisis de cluster corrobora la influencia de la actividad portuaria
sobre la concentracion de As y Cr disuelto en el mar, que se ha encontrado al
comparar los valores de concentracion de Cr total con el mapa de corrientes
residual de la Ria de Arousa propuesto por Otto y confirmado posteriormente por

otros autores.
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A flow injection on-line sorption preconcentration system using a polytetrafluoroethylene (PTFE) knotted
reactor was coupled with electrothermal atomic absorption spectrometry (ETAAS) to determine selectively
As(1n) in sea-water samples. Separation of arsenic inorganic species was achieved by the on-line formation of
As(i)-pyrrolidine dithiocarbamate (PDC) complex in an acid medium, its sorption onto the inner walls of
the knotted reactor (KR) and elution with 40 pl of ethanol. An enhancement factor (EF) of 44 was obtained
compared with the slope of the lmear portion of the calibration curve before and after preconcentratxon The
detection limit (3 s) was 0.008 pg 17! As(u1). The precision (RSD 7 = 11) was 4.5% at 0.1 pg 17! As(ui). The
accuracy was demonstrated by total arsenic determination in certificed reference material, NASS-4, after

pre-reduction of As(v) with L-cysteine 0.25% (m/v).

Introduction

The toxicity of arsenic depends on its chemical form, As(i), or
arsenite, being the most toxic.! The total arsenic concentration
in clean coastal and ocean waters is between 1-3 pg 17!, so
highly sensitive and selectlve techniques are required to deter-
mine arsenic species.” The use of knotted reactors (KR) was
first proposed by Fang et al.? Subsequently, Sperling et al* and
Yan et al.’ extended the use to applications in on-line pre-
concentration for ETAAS. This system allows the analysis to
be conducted at low cost, owing to the nearly unlimited lifetime
and ease of construction of KR, good stability sorption
properties and permits the use of higher sample loading rates
for achieving higher sensitivity.'" In this paper, we have
proposed a new application of flow on-line sorption precon-
centration in a knotted reactor for As(ii1) determination in sea-
water samples by ETAAS. Selective determination of As(u) in
the presence of As(v) was obtained by selective formation of
As(u1)-pyrrolidinedithiocarbamate (PDC) complex, its simul-
taneous sorption onto the inner walls of the KR, elution with
ethanol and detection by ETAAS.

Experimental
Instrumentation

A PerkinElmer Model 4100 ZL atomic absorption spectro-
meter with a transversely heated graphite tube atomizer
(THGA) and Zeeman-effect background correction, equipped
with AS-71 furnace autosampler, was employed throughout
this work. An electrodeless discharge lamp for As was used as
the radiation source at 193.7 nm wavelength with a spectra slit
width of 0.7 nm. Standard pyrolytically coated polycrystalline
electrographite THGA tubes with an integrated L’vov plat-
form were used. The spectrometer was operated in the FIAS-
furnace mode controlled by AAWinLab software 4.01. A
PerkinElmer FIAS-400 flow injection system equipped with
two individually controlled peristaltic pumps and standard
rotary injector valve (four-port on the rotor and five-port on
the stator), were used for the FI on-line sorption preconcentra-
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tion and separation. An additional 6 position/6 port selection
valve, Rheodyne, was used. Several laboratory-made KRs
from PTFE tubing of 0.5 mm id and different lengths were
used for the sorption of the analyte complex. Tygon pump
tubes (PerkinElmer) were employed to propel the sample,
reagent, eluent and air. Different lengths of PTFE tubing were
used as the eluent loop.

Reagents

All reagents were of the highest available purity and at least of
analytical grade. Ultrapure water (18 MQ cm -1, obtained
from a Milli-Q (Millipore, USA) purification system, was used
to prepare all reagents and standard solutions. A 0.05% m/v
solution of ammonium pyrrolidine dithiocarbamate (APDC)
was prepared daily by dissolution of a 1.0% stock solution of
APDC in water. This stock solution was prepared as an
ammonium salt of pyrrolidinedithiocarbamate (Sigma, Ger-
many). A hydrochloric acid 0.01 M solution was prepared by
dissolution with hydrochloric acid 35% Hiperpur (Panreac,
Spain). A washing solution was prepared with APDC 0.01%
m/v and HNO; 0.02% using nitric acid 69% Hiperpur (Pan-
reac, Spain). Absolute ethanol for analysis (Panreac, Spain)
was used as the eluent. The working standard solution of As(iut
) was prepared daily by dissolution of stock solution arsenic
chloride SpectroSol (BDH, Poole, England). The As(v) stock
solution of 1 g I™' was prepared by dissolution of disodium
hydrogen arsenate for analysis (Merck, Germany). Synthetic
sea-water was prepared by dissolving 32 g of NaCl for analysis
(Merck, Germany), 14 g of MgSO,4- 7H,0 PA-ACS (Panreac,
Spain) and 0.15 g of NaHCOj5 for analysis (Merck, Spain),
making the solution up to 1000 ml with ultrapure water
Iridium(u) chloride (Sigma, Germany) solution, 1 g 17!, was
needed as a permanent modifier for the graphite tube. A 0. 25%
(m/v) L-cysteine solution was prepared as the prereductant by
dissolution of L-cysteine (Fluka, Switzerland) in ultrapure
water. The certified reference material NASS-4 (National
Research Council of Canada) was used to check the accuracy.
Argon N50 gas was used as a carrier gas in the atomic

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2005



Table 1 Operation sequence of the FI on-line sorption preconcentration system for ETAAS determination of As(ur)

Step Time/s Injector valve Pump active Medium pumped Flow rate/ml min~ Function
1 3 Fill Pl Ethanol 2.5 Fill eluent loop. Insert the
capillary tip into furnace
2 45 Inject Pl Air 1 Elution. Start the graphite
furnace programme
3 120 Inject P2 Sample 5 Preconcentration
HCl 5
APDC 1.5
4 10 Inject Pl Washing solution 3 Wash knotted reactor
5 20 Inject Pl Air 3 Remove residual solution. Finish

the graphite furnace programme

absorption spectrometer. All glassware was soaked for at least
48 h in 10% nitric acid and finally rinsed in ultrapure water
before use.

Procedures

The FI manifold and the operation sequence for the precon-
centration and separation are shown in Table 1. The precon-
centration was performed in parallel with the ETAAS
determination of the previous sample concentration cycle.

Results and discussion

A flow on-line sorption preconcentration system in a knotted
reactor depends on too many parameters to control at the same
time: a univariate approach was used for optimisation and the
integrated absorbance was taken as the main figure of impor-
tance, but with simultaneous considerations of precision and
efficiency. The parameters used successfully in previous work®
for Sb determination in water by FI on-line sorption precon-
centration coupled with ETAAS were used as starting point for
further optimisation.

Optimisation of graphite furnace programme

The graphite furnace programme was studied in discontinuous
mode with a solution of ethanol spiked with 20 pg 17" of As(u)
using a graphite tube pretreated with iridium as a permanent
modifier. It was found that the optimum mineralisation
and atomisation temperatures were 1200 °C and 2100 °C,
respectively.

Optimisation of FI separation and preconcentration

In this work, HCI, which has been widely used by other
research groups® was selected to adjust the sample’s acidity.
The effect of sample acidity on the integrated absorbance of As
was examined in a HCI concentration range 0-1 mol 17! with
fixed 0.05% (m/v) APDC concentration using synthetic sea-
water spiked with 0.5 pg 17! As(i). At acidities under 0.005
mol 1”! HCI the sensitivity was very low, probably due to
unfavourable conditions for the complex reaction between
As(ui) and APDC. Also, the preconcentration efficiencies
decreased significantly if the acid concentration was over 0.1
mol 17", Then, the optimum range of sample acidity was found
between 0.005 and 0.1 mol 17! HCI. For further experiments, a
HCI concentration of 0.01 mol 17! was used. The same study
was repeated using synthetic sea-water spiked with As(v).
These signals can be considered insignificant relative to the
As(u1) signals. It was reported that the formation of the
As(v)-PDC chelate was very slow,'! so it is possible to carry
out the As(ir) determination selectively.

APDC was chosen as the complexing agent in this work due
to its solubility in water and relative stability in an acidic
medium. The influence in the integrated absorbance of APDC

concentration in the range 0-0.5% (m/v) was investigated
when the flow rates of sample, HCl and APDC solutions were
kept constant at 5 ml min~!, 5 ml min™' and 1.5 ml min~",
respectively. An increase in the integrated absorbance with
increase in the APDC concentration was observed. Without
APDC, As(u1) was not recovered, as might be expected. The
formation of the As—PDC complex and its subsequent sorption
on the inner walls of the knotted reactor play an important role
in the preconcentration. An 0.05% (m/v) APDC concentration
was used in further experiments.

The effect of sample flow rate was evaluated at a fixed APDC
flow rate of 1.5 ml min~' with 60 s of preconcentration time.
The increase of sample flow rate led to an enhancement of the
analytical response, obviously due the amount of analyte that
flows through the KR increasing with the sample flow rate. A
good level of sensitivity was obtained with 5 ml min~' sample
flow rate, therefore it was chosen after considering the sample
consumption.

The effect of preconcentration time was studied in the range
from 10 to 120 s at two sample flow rates, S ml min~' and 10 ml
min~', to achieve a compromise value between sensitivity and
sample consumption. A good level of sensitivity and higher
reproducibility were obtained with 5 ml min~! sample flow rate
and 120 s of preconcentration time, therefore these were
selected to further experiments.

An efficient KR rinsing step should effectively remove the
non-adsorbed constituents of the matrix and/or even those
weakly bound concomitant elements but not strip the adsorbed
analyte from the KR. Fig. 1 shows the effects of different wash
medium and wash time on the integrated absorbance of
synthetic sea-water spiked with 0.2 pg 17! As(u1). The retained
analyte chelate was easily removed when ultrapure water or
0.02% (v/v) HNO; were used as a washing solution. The
minimum time necessary to rinse the KR completely was 10 s.
At this time insignificant analyte losses were observed when a
0.02% (v/v) HNOj5 solution containing 0.02% (m/v) APDC
was used for KR rinsing. On the other hand, the effect of
APDC concentration in the wash medium was studied, varying
the concentration between 0.001 and 0.1% (m/v) of APDC.

020

0,15

0,10

0,05

Integrated Absorbance

0,00

Time/ s

% APDC 0.02%+HNO3 0.02%

EMQ W HNO30.02%

Fig. 1 Influence of wash medium and washing time on integrated
absorbance of sea-water sample spiked with 0.2 ug 17! As(m).
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Fig. 2 Effects of eluent volume and KR length tube on integrated
absorbance of 0.2 pg I"! As(im).

The addition of 0.01% (m/v) of APDC to the wash solution
effectively prevented analyte loss. The analyte loss during KR
rinsing without APDC in the wash solution could be caused by
the rapid dissociation of the adsorbed As—-PDC complex. The
presence of APDC in the wash medium probably inhibited
complex dissociation, and therefore prevented the analyte loss.
The eluent volume needed for quantitative elution is critical
for the successful adaptation of the KR sorption separation and
preconcentration system to the requirements of ETAAS.**12To
achieve this, the residual rinsing solution in the KR and eluate
delivery tube was completely removed by an air flow of 3 ml
min~! before elution. The inclusion of air in the pump propelled
flow between different solutions, effectively reducing mutual
dispersion between these fluids and significantly improving the
efficiency. The KR tube length, eluent volume and the flow rate
for elution had be optimised. The effect of knotted reactor
length was studied in the range of 50-200 cm for several eluent
volumes between 20 and 60 pl. As is shown in Fig. 2, the
maximum integrated absorbance was obtained with a 125 cm
KR and an eluent volume of 40 pl. With longer KRs (150 and
200 cm), eluent volumes of above 60 pl were needed for elution
efficiency, but a worse precision of the ETAAS determination
was obtained due to the irreproducible spreading of the larger
ethanolic eluate in the graphite tube. A 20 pl eluent volume was
rejected because the eluate drop was too little due to fragmenta-
tion caused by hydrodynamic impedance in the KR. The elution
flow rate was varied by 1-3 ml min~'. A lower flow rate (1 ml
min~") was found to be preferable in the ensuing work, because
the slower eluent flow favoured both the recovery of the
adsorbed analyte from the inner walls of the KR and the
accommodation of the eluate in the graphite tube.

Interferences

It was well know that transition metals could form complexes
with APDC, so Mo, Ni, Zn, Fe, V, Se, Cu, Sn, Mn, Co, Sb, Ag,
Cr, Cd, Pb, Ga and Bi were investigated as potential interfer-
ences. A 0.2 pg 17! As solution was spiked with each ion at
several concentration levels: the lower levels were equal to the
content in sea-water'® and analysed. An ion was considered as
interfering when the recovery changed +10%. An interference
effect was only observed with 4 pg 17! of Fe at the slightly
higher concentration that was usually found in sea-water
composition (3.4 ug 17!). The rest of ions produced interfer-
ences at levels between 15 and 900 times higher than their usual
concentration in sea-water.

Analytical performance

The analytical performance of on-line KR sorption preconcen-
tration ETAAS for selective As(i1) determination is summar-
ized in Table 2. The enrichment factor was assessed by
comparing the slope of the linear portion of the calibration
curve before and after preconcentration,14 thus an enrichment
factor of 44 was achieved. The adsorption efficiency was
evaluated to be 17% compared with the total analyte mass
loaded onto the KR. A detection limit of 0.008 ug 17! and
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Table 2 Characteristic performance data of FI on-line sorption
preconcentration system for ETAAS determination of As(i)

Preconcentration time/s 120
Sample consumption/ml 10
Reagent consumption/ml

Ethanol 0.125

0.01 mol I"! HCI 10

0.05% m/v APDC 3

0.02% HNO; + 0.01% m/v APDC 0.5
Precision (% RSD) (n = 11) 45(0.1pgl™")
Detection limit (3 s)/ug 17! 0.008
Quantification limit (10 s)/pg 17" 0.028
Calibration function Aine = 0.3205
(5 standards, n = 3, Cas g 17") Cas + 0.0035
Working range/ug 17! 0.03-0.5
Correlation coefficient 0.9978
Enrichment factor 44
Adsorption efficiency (%) 17

quantification limit 0.028 pg 1=' was obtained. As these values
show, the proposed method provides better sensitivity than other
similar methods using ICP-MS'® or HG-AFS'® detection with
detection limits of 0.021 pg1~" and 0.023 pg 17!, respectively. The
precision (RSD) for 11 replicate determinations of 0.1 pg !
As(u) was 4.5%. As no standard reference materials with
certified values of arsenic species are currently available, syn-
thetic mixtures of As(i1) and As(v) spiked sea-water were
prepared to calculate the recovery (102.7 &+ 2.2%). Also, the
accuracy of the proposed method was demonstrated by total
arsenic determination in NASS-4 with 1.26 £ 0.09 pg 17! As
certified concentration after pre-reduction of As(v) to As(ii) with
0.25% (m/v) L-cysteine. It was found to be 1.25 £ 0.12 ug 1" As.

Finally, the satisfactory analytical capabilities and practical
advantages of the proposed method make it a reliable alter-
native to similar methods using more expensive and compli-
cated instrumentation.
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Chromium Speciation by ETAAS Using 1,1,1-trifluoro-
2,4-pentadione to Form a Volatile Chelate With Cr(III)
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Department of Analytical Chemistry, Nutrition and Bromatology, Faculty of Chemistry
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INTRODUCTION

Chromium can exist in valences
from -2 to 6, but in the
environment it is mainly in a
trivalent or hexavalent state.
Trivalent chromium [Cr(ID)] is
the most common and naturally
occurring state, and most soils and
rocks contain small amounts of
chromic oxide (Cr,03). Hexavalent
chromium [Cr(VD)] occurs
infrequently in nature; while
chromates (CrO4*) and
dichromates (Cr,0-%°) present in
the environment are generally the
result of industrial and domestic
emissions. The most frequent
sources of chromium are industrial
processes such as plating, tanning, |,
paint and pigment production,
metallurgy, and the chemical
industry (1).

The toxicity of chromium
depends on its oxidation state.
Trivalent chromium is an essential
trace element for both humans and
animals, and plays an important
role in the control of glucose and
the lipid metabolism. Hexavalent
chromium is a well-known
carcinogen that can cause serious
toxic effects (2-4). For this reason,
the determination of Cr(IIl) and
Cr(VD has become very important
in environmental samples.

The techniques more commonly
used for Cr determination are flame
and furnace atomic absorption
spectrometry (AAS) or inductively
coupled plasma atomic emission
spectrometry and the hyphenated
techniques. Other techniques such
as UV-VIS spectrometry or
chromatography have also been
used (5). Chromium speciation
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ABSTRACT

A new method has been
developed for the speciation of
chromium by electrothermal
atomic absorption spectrometry.
The 1,1,1-trifluoro-2,4-pentadione
(TFA) reacts selectively with
CrdID to form a volatile
complex. Then, the Cr(III)}-TFA
complex is volatilized in the
graphite furnace before
atomization of Cr(VD). The
conditions for the complex
formation were studied using
acetic acid/sodium acetate as the
buffer solution at pH 6 and TFA
at a concentration of 4% (v/v),
with subsequent heating in a
microwave oven for 2 minutes
at 100 W.

The optimum charring and
atomization temperatures for the
Cr(VD determination were
1500°C and 2200°C, respectively.
The volatilization temperature of
the Cr(IIT) TFA complex was
140°C, where CrdID) was
completely removed. The
method described for the
determination of Cr(VI) is
sensitive (with detection and
quantification limits of 0.15 and
0.52 pg L}, respectively),
accurate, and precise. The CrdID)
concentration was established by
calculating the difference
between total chromium and
Cr(VD concentration.

by atomic absorption requires a
sample pretreatment procedure
and the most commonly applied
methods are complex formation
(6), preconcentration (7), ionic
exchange (8), processes of
oxidation-reduction (9), and
extraction (10).

The formation of complexes
with B-diketone has been used
for the determination of various
elements (11-19). Some

b-diketones, such as 1,1,1-trifluoro-
2,4-pentadione (TFA), selectively
react with certain elements and
results in speciation.

The aim of this study was the
selective determination of
chromium in water samples by
electrothermal atomic absorption
spectrometry (ETAAS). By adding
TFA, Cr(IID) forms the complex
Cr(TFA);, a chelate of high
volatility. This complex volatilizes
in the graphite furnace before the
atomization step, and only then can
Cr(VD) be atomized. The CrI)
concentration is established by
calculating the difference between
total chromium and Cr(VD)
concentrations.

EXPERIMENTAL

Instrumentation

The measurements were
performed using a PerkinElmer
Model 4100ZL atomic absorption
spectrometer (PerkinElmer Life and
Analytical Sciences, Shelton, CT
USA), equipped with a THGA™
transversely heated graphite
atomizer and an AS-71 autosampler.
The light source was a hollow
cathode lamp, operating at 12 mA,
using the 357.9-nm line and a
spectral bandwidth of 0.7 nm.
Zeeman background correction and
pyrolytically coated graphite tubes
with L'vov platforms were used.
For all measurements, integrated
absorbance was used with an
integration time of 5 s. The volume
injected was 20 pL.

A Model Panasonic NN-5256
domestic microwave oven was
used for the complex formation.

All glassware was kept in 10%
nitric acid for at least 48 hours and
before use was washed three times
with ultrapure water.



Reagents

Cr(IID) nitrate standard solution
(1000 mg L1 ) (Merck, Darmstadt,
Germany). Each test solution was
prepared with ultrapure water
immediately before use.

Cr(VD) standard solution (1000
mg L) was prepared by dissolving
K,Cr,0; (99%) (Aldrich Chemical,
Milwaukee, W1, USA).

Sodium acetate (Panreac,
Barcelona, Spain).

Acetic acid glacial, HPLC grade
(Scharlau, Barcelona, Spain).

1,1,1-trifluoro-2,4-pentadione
99% (Avocado-Panreac, Sintesis,
Spain).

Magnesium nitrate (Suprapur®,
Merck, Darmstadt, Germany).

Reference Material, CRM 544
Lyophylized Chromium Solution,
(Bureau Community of Reference,
from the European Commission).

Ultrapure water, resistivity 18
MQ.cm, obtained with a Milli-Q™
water purification system
(Millipore, Bedford, MA USA).

Complex Formation

One mL of sample with 2 mL
of HAc/NaAc buffer solution at pH
6 and 1 mL of 1,1,1-trifluoro-2,
4-pentadione (TFA) (4%, v/v) were
transferred into a test tube and
heated for 2 min in a microwave

TABLE I
Graphite Furnace Program for
Cr(VI) Determination

Step Temp Ramp Hold Ar
time time flow
O (& (® (mLmin?)

110 1 10 250
130 5 30 250
1500 10 20 250
2200 0 5 0
2450 1 3 250

LV NS N S

oven at 100 W. Twenty pL of this
solution was injected into the
pyrolytically coated graphite tube
for ETAAS analysis according to the
graphite furnace program shown
in Table I.

RESULTS AND DISCUSION
Complex Formation

Effect of Microwave Oven Power
and Heating Time

To study the effects of power
and heating time in the microwave
oven, 1 mL of the sample was
mixed in the test tube with 7 ug L!
of Cr(IID) or Cr(VI), 2 mL of
HAc/NaAc buffer, and 1 mL of
1,1,1-trifluoro-2,4-pentadione (TFA)
(1%). The experiments were per-
formed using a microwave oven by
varying the time of warming from
1 to 2 min and the microwave
power from 100 and 200 W. It was
found that the sample was lost due
to vigorous boiling when it was
heated for a longer period of time
or at a power higher than 200 W.
The optimum complex formation
conditions selected for this study
were 2 min at 100 W.

Effect of pH

The influence of pH on the
formation of the Cr(TFA); complex
was studied by preparing a series
of solutions and adjusting the pH to
values from 3.5 to 7.7 with acetic
acid/sodium acetate (0.5 M). A
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significant reduction in signal
appeared at a pH above 5. The
optimum pH value selected for this
study was 6.

Amount of 1,1, 1-trifluoro-2,4-
pentadione

The TFA concentration was
optimized by varying the concen-
tration from 0.0001-10% (v/v).
The results obtained (Figure 1)
show that the absorbance signal
diminishes when the TFA
concentration is increased. For TFA
concentrations higher than 1%
(v/v), the signal remained constant.
A TFA concentration at 4% (v/v)
was selected as optimum to
guarantee the volatilization of
Cr(ID.

Stability of the Complex

In order to study the stability of
the Cr(TFA); complex, the sample
containing 7 ug L-! Cr(Ill) was
measured at time intervals from
15 min and 3 hrs. The results
obtained show that the signal
remains constant throughout all
time intervals.

Optimization of Graphite
Furnace Program

The graphite furnace temperature
program was optimized for the
determination of Cr(VI). Drying of
the sample was carried out in two
stages: 110°C and 130°C. The
charring and atomization
temperatures were optimized for a
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Fig. 1. Optimization of amount of 1,1, 1-trifluoro-2,4- pentadione.
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standard solution containing 7 pg
L! of Cr(VI), and for the mixture of
a standard solution with HAc/NaAc
buffer and chelating agent. The
optimum charring and atomization
temperatures used were 1500°C
and 2200°C, respectively. Table I
lists the furnace conditions.
Influence of the charring
temperature on the volatilization of
Cr(III) was also studied. As can be
seen in Figure 2, the absorbance
signal produced by Cr(III) does not
vary considerably with an increase
in the charring temperature since
volatilization takes place at
temperatures as low as 200°C.

Chemical Modifiers

Over the last decade, different
matrix modifiers have been
proposed for the determination of
chromium such as acid nitric (10),
magnesium nitrate (10,20,21),
sodium tungstate (10), ammonium
nitrate (22), and calcium nitrate
(21). In this work, the effect of the
addition of magnesium nitrate as
the chemical modifier was studied.
Twenty uL of Mg(NO3), with a
concentration ranging from 0-60
mg L! was injected into the
graphite tube. No difference was
observed with or without the
chemical modifier Mg(NO3),;
therefore, no modifier was used for
this study.

Analytical Performance
Calibration

Calibration curves and standard
additions were obtained using two
procedures: (a) the solutions were
prepared from stock standard
solutions and placed into the
autosampler cups; (b) the solutions
were prepared in test tubes
following the same treatment as for
the samples. Appropriate volumes
of TFA and buffer solution were
added to the standard solutions
and the test tubes warmed for
2 minutes at 100 W. The calibration
curves obtained from solutions
exposed to microwave energy
were used to calculate the
concentrations of the samples,
because it was observed that the
sample treatment influences the
calibration curves.

The concentration range used
for the two procedures was
between 0-8 ug L! of Cr(VD).

The equations obtained were as
follows:

Calibration curve:
A =0.01+0.0088 ¢  r=0.9944
Standard addition curve:

A =0.0092+0.0091 ¢ r=0.9987
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Fig. 2. Charring and atomization curves, 7 ug L' of Cr (VI).
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where A is the integrated
absorbance and ¢ the Cr(VI)
concentration in pug L™!. No
differences were observed when
comparing the slopes of the
calibration and the addition curves
using the Student’s #test with a
significance level of 95% (23). All
measurements were made using the
calibration curve.
Sensitivity

In order to express the sensitivity
of a method, the following
parameters were used: the limit
of detection (LOD), the limit of
quantification (LOQ), and the
characteristic mass (m,).

The LOD, defined as the lowest
concentration level that can be
determined to be statistically
different from a blank, is calculated
as LOD =3 x SD / mat a 99%
confidence level, where m is the
slope of the calibration curve and
SD is the within-run standard
deviation of 10 blank replicates.
The LOQ is defined as the level
above which quantitative results
can be obtained with a specific
degree of confidence. At the 99%
confidence level, the value
recommended is LOQ = 10 x SD / m.
The values obtained using the
method described were 0.15 pg L!
and 0.52 pg L! for LOD and LOQ,
respectively. These Cr(VI) values
are better than those reported by
Yingliang (24) using sequential
ETV-ICP-AES (1.4 pg LY, Kingston
(25) and Groll (26) using HPLCICP-
MS (0.37 ug L'Y), and HPLC-FAAS
(0.5-1.0 pg LY, respectively.

The characteristic mass, m,, is
defined as the mass (pg) of the
analyte required to give a signal of
0.0044 s for integrated absorbance.
The results obtained were 6.07 +
0.51 pg.

Precision

The within-run precision of the
method (instrumental and matrix
factors), obtained for 10 replicate
analyses of a single sample during



the same run, was 0.64% [for 7 ug
L! of Cr(VD)].

The within-batch precision of
the method, obtained for five
replicates of the three samples
with different concentrations of
chromium added (2, 4, and 6 pg
LY), was also investigated and the
results obtained were 5.3, 6.3, and
5.8%, respectively.

Accuracy

The accuracy of the method
was studied using the certified
reference material, CRM 544
Lyophylized Chromium Solution,
having a Cr(VD) certified value of
22.8 + 1.0 ug L. The reference
material was reconstituted with 20
mL of HNO; /H,COj; buffer, using
PH 6.4 for stability reasons. In order
to maintain the pH buffer at 6.4, the
flask needs to be flushed with CO,
at each use. It is recommended that
the samples be analyzed as soon as
possible after reconstitution. Three
portions of this reference material
were analyzed and the values
found, expressed as the mean +
standard deviation, was 22.83 + 1.5
ug L of Cr(VD). No difference was
observed between the certified and
found values using the Student’s
t-test at a significance level of 95%.
The accuracy of the method was
verified by recovery studies using
the method of standard addition for
2, 4, 6, and 8 ug L™! of Cr(VID),
resulting in 93.2, 96.6, 105.7, and
102.8%, respectively, with a mean
value of 99.6%.

Futhermore, the total Cr
concentration was measured in
three subsamples of CRM 544
using the method proposed by
Beceiro-Gonzalez (27). The certified
Cr total concentration in the
reference material, CRM 544
Lyophylized Chromium Solution, is
49.4 + 0.9 pg L! of Cr and the
found values were 49.19 + 0.97 ug
L! of Cr. There is no significant
difference between the certified
and found values using the
Student’s #test at a significance

level of 95%. Thus, the CrJID)
concentration can be exactly
calculated by the difference
between the total Cr and Cr(VD)
concentrations; the Cr(ID
concetration found was

26.36 ug L.

CONCLUSION

Formation of the Cr(TFA);
complex resulted in the separation
of Cr(IIl) during volatilization in
the graphite furnace before
atomization, with subsequent
determination of Cr(VI) in the
sample. The Cr(IIT) concentration
is obtained by calculating the
difference between the total Cr and
Cr(VD) concentrations. The direct
separation of the two species in the
graphite furnace offers several
advantages over other methods
such as precipitation or liquid-
liquid extraction, including reduced
sample preparation time, minimal
risk of contamination, and no loss
of analyte. The proposed method is
simple, rapid, and economical and
provides good sensitivity, precision,
and accuracy.

Recetved September 26, 2002.
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Este trabajo pretende ser una pequefia contribuciéon al estudio de metales traza en el agua de mar
con el fin de poder evaluar su impacto ambiental ya que existe escasa informacién sobre el
contenido de metales traza en agua de mar. Esta deficiencia se debe a la complejidad de esta
matriz y los bajos niveles de concentracion en los que se encuentran los metales.

La diferencia de toxicidad entre las distintas especies inorganicas de As y Cr, ha sido el criterio
tomado en la eleccion de los elementos objeto de estudio. Por una parte se ha propuesto un método
para la determinaciéon de Cr(VI) mediante ETAAS. La separacion de Cr(lll) es posible dada la
elevada volatilidad del quelato que forma selectivamente con 1,1,1-trifluoro-2,4-pentadiona
(TFA). Y por otra parte se ha desarrollado un método para la preconcentracion y separacion de
As(lll) y Cr(VIl) en agua de mar, mediante la retencién en un reactor anudado del complejo formado
con el amonio pirrolidinditiocarbamato, APDC. Para ello se ha empleado una técnica de inyeccion
en flujo acoplada a un equipo de Espectroscopia de Absorcion Atémica con Atomizacion
Electrotérmica, FI-ETAAS.

Finalmente, estos métodos han sido aplicados para el estudio de la distribucion de estos metales
en la Ria de Arousa.
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