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RESUMEN

Los organismos Vvivos estan expuestos a especies toxicas de arsénico provenientes de alimentos y aguas. La
exposicion a arsénico puede causar una variedad de problemas en la salud de las personas como por ejemplo:
problemas respiratorios, cardiovasculares, gastrointestinales y efectos carcinogénicos, entre otros. Esto es de rele-
vancia absoluta, a punto tal que la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha fijado como limite maximo para
aguas de consumo humano una concentracion de 10 pg/l. El arsénico puede encontrarse en ambientes naturales
bajo diferentes estados de oxidacion y, la movilidad y toxicidad dependen en gran medida de la forma en que se
encuentra. Por ejemplo, en aguas subterrdneas esta predominantemente como As (l11) y As (V), y solo hay can-
tidades menores de metil y dimetil arsénico. Logicamente, también puede entrar en la cadena alimentaria humana
a través de plantas y animales causando serios problemas en la salud. Sin embargo, peces, frutas y vegetales, con-
tienen en principio mayormente arsénico organico (menos toxico) y solo un 10 % de arsénico inorganico (de
mayor toxicidad), aunque otros alimentos como la leche, cereales y carne de cerdo presentan una situacion inver-
tida en cuanto a concentracion de arsénico organico e inorganico. Por lo anteriormente expuesto se entiende la
importancia no sélo de la determinacion del contenido total de arsénico, sino de la deteccion y determinacion de
las distintas formas bajo las cuales puede estar presente dicho elemento. En este sentido, se han utilizado
diferentes técnicas analiticas dependiendo ya sea de la concentracion de arsénico en las muestras de interés, o de
los requerimientos en cuanto a especiar se refiere. Entre las técnicas mas utilizadas para la determinacién propia-
mente dicha se encuentran las espectrometrias atébmicas (AAS, ETAAS, AFS, ICPOES, ICP-MS), que en el caso
de necesidad de determinar las diferentes especies se suelen acoplar a diferentes métodos cromatograficos como
por ejemplo HPLC. También es conveniente mencionar la utilizacion de técnicas electroquimicas y activacion
neutrénica para la determinacion de este analito. En este trabajo se discuten las distintas técnicas analiticas uti-
lizadas para la determinacion y/o especiacion de arsénico, teniendo en cuenta las muestras de interés y la capaci-
dad de deteccion de las técnicas en cuestion.

Palabras claves: arsénico en aguas, técnicas analiticas, especiacion, preconcentracion

INTRODUCCION

El arsénico, juntamente con el Pb, Hg, Cd, Cr y Sb son los elementos metalicos que tanto por sus efectos tox-
icos como por la presencia de distintas especies en alguno de ellos, lo hace un grupo muy peculiar. Particularmen-
te, es conocido el efecto tdxico del As y en especial su accidn carcindgena y efectos importantes sobre la piel. La
principal ingesta de As proviene de los alimentos y el agua (Mandal y Suzuki, 2002). EI As se encuentra en los
ambientes naturales en cuatro estados de oxidacion As (V), As (111), As (0) y As (-1I). Asimismo, las especies
formadas segun el estado de oxidacion son varias y pueden ser de origen inorgénico u organico. Referente al agua
en forma particular tienen importancia las especies de la Fig. 1.

Pueden existir también, pero bajo condiciones muy extremas las especies volatiles trimetil y dimetil arsina
[(CH5);As y (CH3),AsH, respectivamente], las que son producidas por transformaciones aerdbicas/anaerébicas.
Estos derivados de la arsina son muy toxicos.

La movilidad y toxicidad del As depende de su forma y estado de oxidacion, razén por la cual no solo es
necesario la determinacion total del mismo sino también su especiacion, de modo tal que pueda conocerse la con-
centracion de cada una de las especies presentes. En aguas subterréneas, el As se encuentra predominantemente
como As (IlIl) y As (V), con cantidades menores de metil y dimetil arsénico. En ambientes oxidantes el As se
encuentra formando oxianiones como: HzAsO,4, H, AsO,’, HAsO,* y AsO,>. En cambio bajo condiciones reduc-
toras prevalecen especies como H3 AsOj;. Por otra parte, As’ y As® son raros en ambientes acuéticos (Mandal y
Suzuki, 2002).
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Figura 1. Especies de arsénico encontradas en el agua.

? 3
1
AL HO— As'— OH
HO OH |
Arsenito _ Arsenisto
o O
|
| HO—As'—C
1l As'— CH;
s I
HO CH; 8]
Metilarsenito Metilarseniato
= o)
O E .
Asm H,C— As'—CH;,
U cH I
H,C 3 0
Dimetilarsenito Dimetilarseniato

El orden de la toxicidad de las especies de As es: As"' >6xido de monometilarsina (MMAsQ") > &cido

dimetilarsinico con glutationa DMAs" GS > dimetilarsonico (DMAs") > monometilarseniato (MMAs") > As".
(Vega et al., 2001; Mandal y Suzuki, 2002). Estas especies pueden ser facilmente transformadas por cambios en la
actividad biol6gica, el potencial redox o el pH.

Los métodos de determinacion de As han tenido cambios importantes desde el desarrollo del método clasico
de Gutzeit y los posteriores, fotométricos con azul de molibdeno y espectrofotométrico con dietilditiocarbamato
de plata hasta los instrumentales modernos. En el presente trabajo se muestra un resumen de las distintas técnicas
empleadas poniendo especial énfasis en la determinacion de arsénico por espectroscopias atémicas y empleando
metodologias de preconcentracion/especiacion.

CONCENTRACION EN AGUAS NATURALES

El arsénico se encuentra en el ambiente en forma natural y su abundancia en la corteza terrestre es de 1,8 mg
kg™, con 1 mg kg™ para la corteza terrestre continental (Taylor y McLennan, 1985). Asimismo, se lo encuentra
también en forma apreciable como producto de la actividad industrial y antropogénica (Mandal y Suzuki, 2002)

El arsénico se encuentra en aguas naturales en muy bajas concentraciones, pero también muy variable. Los
valores, en g/l encontrados en algunos tipos de aguas y en diferentes partes del mundo, se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Concentracion de arsénico en algunas aguas del mundo

_Lugar Tipo de agua Concentracion (pg/l)*

En el mundo Subterranea Normalmente < 10 (existen
valores puntuales naturales >
50.000) **

Calcuta, India c/influencia de Planta de 50-23.800

pesticidas

Bangladesh Agua de pozo <10 -> 1000

China Agua de pozo 0,03-1,41

En la tierra Agua de mar 1-8

Cordoba (Argentina) Agua subterranea 100-3800

* Mandal y Suzuki, 2002; **Fernandez Turiel et al., 2005.

En el pasado, la concentracion maxima permitida en aguas de consumo humano por la Agencia de Pro-
teccion Ambiental de Estados Unidos (EPA) era de 50 pg/l, mientras que a partir del 2001 organismos
internacionales como la misma EPA y la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) adoptaron un nuevo
estandar referente a la maxima concentracion permitida para As de 10 pg/l. Este valor tendra vigencia a
partir de enero del afio 2006 en Estados Unidos (Melamed, 2005). En realidad estos maximos, al igual
que el de algunos otros elementos toxicos como el Pb, Hg y Cr, han estado un poco de acuerdo con el

avance de las técnicas y metodologias para determinar dichos elementos, particularmente en lo que se
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refiere a los limites de deteccion y de cuantificacion. En la actualidad, los valores permitidos estan mas
de acuerdo con la realidad de las técnicas analiticas modernas.

La forma quimica principal en la que aparece el As es el As', bajo la forma de arseniato, siendo la rela-
cion con el As'"' muy variable, aunque casi siempre mayor que 1. Las formas organicas se encuentran en
general en pequefias concentraciones, y de ellas las formas metiladas, a semejanza de lo que ocurre con
el Hg, son las principales.

Las concentraciones de As en aguas dulces son muy variables, de 1 a 10 pg/l y de 100 a mas de 50.000
Mo/l en areas con importantes influencias de mineralizacion y actividad minera.

METODOS DE DETERMINACION

Meétodo de Gutzeit

El método de Gutzeit fue desarrollado hace méas de 100 afios y se puede decir que es el método clasico para la
determinacion de arsénico. En este método y algunas variantes se transforma el arsénico presente en el agua en
arsina (AsHs) con la ayuda de un agente reductor. Como la produccién del gas arsina es bastante selectiva, se pro-
duce de esta manera una separacion importante del arsénico de gran parte de la matriz. EI gas es expuesto posteri-
ormente a un papel embebido con bromuro de mercurio lo que produce un compuesto intensamente coloreado
(negro). La concentracion se calcula con el empleo de una calibracion empleando estandares de concentracion
conocida. Las interferencias son producidas por elementos que también forman hidruros, como por ejemplo az-
ufre, selenio y teluro (Melamed, 2005). Es un método muy sencillo y puede realizarse en el lugar de extraccion de
la muestra. Las especies organoarsenicales metiladas pueden transformarse por accion del borohidruro de sodio en
CH3;AsH, y (CHs), AsH, de las que no se sabe con exactitud si reaccionan posteriormente con el bromuro de
mercarico.

En algin momento se generd un problema con un "test de campo" que determinaba arsénico por el método de
Gutzeit, en Bangladesh y West Bengal (India) y se encontr6 que los valores tenian una alta dispersion y carecian
de exactitud.

La crisis de Bangladesh promovié un cambio importante en los test de campo como en los de laboratorio, que
se encaminaron por aquel entonces hacia los métodos colorimétricos primero y espectrofotométricos después, los
que alcanzaban o superaban la sensibilidad de método de Gutzeit y a su vez mejoraban la seguridad, exactitud y
reproducibilidad.

Meétodo del dietilditiocarbamato de plata

El arsénico inorganico se reduce a arsina, utilizando zinc en solucién acida como reductor. La arsina es ab-
sorbida por una solucién de dietilditiocarbamato de plata en piridina. La sal de plata reacciona con la arsina y se
produce un complejo rojo con absorcion maxima a 535 nm, que se puede emplear para la determinacion espectro-
fotométrica de arsénico. Este método es aplicable a la determinacion de arsénico en muestras de agua potable,
superficial, subterranea y residual (Wong, 2000).

Método del azul de molibdeno

Una variante del método anterior es la absorcion de la arsina formada sobre una solucién de hipobromito de
sodio, donde se produce la oxidacién del arsénico a su estado pentavalente.

Es un método espectrofotométrico basado en la formacion del complejo arsenicomolibdico de color azul, en-
tre el arseniato y el molibdato de amonio en presencia de sulfato de hidracina (reductor). Interfieren fosfatos y
silicatos que forman complejos similares con el reactivo y deben ser separados. Es el método espectrofotométrico
oficial de la AOAC (Asociacion Oficial de Quimicos Analiticos) para la determinacion de arsénico en plantas,
alimentos y aguas (Gomes Neto et al., 1999). Es un método con mayor sensibilidad y exactitud que el método del
ditiocarbamato.

TECNICAS ESPECTROMETRICAS ATOMICAS

Generacion de Hidruros (HG) asociada con Espectrometrias de Absorcion Atomica (AAS) y Fluo-
rescencia Atémica (AFS)

La generacion de hidruros, es la técnica con derivatizacion mas utilizada para la deteccion, especialmente con
especies inorganicas. Inicialmente fue desarrollada para AAS y el agente reductor mas empleado para la produc-
cion de arsina es el borohidruro de sodio en medio &cido. Es decir, el borohidruro en medio &cido es empleado
como agente reductor para el As (V) y como generador del hidruro con el As (lll). El proceso de generacion de
hidruro puede ser empleado también para la determinacion diferencial de As (I11) y As (V) ya que el As (I11) reac-
ciona con el borohidruro a un pH maés alto que As (V).
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El sistema de HG se puede emplear para metodologias en linea, lo cual tiene importantes implicancias en la
eliminacion de interferencias e incremento de la sensibilidad.

No obstante lo expresado existen algunas interferencias en la formacion de hidruros debido a la presencia de
metales de transicion (Nakahara, 1983; Welz y Schubert-Jacobs,1986). Para prevenir estas interferencias se han
empleado diferentes metodologias como por ejemplo adicion de enmascarantes, extraccién liquido-liquido, inter-
cambio idnico, etc. (Nakahara, 1983; Campbell, 1992).

Adicionalmente se utiliz6 L-cisteina en un sistema de inyeccion en flujo (FI) el cual tiene la particularidad de
producir una disminucion en la interferencia de hierro (Welz y Sucmanova, 1993a y 1993b). Adicionalmente los
sistemas de FI permiten disminuir interferencias a través de la Ilamada discriminacion cinética, que se debe a que
la reaccion de interferencia es méas lenta que la formacion de los respectivos hidruros. La HG puede ser empleada
para hacer derivatizacién pre y poscolumna. La derivatizacion precolumna forma la arsina que es “atrapada” cri-
ogénicamente, secuencialmente desorbida y llevada al detector, logrando de esta manera un importante grado de
preconcentracion. En la deteccion poscolumna se separan las diferentes especies de arsénico utilizando cromato-
grafia liquida de alta resolucion (HPLC), y posteriormente se acopla a un sistema de HG-espectrometria atdmica.

La generacion de hidruros combinada con espectrometria de absorcién atomica y fluorescencia atdmica, am-
bas acopladas a diferentes técnicas de separacién como extraccion liquido-liquido, resinas de intercambio, medios
sorbentes, HPLC, entrampado en frio, etc. ha generado metodologias de un alto nivel de sensibilidad para producir
la tan importante especiacion del arsénico (Hung et al., 2004).

Espectrometria de Absorcion Atomica con Atomizacion Electrotérmica (ETAAS)

La Espectrometria de Absorcion Atdémica con Atomizacién Electrotérmica (o con Horno de Grafito
(GFAAS)) es uno de los métodos espectrométricos que se pueden acoplar a la Generacion de Hidruros. ETAAS
estd basada en la absorcion de dtomos libres producidos desde la muestra que esta depositada en un pequefio tubo
de grafito (celda de grafito), el cual es calentado a elevadas temperaturas para producir la atomizacion. Para in-
crementar la sensibilidad, a veces es necesario acoplar un sistema de preconcentraciéon (Hung et al., 2004).

Hata et al. (1999), propone un método empleando una membrana que hace las veces de filtro de retencién pa-
ra especies hidrofobicas, incluidas las del arsénico, en muestras de agua. EI material retenido sobre la columna es
disuelto y eluido con &cido sulfarico o un solvente orgénico adecuado y es llevado al horno de grafito. Este méto-
do de preconcentracion tiene limite de deteccion comparable a FI-HG-AAS.

Esta técnica (ETAAS) es una de las mas aceptadas para la determinacion de trazas de arsénico en sistemas
acuosos. De hecho el método 200.9 de la EPA para la determinacion de As se basa en esta metodologia con el
empleo de plataforma de temperatura estabilizada y modificadora de matriz en base a Mg y Pd.

Otra metodologia muy popular que utiliza ETAAS es la formacion de complejos del As (lIl) con pirroli-
dinditiocarbamato de amonio (APDC), el cual puede ser retenido en una resina de intercambio aniénico. Este
método se emplea para la determinacién de As (I11), mientras que el arsénico total (l1l, V) se lo determina de for-
ma similar, pero previamente reduciendo el As (V) al estado I11 con tiosulfato de sodio (Anezaki et al., 1999).

Espectrometria de Emision Optica con Plasma inductivamente Acoplado (ICP-OES) y Espec-
trometria de Masas con Plasma Inductivamente Acoplado (ICP-MS).

La técnica de ICP utiliza el plasma para atomizar, ionizar y excitar todas las formas del arsénico que son en-
viadas hacia el plasma para su deteccion/determinacion.

El acoplamiento de cromatografia liquida, generacidn de hidruros e ICP-OES, permite la determinacion de
arsenito, aseniato, y especies organoarsenicales (Rubio et al., 1993; Smichowski et al., 2000).

ICP-MS es una técnica utilizada dentro de los protocolos analiticos para la determinacion de arsénico, siendo
su gran ventaja los bajos limites de deteccion alcanzados sin necesidad de preconcentracion.

Un sistema que acopla HPLC e ICP-MS proporciona un método muy apropiado para especies no-volatiles de
elementos dentro de los cuales se incluye el arsénico. Recientemente Coelho y col, (en impresion) han utilizado
ICP-MS acoplado a HPLC para la determinacion y especiacion de arsénico en aguas. Las especies de arsénico
incluyendo As (I11), As (V), &cido dimetilarsinico (DMA) y acido monometilarsénico (MMA), fueron separadas y
determinadas secuencialmente en el orden de los ng mL™. Los posibles problemas del empleo de esta técnica radi-
can en la formacion de especies moleculares argén-cloruro en el plasma, cuya masa atomica es la misma que la de
75As. La vaporizacién electrotérmica (ETV) soluciona este problema ya que la muestra se introduce directamente
en el plasma en forma de un vapor atbmico. En la Tabla 2 se indican algunos métodos de determinacién de arséni-
€O con sus respectivos limites de deteccion.
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Tabla 2. Técnicas para la determinacion de arsénico con sus respectivos limites de deteccion.

Método Limite de deteccién
Gutzeit mejorado* 0,5 ugfl
Dietilditiocarbamato de plata 5 g/l
Azul de molibdeno* 1-15 g/l
Generacion de hidruros-AAS** 0,1 ngfl
Generacion de hidruros-ICP-OES* 0,1 g/l
ETAAS* 0,5 pg/l
ICP-MS** 0,03 pg/l
Fluorescencia de rayos X (preconcentracion sobre sustrato 50 uall
solido)* Hg
Voltametria Anddica* 0,05-0,5 pg/l
Electroforésis Capilar (deteccién UV indirecta)* 1 pgll
* (Melamed, 2005); ** (Hung et al., 2004)

Electroforésis Capilar (CE)

La Electroforésis Capilar es una técnica que puede permitir la separacion de especies ionicas desde una
matriz ambiental (Melamed, 2005; Schlegel et al., 1996). Si se la combina con un método de deteccion se trans-
forma en una poderosa herramienta analitica que permite no sélo la determinacion de un analito sino también su
especiacién. Esta técnica combinada con ICP-MS se transforma en una forma poderosa de obtener especiacion de
arsénico a niveles de vestigios en el laboratorio.

La Electroforésis Capilar ha sido usada para la determinacion de arsénico midiendo en forma directa o indi-
recta la absorbancia de las especies de arsénico, incluidos los organoarsenicales, lograndose en algunos casos
limites de deteccidn en el orden de los pg/l.

OTRAS TECNICAS

La necesidad de respuestas analiticas rapidas y confiables, particularmente cuando se trata de determinar ele-
mentos toxicos en muestras ambientales como el agua, es cada vez mas frecuente. En este aspecto, las denomina-
das metodologias répidas, que proveen una respuesta binaria con posibilidad de toma de decision, se basan en la
determinacion de un analito sobre o bajo un nivel de concentracion umbral preestablecido. Los métodos colori-
métricos, se adaptaban bien a estos requerimientos. Sin embargo, el advenimiento de las técnicas instrumentales
ha producido un cambio importante en la direccion de estas medidas rapidas. De extrema utilidad son las que
permiten un "screening" de muestras para posteriormente aplicar métodos convencionales que son mas selectivos,
sensitivos, precisos y con muy baja incertidumbre. Muchos de estos instrumentos para producir respuestas binari-
as pueden ser portatiles y encontramos los que se basan en el empleo de la Fluorescencia de Rayos X, Sistemas
Electroquimicos, Sistemas Opticos (Espectrometros UV-Vis), Resonancia Magnética Nuclear, Cromatografia
Gaseosa, Espectrometria de Masas (Melamed, 2005; Valcércel y Céardenas, 2005).

Fluorescencia de rayos X

La Fluorescencia de rayos X es una técnica muy efectiva para la deteccion/determinacién de arsénico en el
terreno, siendo particularmente Gtil cuando se trata de muestras solidas (suelos y sedimentos). La EPA posee una
metodologia de prueba para arsénico en arenas cuarciferas y libre de interferencias, con un limite de deteccién de
40 mg/kg (Melamed, 2005). Los equipos portables para arsénico en muestras solidas tienen limites de deteccion
de 60 mg/kg (Potts et al., 2002), mientras que en la determinacion de arsénico en muestras de aguas subterraneas
de la Provincia de Cdrdoba (Argentina) con previa preconcentracion sobre sustrato sélido (cinta de celofan), se
alcanzan limites de deteccion de 50 pg/kg (Sabareto y Sanchez, 2001). El futuro de esta técnica y con referencia a
la determinacion de arsénico en aguas y en el nivel de vestigios, pasa fundamentalmente por el desarrollo de
metodologias de preconcentracion adaptables tanto a los equipos de laboratorio como para aquellos que permiten
la determinacion "in situ™.

Técnicas Electroquimicas

Las técnicas electroquimicas se adaptan muy bien para la determinacion de arsénico en muestras liquidas,
cual es el caso particular del agua en todos sus tipos. Dentro de estas técnicas cabe mencionar las Técnicas Polar-
ogréficas, Voltametrias Catddicas y Anddicas (Melamed, 2005; Hung et al., 2004)

La EPA posee una metodologia aprobada que emplea Voltametria Anddica para la determinacion de arsénico
en agua, con un intervalo de concentracion entre 0,1 y 300 pg/l.

Es un equipamiento que se presta muy bien para determinaciones "in situ” por lo que es de mucha utilidad en
el "screening™ por muestreo.
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CONCLUSION

La determinacion de arsénico en muestras de aguas tiene dos facetas que consideramos de importancia. Una
de ellas es la concentracion total del mismo y la otra la especiacion. Las técnicas empleadas utilizan diferentes
sistemas pero las que se basan en la transformacion del arsénico en un gas para su posterior deteccion mediante el
uso de sistemas Gpticos, parecen ser las de mayor prestacion. De particular importancia es la Espectrometria de
Masas con ICP, ya que permite la determinacion de pequefias concentraciones de arsénico, y si se acopla con la
cromatografia también permite la determinacion de diferentes especies de este analito. Esto Gltimo, con el empleo
de técnicas que permiten la obtencion de respuestas binarias rapidas y altamente confiables, parece ser el futuro
cercano en la Quimica Analitica del arsénico.
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