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1.  Introduccion
1.1.  Caso de estudio: Problematica de la poblacion del NE de Mendoza. Tipo de uso

del territorio, disponibilidad y calidad de agua

En el NE de Mendoza (Lavalle), los pobladores locales se dedican mayormente a la
ganaderia de subsistencia, con cria predominantemente de cabras, y con alguna proporcién de vacas
y caballos. La zona es &rida, con precipitaciones muy escasas, menores a 200 mm por afio, por lo
que desarrollan sus actividades utilizando el agua freatica. Esta se encuentra a poca profundidad, de
6 a 15 m en la mayoria de la zona, por lo que los pobladores excavan pozos manualmente, los
enmarcan con madera de algarrobo, y extraen agua freatica con baldes y la ayuda de un animal
(burro o caballo). Aunque recientemente se ha construido un acueducto para proveer con agua
potable a los pobladores, muchos puestos ganaderos se encuentran lejos de éste, y solo cuentan con
el agua subterranea como fuente de agua para consumo humano y del ganado. El ganado se
concentra alrededor de los pozos balde, ya que representa la Unica fuente de agua. De dia pastan o
forrajean en los alrededores, pero en general regresan cada noche a tomar agua. Este patron de
concentracién de ganado alrededor del puesto genera cambios en la vegetacion y suelos, con
reducciones en la cobertura vegetal, aumentos de guano, nitrato y humedad en los suelos cerca de
los puestos [1]. Estos cambios facilitan el transporte de nitrato y agua desde la superficie hacia el
acuifero, disminuyendo la calidad de agua.

Asimismo, el agua subterranea de la zona contiene altas concentraciones de arsénico (As),
superando ampliamente los limites maximos permitidos para consumo humano [2]. Por las
caracteristicas de las zonas aridas (escasa materia organica), el acuifero es naturalmente oxidante, y
favorece la presencia de la especie quimica inorganica arsenato (AsO,%), de menor toxicidad que
arsenito (AsOz*). Sin embargo, se encontré la presencia de AsO;* en algunas perforaciones,
probablemente relacionada a flujos verticales ascendentes, o, alternativamente, a la reduccién ante

un ingreso de contaminacion organica desde la superficie. [2].

1.2.  Arsénico en el medio ambiente

El As es conocido desde la época de los alquimistas, pero su descubrimiento se atribuye a

San Albertus Magnus Figura 1 en el afio 1250 [3].
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Aunque se citan varios afios para hacer referencia al nacimiento de Magnus, se considera
que es 1199 el afio mas probable de su nacimiento, en la ciudad de Lauingen, Alemania. Es
considerado como uno de los cientificos, telogos y filosofos mas importantes de la edad media.

Figura 1: Imagen de San Albertus Magnus.

Se cree que Magnus descubri6 el As cuando sometié a calentamiento un jabon junto con

oropimente (trisulfuro de diarsénico). Dicho experimento lo condujo a realizar las siguientes
observaciones [4]:
“Del oropimente al fuego, junto con jabon, no se obtiene nada similar al oro. Se pierde la
coloracion amarillenta, y aparece un solido cristalino de color gris acerado, con brillo metélico. Si
se deja al aire, pierde el brillo o lustre volviéndose oscuro y negro. Al calentar esta sustancia
nuevamente al fuego, arde con una llama blanco-azulada que produce humo blanco y de olor
similar al del ajo. No se puede oler sin notar que los ojos y la nariz se humedecen y uno se siente
indispuesto”.

En la naturaleza, el As puede encontrarse en formas quimicas orgéanicas e inorgéanicas y
existir en cuatro estados de oxidacion: As(0), As(l11), As(-111) y As(V) con una abundancia terrestre
aproximada de 1,5-3 mg kg™. Su presencia en el ambiente se encuentra asociada a fuentes naturales
incluyendo la corteza terrestre, suelos, sedimentos, aire, agua y organismos vivos, y a fuentes
antropogenicas. Su concentracién promedio en rocas igneas y sedimentarias se encuentra
comprendida entre 0,5 - 2,5 mg kg™ lo ubica en el lugar nimero 20 en términos de abundancia en la
corteza terrestre. Mas de 200 formas minerales naturales contienen este elemento en su composicion

de las cuales, 60% aproximadamente corresponden a arsenatos, 20% a sulfuros y el resto a
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arseniuros, arsenitos, 6xidos, silicatos y arsénico elemental [5]. La arsenopirita (FeAsS), el mineral
de arsénico mas abundante, constituye su principal fuente de obtencion.

La concentracion promedio de arsénico en suelos, del orden de 6 mg kg™, muestra una gran
variacion dependiendo de las regiones geogréafica [6]. Las concentraciones méas bajas son atribuibles
a suelos arenosos y las mas altas a suelos aluviales y organicos. El pH y el potencial redox sumado
al tipo y concentracion de los componentes adsorbentes definen la forma quimica de las especies de
arsénico en los suelos. En general, las formas inorgénicas aparecen como predominantes, aunque
también pueden encontrarse enlazadas a materiales orgéanicos. Las formas de As(V) inorgéanicas
predominan en suelos con ambientes aerdbicos de caracteristicas oxidantes y se encuentran
fuertemente absorbidas sobre arcillas, 6xidos e hidroxidos de hierro y manganeso y materia
organica. Por el contrario, las formas de As(lll) predominan en suelos con caracteristicas
reductoras. Ambos estados de oxidacidn estan sujetos a reacciones quimicas y microbiol6gicas de
oxido-reduccion y metilacion, lo cual deriva en la formacion de compuestos de arsénico metilados,
principalmente acido monometilarsenato (MMA), &acido dimetilarsenato (DMA) y Oxido de
trimetilarsina (TMAsQO) bajo condiciones oxidantes y metilarsinas volatiles en ambientes
anaerabicos [7].

Las aguas naturales contienen generalmente bajas concentraciones de metales traza de
toxicidad variada. Los elementos presentes en forma catidnica, tales como Pb(Il), Cd(Il), Cu(ll),
Zn(11), entre otros, disminuyen su solubilidad a medida que aumenta el pH del medio mientras que
los elementos que forman oxianiones tales como el As, Se y Cr permanecen disueltos inclusive a
pH altos. La solubilidad relativamente elevada del arsénico hace que pueda encontrarse tanto en
ambientes reductores como oxidantes [8]. A potenciales redox altos o moderados, se halla
estabilizado como una serie de oxianiones pentavalentes HyAsO,, H,AsO4, HAsO,>, AsO,%. Por el
contrario, en condiciones mas reductoras (acidas y medianamente alcalinas) predominan las
especies de arsénico trivalente H;AsOs. La presencia de As(0) y As(-111) es muy poco frecuente en
ambientes acuaticos. Las formas organicas pueden ser producidas por actividad bioldgica,
generalmente en aguas superficiales raramente en cantidades importantes [9].

Sin embargo, cuando la presencia de concentraciones elevadas de arsénico alcanza al agua
subterranea, el problema adquiere una mayor magnitud, principalmente cuando se trata de
reservorios utilizados para suministro de agua de bebida humana. Si bien las concentraciones son
inferiores a 10 ug L™ en su gran mayoria [10], alrededor de 20 paises en el mundo padecen de
contaminacion arsenical en sus acuiferos como Taiwan, Bangladesh, India, Vietnam, Hungria,
China, Chile, Estados Unidos, México y Argentina, entre otros, afectando la calidad del suministro

hidrico de més de 150 millones de personas [11]. El As es un elemento altamente toxico y por ello
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preocupa su presencia en las aguas de consumo humano. Su disposicidn es mayor y mas comun en
ambientes naturales, debido a rocas volcanicas y sedimentarias marinas, depositos minerales
hidrotermales y las aguas geotermales asociadas, por lo que grandes poblaciones se vean afectadas
y en ciertas zonas del mundo el problema se agudiza méas. En la Figura 2, se observa la distribucion
mundial del As en el agua [12].

FAIRBANKS
ALASKA
L J -
-
© COLUMBIA LLANURA
@ BRITANICA SUROESTE HUNGARA e DIECL ... RAUELTITER
ISLAS - . oA TR INTERIOR
ALEUTIANAS -y P
® MACIZO CENTRALSS 0 .
o
NUEVA ESCOCIA -
OEE NORTE DE DUERO, ESPARA ® DE XINJANG, PROVINCIA
PENINSULA BE HINA '
MEXICO E @ DE SHANXI
LABVRION, KYUSHU,
r JAPON
DISTRITORE: :
LAGUNERA ® VALLEDE N r QTAIWAN
MEXICO BZIMPAN: ; DELTA DEBENGALA i DELTA DEL
- IRERUGILIEA OESTE DEBENGALA #RIO ROJO,
DOMINICANA BANGLADERH LVIETNAM
EL SALVADOR®.
; ® DISTRITODRE
REGION DE ASHANTLL RON PHBUM,
GHANA TAWANDIA
ZIMBAUE
NORESTE DE S hY
ANTOFAGASTA" ARGENTINA
CHILE
SUDAFRICAI
LLANURA o
CHACOPAMPEANA WAFRAKEI,
LEYENDA ARGENTINA NUEVA ZELANTR
B ACUIFERO AFEDCTADO POR ARSENICO
®  ARSENICO RELACIONADO CON MINERIA
®  ARSENICO RELACIONADOCON SISTEMAS GEOTERMALES

Figura 2. Distribucién mundial de acuiferos y cuerpos de agua superficial con altas concentraciones
de As.

En Argentina, existen lugares cuyas fuentes de agua poseen un alto contenido de As, por
ejemplo, las aguas subterraneas los valores oscilan entre 470 y 770 pg/L. Las provincias de
Argentina que presentan areas en las que el agua tiene concentraciones elevadas de As son: Salta,
Jujuy, Catamarca, La Rioja, La Pampa, Chaco, Cérdoba, San Luis, Mendoza, San Juan, Santa Fe,
Buenos Aires, Rio Negro, Tucuman, Santiago del Estero y no se descarta que puedan ser mas.

En la Figura 3 se puede observar el mapa de distribucion de As en aguas subterraneas de la

Republica Argentina diferenciando las zonas segun la concentracion del contaminante [12].
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Figura 3. Distribucidn geogréafica del As en el agua subterranea de Argentina.
Fuente: http://www.femeba.org.ar/archivos/Ars%C3%A9nico%20en%20el%20agua_.pdf
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En los acuiferos reductores, caracterizados por condiciones de pH cercanas a la neutralidad,

escasez de oxigeno disuelto y de nitratos, y concentraciones de Fe, Mn y NH", elevadas, las formas

de As(lIl) constituyen una alta proporcion del arsénico total. Su movilizacion se debe

principalmente a la desorcion desde 6xidos minerales y la disolucion reductiva (reduccion a As(l11))

de 6xidos de Fe y Mn [13,14].

Los acuiferos oxidantes con altas concentraciones de As se encuentran generalmente en

regiones aridas o semiaridas donde la recarga es lenta. Las bajas velocidades de flujo aumentan la
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magnitud del problema debido a la restriccion de su remocion. Estos acuiferos se caracterizan por
su elevada salinidad, presencia de O, disuelto y altos valores de pH. La solubilidad de los éxidos
minerales bajo estas condiciones es baja por lo que la movilizacion del arsénico se produce
principalmente como resultado de la desorcion de los 6xidos de Fe y Mn. La forma dominante es
As(V) y suele estar asociado a otros aniones y oxianiones (F, HCOg3, V, Se, Mo) [15-17].

1.3.  Metabolismo, toxicidad y legislacion del arsenico

El hombre se halla expuesto a diferentes especies de arsénico inorgdnico y organico
principalmente a través del agua y los alimentos. Cada una de estas formas posee propiedades
fisicoguimicas y de biodisponibilidad diferentes, por lo que el estudio de la cinética y metabolismo
es de complejo tratamiento, alin comparado con otros contaminantes.

La presencia de arsénico en aguas de consumo ha ocasionado la diseminacion del
hidroarsenicismo crénico regional endémico (HACRE), enfermedad cronica que se manifiesta
principalmente por alteraciones dermatoldgicas como melanodermia, leucodermia y/o queratosis
palmo-plantar, evolucionando hacia patologias mas graves como distintos tipos de cancer.

Las poblaciones mas afectadas por el HACRE habitan, por lo general, en paises con bajos
niveles de ingreso. En América Latina, se estima que la poblacién en riesgo supera los 14 millones
de personas, con elevada incidencia en casi todos los paises de la region [18].

Para contraer la enfermedad es preciso haber bebido durante meses o afios, aguas con alta
concentracion de As. Resultan afectados tanto hombre como mujeres, pero es mas frecuente en
hombres en una proporcion de 4:1. La gran mayoria de pacientes son adultos, siendo excepcional la
enfermedad en los nifios. No todos los que consumen agua con alta concentracién de As resultan
afectados; debe haber una cierta predisposicién para que aquello ocurra, que esta determinada por
una diferencia en la absorcion, deposito en los tejidos y excrecion del arsénico en los individuos
afectados [19,20].

Comulnmente la metilacién se consideraba como la principal ruta de detoxificacion del
arsénico en mamiferos. EI AsO,> ingerido es rapidamente reducido a AsOs> por el arsenato
reductasa (GSH) en el plasma sanguineo. La metilacion parcial del AsO;> tiene lugar en el higado,
donde las enzimas metiltransferasas de As realizan el proceso de metilacion con S-
adenosilmetionina (SAM) como dador de grupos metilo. Los metabolitos intermediarios, MMA y
DMAS, son generados durante este proceso, y estos arsenicales trivalentes metilados, se creen son

incluso mas tdxicos que las especies de arsénico inorganico.
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Figura 4. Biotransformacion del arsénico

En ausencia de una ingesta excesiva de arsénico inorganico, el metabolito mayoritario
observado en la excrecion urinaria es el DMA (~ 60 %). Estudios recientes han mostrado que el
DMA y el MMA son reducidos en el organismo a sus acidos trivalentes dimetil y
monometilarsinosos, respectivamente, y excretados a través de la orina [21,22].

La modalidad mas frecuente por la cual actia un elemento téxico es la inactivacion de
sistemas enzimaticos. Ha sido sugerido que el arsénico trivalente interacciona con enzimas que
contienen grupos —SH y —OH, especialmente cuando hay dos grupos —SH adyacentes. La accion
inhibitoria se basa en la interrupcion de la generacion de ATP debido a la inactivacion de la
dehidrogenasa piruvato por complejacion con As(lIl). Como consecuencia de este proceso, la
cantidad de piruvato en sangre aumenta, la produccién de energia disminuye y finalmente la célula
es lentamente dafiada [23]. En el orden de toxicidad histéricamente reconocido para las especies de
arsénico, decrece en el siguiente orden: AsH; > As(lIl) organico > As(lll) inorganico > As(V)
inorganico > As(V) orgénico > compuestos arsenicales y arsénico elemental. La toxicidad del
As(111) inorganico es 10 veces mayor que la del As(V), y la dosis letal para adultos es de 1-4 mg As
kg™ [24,25].

La absorcion de As puede producirse a través del tracto gastrointestinal, por via respiratoria

Yy, en menor proporcion, por via dérmica. La absorcion por via respiratoria dependera del tamafio de
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las particulas inhaladas, de su solubilidad y de la estructura quimica del compuesto. EI As es
distribuido facilmente por todo el cuerpo, a través de la formacion de un complejo de [a-globulina-
As]. Se acumula principalmente en higado, rifion, pulmon y bazo, y en menor proporcion en tracto
digestivo, hueso y piel [26].

Ademas de la excrecion urinaria, las heces constituyen otra via significativa de eliminacion
de arsénico. La transpiracion, ufias, pelo, piel y en menor medida la leche materna [27], son rutas
minoritarias. No obstante, algunas de estas rutas de liberacion del contaminante son utilizadas como
indicadores de exposicion. EI biomarcador mas usado es el arsénico que se determina en ufias, pelo,
sangre y orina. La aparicion de arsénico en ufias y pelo es interpretada como exposicion lejana ya
que el As(I1l1) aparece acumulado en tejidos ricos en queratina. Los niveles normales de arsénico en
la orina, el cabello y las ufias son 5-200 pgL™, 0,8-5,0 mg kg™ y 430-1080 ug kg™, respectivamente.
La presencia de arsénico en sangre y orina es un indicador de exposicién muy alta o reciente que
revela su rapida eliminacidn por estas rutas [28,29].

Como muchos otros metales, el arsénico es un elemento acumulativo en los organismos
vivos. El rango de concentraciones encontradas es verdaderamente amplio dependiendo de las
cantidades incorporadas o ingeridas. Los mayores niveles de acumulacién se informan en animales
marinos, en los que la mayor proporcion se encuentra en la forma de compuestos organicos como
arsenobetaina (AsB) y arsenocolina AsC), muy resistentes a la degradacion quimica, pero de baja
toxicidad. En humanos, el arsénico se ubica en el lugar nimero 12, con una concentracién promedio
de 0,3 mg kg® sobre base himeda [9]. Su acumulacién se manifiesta principalmente en tejidos
ectodérmicos ricos en azufre como ufias y pelo.

La profundizacion del conocimiento epidemioldgico y toxicoldgico asociado a las especies
de arsénico sumado al avance de las técnicas analiticas se ha visto reflejado en las reducciones
aplicadas de manera sucesiva a los niveles recomendados o permitidos del contaminante. En agua
de bebida, el nivel de contaminante maximo (MCL) establecido en la normativa por el Cddigo
Alimentario de nuestro pais es de 10 pg L™ [30]. Esta concentracion fue recomendada como valor
de guia provisional por la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) en 1993 luego de que los
compuestos de arsénico inorganico fueran clasificados por la IARC (Agencia Internacional para
Investigacion del Céancer) en el Grupo 1, correspondiente a compuestos con evidencias

suficientemente comprobadas de carcinogenicidad para humanos [31].
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1.4.  Necesidad del analisis de especiacion

Es evidente que la determinacién de la concentracion total de arsénico, como sucede con
muchos otros elementos, no es suficiente para realizar una evaluacién completa de los efectos que
produce el elemento en los diferentes compartimentos ambientales y sobre la salud. La movilidad y
toxicidad del arsénico es dependiente de la forma quimica en la que se encuentra, es decir, de su
estado de oxidacion, naturaleza organica e inorgénica y de su asociacion organica bajo la forma de
diversos compuestos organoarsénicales que posee diferentes estructuras y, por ende, diversas
propiedades. Asi mas de 20 especies de arsénico han sido identificadas en los sistemas ambientales
y bioldgicos entre las que se contabilizan especies inorganicas de As(lll) y As(V) como acidos
arseniosos (HzAsOs;, H,AsO;, HAsO3;?) y écidos arsénicos (HzAsOs, H,AsO,, HAsO,?),
respectivamente, y especies organicas predominantes tales como dimetilarsinato (DMA),
monometilarsinato (MMA), arsenobetaina (AB) y arsenocolina (AC).

El término “especies se asigna a las distintas formas que presenta un analito utilizando
diferentes criterios como, su composicion isotdpica, estado de oxidacion (especies redox), forma
molecular (compuestos organometalicos), coordinacién (formacion de complejos), fase en la cual
esta presente el analito (disuelto, coloidal, absorbido, etc.) o también su solubilidad selectiva en
solventes diferentes [32]. De esta manera, la Quimica Analitica propone un concepto vinculado a
las especies quimicas, al definir con el “andlisis de especiacion” a las actividades analiticas
destinadas a identificar y cuantificar las diferentes formas quimicas o especies de un dado elemento.

Ademas de la importancia bioldgica y toxicoldgica que involucra el término “especiacion”
de As por el hecho que, las especies arsenicales inorganicas son mas toxicas que las organicas y los
compuestos arsenicales en estado de oxidacion trivalente son mas toxicos que los pentavalentes,
esta definicion prioriza el interés en el desarrollo de métodos analiticos para su determinacion
selectiva, siendo su impacto en el orden tecnol6gico considerado un aspecto importante [33].

La especiacion y movilidad del As en los suelos es afectada por el pH y por las condiciones
redox (potencial redox Eh). Ante un alto potencial redox predomina el As(V) y la movilidad del As
es baja. A medida que aumenta el pH y el potencial redox disminuye predomina el As(lll). La
forma reducida de As estd méas sujeta a la lixiviacion porque tiene mayor movilidad, tal como se

indica en la Figura 5.
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Figura 5. Diagrama Eh-pH de especies acuosas de As en el sistema As-O,-H,0 a 25°Cy 1

bar de presion total. Fuente: Iberoarsen, 2008.

El As es un elemento particular entre los elementos traza por su gran tendencia a
movilizarse ante los valores de pH tipicos de las aguas subterraneas (pH 6,5 — 8,5). En términos
generales, bajo condiciones oxidantes (aerébicas), el estado As(V) predomina sobre el As(lll). El
acido arsénico sélo predomina a pH extremadamente bajos (< 2), situacién poco comin en aguas
naturales. Se encuentra fundamentalmente como H,AsO, a valores de pH menores que 6,9,
mientras que, a pH mas alto, la especie dominantes HAsO,>. En condiciones de extrema basicidad,
la especie dominante serd AsO,’. El 4cido arsenioso aparece a bajo pH y condiciones reducidas
suaves, pero se transforma en H,AsO; a medida que aumenta el pH. En condiciones reductoras, a
pH inferior a 9,2, predominara la especie neutra. Solo cuando el pH excede 12 puede estar
presente la especie HAsOs%, por lo cual no se encontrar esta especie en aguas naturales

[34,35].
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En las Figuras 6 y 7 se muestra la especiacion de As(l11) y As(V) en funcion del pH.
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Figura 6. Especies de As(l11) en funcion del pH. Fuente: Iberoarsen, 2008
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Figura 7. Especies de As(V) en funcion del pH. Fuente: Iberoarsen, 2008
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El As(I1l) puede provenir de la reduccion biolégica del As(V), y predomina en zonas
cercanas a industrias con efluentes ricos en As(l11), aguas geotermales y ambientes reductores. En
general, en aguas superficiales, el As(V) predomina sobre el As(ll1). En aguas subterraneas pueden
encontrarse ambos estados de oxidacién ya que las concentraciones de As(l11) y As(V) dependen de
la entrada de As al sistema, de las condiciones redox y de la actividad bioldgica. En aguas marinas,
la especie predominante es el As(V) inorganico, que puede ser transformado a formas organicas o
reducido bioldgicamente a As(l11) [36].

La eficiencia de los procesos de remocion de As en el agua depende fuertemente de la
forma quimica en la que se encuentra. Tanto para los tratamientos por 6smosis inversa como para el
uso de materiales adsorbentes o procesos de coagulacion, el As(V) es la especie con mayor facilidad
de remocion [37]. Este hecho es sumamente importante a la hora de desarrollar o seleccionar
tecnologias para tratamientos de agua de consumo ya que la posibilidad de una etapa de

acondicionamiento debera ser evaluada en funcién de la forma redox [38].

1.5.  Técnica analitica para el andlisis de especiacion de arsénico

1.5.1. Cromatografia liquida de alto rendimiento

Las separaciones por cromatografia liquida (HPLC) se realizan introduciendo una muestra
en una columna cromatografica rellena con una fase estacionaria sélida, mientras que una fase
liquida movil circula continuamente, por bombeo, a través de la columna. Las fases estacionarias
estan compuestas generalmente por silice quimicamente modificada o polimeros. Las especies
arsenicales presentes en la muestra interact(ian tanto con la fase estacionaria como con la fase movil
en su paso a través de la columna; el grado en gque cada uno de los analitos interaccione con esas
fases determinara el tiempo de residencia de cada analito en la columna. De esta manera, la
separacion se logra cuando cada uno de los analitos, que tiene un grado de interaccién diferente con
las fases, salga de la columna a tiempos también diferentes capaces de ser detectados
individualmente por el equipo.

La cromatografia liquida de alta resolucién presenta un numero de ventajas que la
convierten en una herramienta Unica para el andlisis de especiacion. Esta técnica, a diferencia de la
cromatografia gaseosa, posee la capacidad de separar compuestos no volatiles y también aquéllos
que se descomponen a elevadas temperaturas. Es extremadamente versatil ya que tanto la fase
estacionaria como la fase movil pueden modificarse, e inclusive pueden agregarse aditivos para
lograr una separacion efectiva. Existe, por otra parte, una gran variedad de fases estacionarias

disponibles comercialmente. Ademas, puede acoplarse de manera simple a detectores especificos,
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como espectrémetros de absorcidén atomica y fluorescencia atomica acoplados a generacion de
hidruros (HG-AAS y HG-AFS), espectrometros de plasma inductivo de argdn de emision y
acoplados a detectores de masas, asociados 0 no a generacion de hidruros (ICP-OES, HG-ICP-OES
y ICP-MS, HG-ICP-MS) y otros.

Los tamafios de particulas de las fases estacionarias tipicas de las columnas comerciales
usadas en HPLC son de entre 3y 5 um. La fase mévil se bombea a muy altas presiones a través de
la fase estacionaria y los distintos tipos de separaciones por HPLC se subdividen de acuerdo a los
tipos de fases estacionarias que se utilicen.

Para llevar a cabo una adecuada separacién cromatografica de las especies arsenicales, se
deben ajustar una serie de parametros y variables. Es necesario conocer las estructuras de esos
analitos ya que las separaciones de las especies entre la fase estacionaria y la fase mavil estan
basadas en interacciones dipolo-dipolo, interacciones electrostaticas y fuerzas de dispersion. La
seleccion de la fase movil a utilizar estd intimamente relacionada con las caracteristicas de los
analitos a separar. En el caso del arsénico, en las cuales el metaloide esta presente en forma de
especies anionicas, éstas deberian ser separadas usando una columna con una fase estacionaria de
intercambio anionico.

Asimismo, la fase mdévil constituye otro factor critico al optimizar una separacién, y para el
caso del arsénico consiste generalmente en un solvente o mezcla de ellos. Generalmente, se trata de
soluciones acuosas a un dado pH, tales como soluciones tampén, en las que las especies sean
solubles. El control del pH es esencial para obtener una separacion efectiva de las especies. La
composicion de la fase movil puede mantenerse constante a lo largo de toda la separacion
(separacion isocratica) o usar elucién con gradientes, variando la composicion de la fase movil, con
lo que logran disminuirse los tiempos de corrida.

Otro punto a tener en cuenta es el caudal de la fase movil, ya que aumentandolo pueden
disminuirse los tiempos de corrida, pero esto puede ser en detrimento de la eficiencia de la
separacion y ademas ocasionar la pérdida de la correlacion entre los volimenes aportados por el
sistema cromatografico y los aceptados por el sistema al que esta asociado el detector especifico.

La temperatura puede influir en las separaciones causando variaciones en los tiempos de
retencion de las especies arsenicales, por lo que es conveniente mantenerla controlada en un
compartimiento que se encuentre a temperatura constante.

Finalmente, es conveniente hacer hincapié en el elemento fundamental para la separacion,
“la columna cromatografica”, es lo que define el tipo de cromatografia. Para la separacion de
especies arsenicales, que frecuentemente se encuentran en formas ionizadas, se utiliza cominmente

la cromatografia de intercambio ionico, indicada para separar &tomos libres y especies que forman
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iones facilmente [39]. La cromatografia de intercambio i6nico se divide en anidnica y catidnica,
dependiendo de los grupos funcionales presentes en la fase estacionaria, siendo la primera de ellas
la elegida para la separacion de especies arsenicales, debido a la forma en que se encuentran en
soluciodn. Los sitios i6nicos en la fase estacionaria tienen la carga opuesta a los analitos que se van a
separar. Los contraiones de la fase movil (generalmente soluciones acuosas de sales inorganicas)
mantienen la neutralidad eléctrica dentro de la columna cromatogréfica, y las especies con carga
opuesta a la del grupo funcional interacttan electrostaticamente con la fase estacionaria. El tiempo
de retencion de una especie dada se incrementa con el aumento de la fuerza electrostatica [40].

Fuente de
helio regulada—

Valvula de salida

e L
Al
Amortiguador desecho,
de pulsaciones
L 5 . “Valvula de l
Disolvente de reserva \ entrada ,
l i Filtro 1 Valvu_la de
Difusor de drenaje
entrada _j 1
\ J
TR Jeringa para cebar ’
Valvula de mezcla de disolvente D

<~ Al detector —d@@r—ﬂ@@@—& E_@ e—ef Jo—e8f——jo—
Columna N
Regulador de Filtro

Transductor compresion
de presion

1

Vaélvula de inyeccion

Figura 8. Esquema del instrumento HPLC.

1.5.2. Generacion de hidruro

La generacion de hidruros (HG), es una de las técnicas de derivatizacién mas utilizadas para
la deteccion de As, especialmente de especies inorganicas. Inicialmente fue desarrollada para AAS
y el agente reductor mas empleado para la producciéon de arsina es el borohidruro de sodio en media

acido. Es decir, el borohidruro en medio acido es empleado como agente reductor para el As(V) y
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como generador del hidruro con el As(I11). El proceso de generacion de hidruro puede ser empleado
también para la determinacion selectica de As(lll) y As(V), ya que el As(lll) reacciona con el
borohidruro a un pH mas alto que As(V).

Ademas, el sistema de HG se puede implementar en sistemas de analisis en flujo, lo cual
permite obtener importantes ventajas con respecto a los métodos analiticos discontinuos o en
“batch”, tales como incremento importante en la sensibilidad analitica y disminucion significativa
de las interferencias [41]. El incremento en la sensibilidad se debe a la mayor eficiencia de
introduccidn de analito en el sistema de atomizacion de la técnica espectrométrica atdmica a la cual
se ha acoplado el sistema HG. De esta manera, las especies de As se derivatizan en otras especies
voléatiles por reaccion con el borohidruro de sodio, siendo més eficiente el proceso de atomizacion,

cuando se introducen analitos en estado gaseoso que en solucién.
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Figura 9. Esquema del instrumento HG.

1.5.3. Espectrometria de fluorescencia atébmica

La espectrometria de fluorescencia atomica (AFS) es una técnica de emision, por lo que
requiere una foto excitacion previa de las especies volatiles de As. La activacion o excitacion de los
atomos del analito, seguida de la desactivacion con la consecuente emision de la radiacion
fluorescente, puede tener lugar a la misma longitud de onda. Esto se conoce como fluorescencia
resonante. La concentracion de As en la muestra puede ser determinada en funcién de su relacién
con la intensidad de la fluorescencia atdmica. Esta técnica es una de las técnicas mas utilizadas para

la determinacion de arsénico inorganico. La alta selectividad, baja susceptibilidad a interferencias
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de la matriz, robustez y relativa facilidad de operacién sumadas a costos de inversidn y operaciones
accesibles constituyen las razones principales por las cual AFS ha alcanzado una amplia difusion en
la mayoria de los laboratorios.

El proceso basico de fluorescencia atomica consiste en:

e Creacion de 4tomos libres de muestra

e Absorcion de la radiacion por parte de los atomos libres y excitacion

e Emisidn de la radiacion cuando los dtomos (electrones exteriores) regresan del
estado excitado a un nivel de energia menor, que generalmente es el estado basal o
fundamental. Emite en la region visible y ultravioleta (190-850 nm).

El empleo de solucion de tetrahidroborato de sodio (NaBH,) en sustitucion del sistema
metal/acido (generalmente Zn/HCI) antiguamente utilizado para generar los hidruros [42], aument6
enormemente la popularidad de esta técnica dada su relativa simplicidad y rapidez en el proceso de
derivatizacion [43]. La técnica de generacion de hidruros puede ser empleada como una herramienta
sumamente Util en el analisis de “especiacion” ya que, bajo condiciones de pH controladas, solo
ciertos estados de oxidacién como las formas trivalentes de As y Sb y tetravalentes de Se y Te,
forman sus respectivos hidruros permitiendo su determinacion selectiva. Resulta oportuno notar que
las especies formadoras de hidruros mencionadas, son precisamente las formas méas toxicas de cada
elemento. Para el caso particular del arsénico, el NaBH, o THB volatiliza el As(Ill) entre pH -1 a7
y el As(V) a pH menores de 0,3 para formar arsina. Las especies organicas del tipo Me,AsO(OH)s.,
(n= 1 a 3) forman hidruros de metilarsénico (I11) y trimetilarsénico (I11) para valores de pH entre 0,3
y 1[44].

Las diferentes velocidades de reaccion que presentan las especies inorganicas tri y
pentavalentes con el NaBH, para formar hidruros pueden entonces ser utilizadas con buenos
resultados para su determinacion selectiva.

El acoplamiento de HPLC con HG-AFS aprovecha tanto el poder de separacion ofrecida
por HPLC y de la buena selectividad y la sensibilidad obtenible mediante el uso de HG-AFS. Los
limites de deteccion del orden de los sub-microgramos por litro se han conseguido para la

especiacion de arsénico [45,46].
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1.5.4. Espectrometria de masas atomicas con fuente de plasma de

acoplamiento inductivo

La espectrometria de masas con plasma inductivamente acoplado (ICP-MS) utiliza un
plasma para ionizar los &tomos de la muestra que llega acidificada en forma de aerosol.

La alta temperatura del plasma atomiza y ioniza todas las formas de arsénico de manera
que, a diferencia de AAS, es posible alcanzar alta sensibilidad para todas las especies. La técnica
ICP-MS se caracteriza por su capacidad de deteccién multielemental, elevada sensibilidad, amplio
rango dinamico de trabajo y posibilidad de analisis absoluto por dilucion isotopica. Los
nebulizadores neumaticos son los mas utilizados para la introduccién de la muestra debido a su
simplicidad de operacion y bajo costo. Sin embargo, cuando el objetivo es la determinacion de
arsénico, el empleo de estos dispositivos presenta ciertas desventajas, esto es, a la baja eficiencia de
transporte del analito hacia el plasma (< 5%) se suman las interferencias producidas por los altos
niveles de cloruro que dan lugar a la formacion del i6n poliatomico “Ar®CI* de igual masa que el
™As [47,48]. Como resultado, los limites de deteccion se ven empobrecidos. La incorporacion de la
HG previo a la entrada del ICP-MS aporta ventajas significativas en este sentido. La introduccion
de la muestra en forma gaseosa aumenta en aproximadamente un 100% la eficiencia de transporte
del analito al ICP, lo que se traduce en un incremento de la sensibilidad y una reduccién de los
niveles de deteccion. Ademas, la liberacion del hidruro desde la matriz de muestra elimina las

interferencias originadas por la presencia de cloruros.
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Figura 11. Diagrama esquematico de un equipo ICP-MS

El acoplamiento HPLC-ICP-MS aparece en la actualidad como la herramienta analitica mas
moderna y poderosa para la determinacion de niveles traza de especies metalicas elementales.

La alta eficiencia de separacion de HPLC sumada a la sensibilidad extremadamente alta,
capacidad multielemental y multiisotopica y amplio rango dinamico de deteccion de ICPMS son las
principales ventajas de esta exitosa combinacion. La desventaja mas importante que presenta al
momento es sin dudas su elevado costo, a lo que se suma también el requerimiento de extensos

tiempos de analisis cromatogréfico [49].

1.6. Demanda Bioldgica de Oxigeno

1.6.1. Importancia de la Demanda Biologica de Oxigeno

La Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) es el parametro de contaminacion organica
més ampliamente empleado, aplicable tanto a aguas residuales como a aguas superficiales.

La DBO:s es la cantidad de oxigeno disuelto requerido por los microorganismos para la
oxidacion aerobia de la materia organica biodegradable presente en el agua. Se mide a los cinco
dias. Su valor indica la materia organica biodegradable presente en el agua [50].

El agua residual contiene cierta flora bacteriana, que, tras un tiempo de incubacion, actta

degradando la materia organica contenida en el agua residual. Si cierta cantidad de agua a analizar
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se introduce en un recipiente, y este se cierra herméticamente, se crea un sistema que contiene el
agua a analizar, con su flora bacteriana y aire, el cual contiene 21% de oxigeno. En un tiempo
determinado, los microorganismos consumen todo o parte del oxigeno contenido en el sistema al
degradar la materia orgénica [51]

La oxidacion bioquimica es un proceso lento cuya duracién es en teoria infinita. En un
periodo de 20 dias se completa la oxidacion del 95 al 99% de la materia carbonosa, y en los 5 dias
se alcanzan valores cercanos al 70-75%. Se asume la temperatura de 20°C como un valor medio
representativo de temperatura que se da en los cursos de agua que circulan a baja velocidad en
climas suaves, y es facilmente duplicada en una incubadora. Los resultados obtenidos a diferentes
temperaturas seran distintos debido a que las velocidades de las reacciones bioquimicas son funcién

de la temperatura [52].

1.6.2. Factores que influyen en la Demanda Bioldgica de Oxigeno

Los factores mas importantes que afectan el crecimiento biolégico son la temperatura, la
disponibilidad de nutrientes, el suministro de oxigeno, el pH y la presencia de tdxicos.

Los principales factores que influyen en la medicion de la DBO son: la temperatura, el pH,
la aclimatacion de los microorganismos y la toxicidad.
Temperatura

El incremento de temperatura acelera los procesos bacteriol6gicos y la tasa de utilizacion
del oxigeno. Es decir, la tasa de velocidad de la reaccion bioldgica es funcion de la temperatura.
Generalmente se determina la DBO de una muestra de agua a 20°C [53].
pH

Antes de inocular el agua de dilucion, se debe tener especial cuidado en ajustar el pH del
agua residual al rango de 6.5 a 7.5 para obtener valores confiables de la DBO. Ya que los
microorganismos se desarrollan o sobreviven mejor en condiciones de pH neutro.
Toxicidad

La presencia de materia toxica altera el curso de la Demanda Bioquimica de Oxigeno, por
lo que los resultados de la prueba no son reales y por lo tanto no aceptables.
Algunos compuestos metélicos causan una deflexion en el periodo inicial del progreso de la DBO.
Esta varia con los diferentes metales, en el que probablemente los microorganismos se aclimatan a
las condiciones particulares [54].

El contenido de substancias téxicas en las muestras de agua, puede tener un efecto

biotoxico en los organismos del agua, cuyo efecto se manifiesta incrementandose los valores de la
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DBO al aumentar la dilucion de la muestra. El efecto en la DBO, depende de la cantidad de materia
toxica contenida en la dilucion apropiada. Para evitar interferencias en los resultados, se debe
eliminar de la muestra de agua, el cloro residual y otras sustancias bactericidas [55].

1.7.  Efecto del Nitrato en agua

E general, los nitratos (sales del acido nitrico, HNO3) son muy solubles en agua debido a la
polaridad del idn, la estructura de éste es plana y de alta estabilidad, con el nitrégeno en el centro y
los oxigenos en la esquinas de un triangulo equilatero y, en ella, cada uno de los enlaces N-O es un
hibrido de enlace sencillo y uno doble. Esta es la forma del nitrdgeno mas estable
termodindmicamente en presencia de oxigeno, por lo que, en los sistemas acuéticos y terrestres, los
materiales nitrogenados tienden a transformarse en nitratos.

Los nitritos (sales del acido nitroso, HNO;) son solubles en agua y, por lo general, mas
estables que el acido del que proviene. Se forman naturalmente a partir de los nitratos, ya sea por
oxidacion bacteriana incompleta del nitrogeno en los sistemas acudticos y terrestres o por reduccion
bacteriana.

El i6n nitrito es menos estable que el i6n nitrato, es muy reactivo y puede actuar como
agente oxidante y reductor, por lo que sélo se encuentra en cantidades apreciables en condiciones de
baja oxigenacion. Esta es la causa de que los nitritos se transforman rapidamente para dar nitratos, y
de que, en general, estos Ultimos predominan en las aguas, tanto superficiales como subterraneas,
asi como en el ambiente. Esta reaccion de oxidacion se puede efectuar en los sistemas biol6gicos y
por factores abioticos.

El uso excesivo de fertilizantes nitrogenados, incluyendo el amoniaco, asi como la
contaminacion causada por la acumulacién de excretas humanas y animales pueden contribuir a
elevar la concentracion de nitratos en agua. Generalmente, los nitratos son solubles y no se
adsorben a los componentes del suelo, por lo que son movilizados con facilidad por las aguas

superficiales y subterraneas.

Toxicocinética

En los humanos, el nitrato ingerido se absorbe rapidamente en el intestino delgado y se
distribuye en el organismo, el nitrato llega al intestino grueso a través de la sangre y ahi se convierte
rapidamente, en parte por los microorganismos fecales en nitrito, el cual es muy reactivo y se
reabsorbe a la sangre. Esta reduccion requiere la accién de nitrato reductasa, enzima presente en la

plantas y en varios organismos. Una vez en la sangre, el nitrito reacciona con el i6n ferroso (Fe**)
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de la desoxihemoglobina, formando metahemoglobina en el cual el hierro se encuentra en estado
férrico (Fe**), por lo que es incapaz de transportar el oxigeno.

Para la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) los criterios de calidad para agua potable
establecen una concentracion méaxima de nitratos de 45 mg NO3/L.

1.8.  Importancia del estudio de especiacion de As en el agua subterranea del NE de
Mendoza

En el NE de Mendoza (Lavalle), los pobladores locales se dedican mayormente a la
ganaderia de subsistencia, con cria predominantemente de cabras, con alguna proporcion de vacas y
caballos. La zona es arida, con precipitaciones muy escasas, menores a 200 mm por afio, por lo que
desarrollan sus actividades utilizando el agua freatica. Esta se encuentra a poca profundidad, de 6 a
15 m en la mayoria de la zona, por lo que los pobladores excavan pozos manualmente, los
enmarcan con madera de algarrobo, y extraen agua freatica con baldes y la ayuda de un animal
(burro o caballo). Aunque recientemente se ha construido un acueducto para proveer de agua
potable a los pobladores, muchos puestos ganaderos se encuentran lejos de éste, y solo cuentan con
el agua subterranea como fuente de agua para consumo humano y del ganado. El ganado se
concentra alrededor de los pozos balde, ya que este representa la Unica fuente de agua. De dia
pastan o forrajean en los alrededores, pero en general regresan cada noche a tomar agua. Este patron
de concentracion de ganado alrededor del puesto genera cambios en la vegetacion y suelos, con
reducciones en la cobertura vegetal, aumentos de guano, nitrato y humedad en los suelos cerca de
los puestos [1]. Estos cambios facilitan el transporte de nitrato y agua desde la superficie hacia el
acuifero, disminuyendo la calidad de agua.

El agua subterranea de la zona contiene altas concentraciones de arsénico (As), superando
ampliamente los limites maximos permitidos para consumo humano [2]. Por las caracteristicas de
las zonas &ridas (escasa materia organica), el acuifero es naturalmente oxidante, y favorece la
presencia de la especie quimica inorganica arsenato (AsO43-), de menor toxicidad que arsenito
(AsO33-). Sin embargo, se encontr6 la presencia de AsO33- en algunas perforaciones,
probablemente relacionada a flujos verticales ascendentes, o, alternativamente, a la reduccion ante

un ingreso de contaminacion organica desde la superficie [2].

22




Seminario de investigacion Elia Dazat, Ricardo

1.9.  Objetivos

En este trabajo se plante6 como objetivo investigar la especiacion y transformaciones
guimicas de As en el agua subterranea de un ecosistema natural en relacidn con diversos parametros
fisicoquimicos y bioldgicos, en especial, aquellos que puedan ser afectados por las actividades
humanas desarrolladas en la zona de estudio, como la ganaderia de subsistencia. Por ello, es
necesario evaluar la concentracion total y de las distintas especies quimicas de As (ej. AsO32, AsO,
3y orgénicas de As), pH, la demanda biolégica de oxigeno, el potencial redox y las concentraciones
de materia orgénica, nitrato y oxigeno disuelto, en agua de 3 perforaciones de puestos ganaderos, 3
perforaciones en bosques con bajas intensidades de disturbio, y 3 pozos balde, en el area no irrigada
del departamento de Lavalle, Mendoza.

1.10. Hipotesis

La remocion de la vegetacion y acumulacién de guano en los puestos ganaderos ocasionan
lixiviacion y transporte vertical de nitrato y materia organica al acuifero, generando condiciones
reductoras y facilitando la reduccién de AsO,* a AsO5>. El ingreso de materia organica en pozos
balde, como consecuencia del transporte edlico e hidrico, incrementaria las condiciones reductoras
y reduccion de As. Para evaluar esta hipotesis se plantean las siguientes predicciones: En el agua de
perforaciones de puestos ganaderos, comparados con aquellas en bosques relativamente sin
disturbar, se encontrardn mayores proporciones de AsOz? en relacion al As total, mayores
concentraciones de materia organica y nitrito, mayor demanda biol6gica de oxigeno (DBO),
menores concentraciones de oxigeno disuelto, y menores potenciales de 6xido reduccion. El agua

de pozos balde, utilizada por los pobladores, presentara las mas altas proporciones de AsO™.
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2. Materiales y Métodos
2.1. Muestras
2.1.1. Sitio de muestreo

Las muestras de agua subterranea utilizadas en este estudio para analisis de especiacion de
arsénico y de DBO fueron colectadas a partir de nueve pozos encamisados de profundidades
variables entre 8 y 10 metros, Se utilizaron perforaciones construidas por el grupo de trabajo en 3
puestos de Lavalle (La Primavera, Las Delicias, Las Hormigas) y en 3 éareas boscosas de baja
intensidad de disturbio. Ademas, se muestrearon aguas de los pozos balde construidos por los
pobladores en los puestos mencionados, en la reserva natural de Telteca, en el departamento de
Lavalle, provincia de Mendoza, Argentina (32°S, 67°-68°W; 500 — 550 m de elevacién s.n.m.). El
area corresponde al Monte central y se caracteriza por un clima arido, con una precipitacion media

anual de 156 mm. Tiene una temperatura extrema de -10°C en invierno y 48°C en verano.

(a‘).r s

Figura 12. (a) Mapa de América del Sur con la extension del desierto del Monte. (b)
Imagen del satélite marca la ubicacion de las estaciones de ganado (marca blanca) y los
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bosques de control (punto negro) en la Reserva Telteca (Lavalle — Mendoza) (¢) Imagen de
satélite con zoom de un &rea de alta concentracion de ganado, donde el uso del suelo tiene
una intensidad mayor (d) bosques relativamente intactos. Fuente de las imagenes de satélite
de Google earth fue http://earth.google.es. Reproducido de Meglioli et. al., 2014.

2.1.2. Sisteméatica

El objetivo del muestreo es recoger una muestra representativa para el analisis, de forma
que el resultado obtenido proporcione un diagndstico realista del universo investigado.

Los frascos y tapas para muestreo utilizados, fueron opacos color caramelo para evitar la
alteracion de las muestras de agua, como por ejemplo evitar la oxidacion de As(l11) en presencia de
hierro, o la fotosintesis de las bacterias por la luz que pudiera haber incidido. Para la
descontaminacion de los frascos y tapas que fueron empleados en la recoleccion de las muestras de
agua, se lavaron con acido nitrico al 10% v/v dejandolo en inmersion durante 24 horas, luego se
vaciaron y enjuagaron por lo menos cinco veces con agua destilada.

Los pasos que se realizaron para el muestreo fueron los siguiente:

e Depuracion del pozo, se extrajo el agua contenida en el pozo y se desechd

e Se dejo que el acuifero recargara el pozo

e Se extrajo el agua después de la recarga y se enjuagaron los frascos con agua
fredtica

e Luego se procedid al llenado de los frascos con agua fredtica, evitando una
extraccion agitada para que no haya aireacion, ni sedimentos o ingreso de cualquier
material accidental

e Se taparon una vez llenados y resguardados del alcance de la luz solar

Es importante mencionar que, durante la etapa de muestreo, se evit6 la acidificacion de las
muestras a los efectos de evitar posibles transformaciones quimicas de las especies de As que

pudieran conducir a errores posteriores en los andlisis de laboratorio.

2.1.3. Preservacion

Las muestras recolectadas en los frascos fueron conservadas en refrigeracion a 4 °C
(evitando el congelamiento) para evitar la alteracion del volumen por evaporacion, y al abrigo de la
luz para evitar actividad microbiana y reacciones quimicas indeseables, durante el transporte en la

recoleccién, y hasta las determinaciones en el laboratorio.
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Las muestras destinadas para la determinacién de arsénico se filtraron a través de filtros de

membrana con tamafio de poro de 0,22 um.

2.2. Equipos
2.2.1. Equipo utilizado para la determinacion total de arsénico y su analisis de

especiacion

El andlisis de especiacion de As se realizd mediante la técnica de cromatografia liquida de
alto rendimiento (HPLC) marca YL9100 de Young Lin Instrument, que contiene un desgacificador
al vacio. Acoplada a la generacién de hidruros (HG) con deteccién por espectrometria de
fluorescencia atomica (AFS) marca AF-640A, Beijing Rayleigh Analytical Instrument corp. El
acoplamiento instrumental HPLC-HG-AFS es el 6ptimo para el analisis de especiacion, aportando
alta separacion de las especies quimicas y limites de deteccion en el &mbito de concentraciones de
unos pocos ng/L. La separacion de las especies de As se realizd6 mediante cromatografia de
intercambio anidnico utilizando una columna tipo PRP-X100 de 250 x 4,1 mm de la marca
Hamilton con fases méviles conteniendo aniones intercambiadores tipicos como NOj; y precolumna
correspondiente (25 x 2.3 mm,12-20 um) marca Hamilton.

La técnica HG se aplicé como paso intermedio a la deteccion por AFS, para lo cual se utiliza
NaBH, (Borohidruo de sodio) como agente reductor y formador de las especies volatiles de As.

Figura 13. Equipo en linea HPLC-HG-AFS.
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2.2.2. Equipo utilizado para las mediciones in situ (temperatura, pH, OD, redox,

conductividad)

Se utilizé un equipo multiparamétrico Thermo Scientific Orion Star A329 Portable, con

electrodos especificos para la medicién de pH, ISE, conductividad, RDO, OD.

Thermo Scientific Orion
Portable meters with RDO® technology

Figura 14. Equipo Thermo Scientific Orion Star A329.

2.2.3. Equipo utilizado para la determinacion de nitratos

El equipo que se usé para la determinacién de nitratos es un espectrofotémetro HACH DR

2800, del espectro visible, con un rango de longitud de onda de 340 a 900 nm.
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Figura 15. Equipo espectrofotometro HACH DR 2800.

2.3. Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron de la maxima pureza disponible y como minimo de

calidad analitica. Las soluciones utilizadas fueron preparadas con agua bidestilada-desionizada.

2.3.1. Reactivos utilizados para la determinacién de arsénico por HPLC-HG-
AFS

» Las soluciones de &cido clorhidrico (HCI) usadas como soluciones de transporte fueron
preparadas por dilucion de HCI concentrado al 10% (v/v) completando con agua bidesilada.

» Las soluciones de fosfato disddico (Na,HPO,) usadas de buffer fueron preparadas por
disolucién de Na,HPO,4 a 0,5 M, a un pH de 5,9 llevado con HCI 5 M.

» Las soluciones de NaBH, usadas como agente reductor fueron preparadas por disolucion de
cantidades apropiadas de NaBH, “Sigma-Aldrich” 5 1,1% (m/v) en solucion de hidroxido
de sodio (NaOH) al 0,05% (v/v).

» Las soluciones de metanol 80/20 usadas para la purga, fueron preparas con metanol 80%
(v/v) y agua bidestilada 20% (v/v).
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Las soluciones de metanol 10/90 usadas para la purga, fueron preparas con metanol 10%
(v/v) y agua bidestilada 90% (v/v).

La solucion patrén de 100 ppb para la determinacion de la curva patrén, fue preparada con
soluciones de: 100 pl As(111), 100 pl As(1V), 100 pl MMA, 100 pul DMA. se le agregé 400
pl de Na,HPO, 0,5 My se llevd a 10 ml con agua bidestilada.

La solucion patron de 200 ppb para la determinacion de la curva patrén, fue preparada con
soluciones de: 200 pl As(111), 200 pl As(1V), 200 pl MMA, 200 pul DMA. se le agregd 400
pl de Na,HPO, 0,5 My se llevd a 10 ml con agua bidestilada.

La solucion patron de 500 ppb para la determinacién de la curva patrén, fue preparada con
soluciones de: 500 pl As(l11), 500 pul As(1V), 500 pl MMA, 100 pl DMA. se le agregd 400
ul de Na,HPO, 0,5 My se llevo a 10 ml con agua bidestilada.

Las soluciones muestras, para la determinacion de la especiacién de As, fueron preparadas

con 400 pl de Na,HPO,0,5M y se llevaron a 10 ml con agua de muestra.

2.3.2. Reactivos utilizados para el estudio de DBO

La solucion de 100 ml de buffer de fosfato usado para nutrientes, fue preparada con 0,85 g
de fosfato de potasio monobasico (KH,PO,) “Alkemit”; 2,175 g de fosfato de potasio
dibasico (K,HPQO,) “Mallinckrodt”; 3,34 g fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,;) “E.
Merck”; 0,17 g de cloruro de amonio (NH4Cl) “Timper”; se diluyo y complet6 el volumen
con agua destilada.

La soluciéon de 100 ml de sulfato de magnesio (MgSQO,), usado para nutrientes, fue
preparado con 2,25 g de MgSO, “Mallinckrodt” se diluyd y complet6 el volumen con agua
destilada.

La solucion de 100 ml de cloruro de calcio (CaCl,), usado para nutrientes, fue preparado
con 2,75 g de CaCl, “Mallinckrodt” se diluy6 y completé el volumen con agua destilada.

La solucion de 100 ml de cloruro férrico (FeClz), usado para nutrientes, fue preparado con
2,75 g de FeCl3 6H,0 “Merck” se diluyd y complet6 el volumen con agua destilada.

La solucion de nutrientes se prepardé con la mezcla en partes iguales de solucion buffer de
fosfato, solucion de MgSQ,, solucion de CaCl,y la solucion de FeCls

Inhibidor de nitrificacion “Hach”.
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» La solucién de 100 ml de sulfato de manganeso (MnSQ,), usado para el método WinkKler,
fue preparada con 46,4 g de MnSO,.H,O “Merck”, se diluyé y completd el volumen con
agua destilada.

» Lasolucion de 100 ml de alcali-yoduro-azida, usado para el método Winkler, fue preparado
con 50 g de NaOH “Alkemit” y 15 g de KI “Cicarelli”, se diluyd y completé el volumen
con agua destilada.

» La solucion de tiosulfato sddico (Na,S,0s), usado para el método Winkler, fue preparado
con disolucion de Na,S,0; “E. Merck” a 0,025M.

2.3.3. Reactivo empleado para la determinacién de nitratos

» Reactivo almohada de polvo, NitraVer® 5 Nitrato.

2.4. Procedimientos
2.4.1. Determinacion in situ de parametros fisicoquimicos (temperatura, pH, OD,

redox, conductividad)

La primera extraccion de agua recargada del acuifero se utiliz6 para la medicién de los
parametros fisicoquimicos, utilizando los electrodos correspondientes para cada uno en el equipo
multiparametrico Thermo Scientific Orion Star A329 Portable, se procurd que la medicion se
realizara inmediatamente y que no hubiera modificaciones al agua extraida como movimientos que

pueda producir aireacion o perdida de temperatura.

2.4.2. Determinacion de Arsénico total y analisis de especiacién en agua freatica
por HPLC-HG-AFS

El acoplamiento HPLC-HG-AFS se realiz6 por conexion de la salida de la columna
analitica al sistema generador de hidruros del equipo AFS, a través de tubos capilares. En primer
lugar, se realizé un purgado de agua bidestilada durante 5 minutos, luego con metanol 80/20
durante 10 minutos, posteriormente con metanol 10/90 durante 10 minutos y finalizando con fase

movil de NaBH, durante 30 minutos, todos a un caudal de 2 ml/min.

31




UNCuyo FCEN

Se evalué la sensibilidad del equipo AFS mediante la determinacion de la relacién
sefial/ruido mediante calibracion convencional, empleando tres soluciones patron de As(I11), As(V),
MMA y DMA con concentraciones de 100 ppb,200 ppb y 500 ppb.

La separacion cromatogréfica de las especies As(l11), As(V), MMA y DMA se llevo a cabo
por inyeccion de las disoluciones de las muestras sobre la columna analitica (Hamilton PRP-X100),
empleando una disolucién acuosa de NaHPO, 0,5 M como fase movil, a un caudal de 1,0 mL/min.,
accedieron al sistema generador de hidruros, asi como las disoluciones de HCI 0,05% (p/v) y
NaBH; 1,1% (m/v), ambos a un caudal de 4,0 mL/min., se impulsaron a través de una bomba
peristaltica, confluyendo en la cAmara de mezcla o reactor, produciéndose la reaccion de generacion
de la arsina. Los productos de la reaccion se condujeron hasta el separador gas-liquido de vidrio en
forma de U, que permite la eliminacion de la fase liquida por drenaje, mientras que los gases
producidos en la reaccién se condujeron hacia la celda de atomizacién del equipo AFS, con ayuda
de una corriente de Ar. De forma previa a la entrada en el atomizador, las especies volatiles se
hicieron pasar a través de una membrana semipermeable, que permite su desolvatacién, evitando asi
la condensacion del vapor de agua y la extincion de la llama de difusién de hidrégeno, generada
durante la reaccién de formacion de hidruros. Esta membrana permite la eliminacién de la humedad
a través de una corriente de aire (gas de secado) que circula en contracorriente. El flujo de especies
volatiles, una vez desecado, accedié al atomizador, recogiéndose la sefial de radiacion de
fluorescencia en el detector.

Las sefiales cromatograficas obtenidas se evaluaron en términos de area de pico y mediante
calibracién convencional.

En la Figura 16 puede observarse el diagrama esquematico de la metodologia propuesta,

mientras que en la Tabla 1 se detallan las condiciones experimentales.
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Columna -
o——11 4:mL min
Pre-Columna ﬁ mLW
HCI NaBH,
HPLC 10% (v/v) 1,1% (p/v) en
0,5% (p/v) de
NaOH
4 )
Salida gas Entrada gas Gﬁﬁmzﬂ
de sacado de sacado
+ M
«—  AFS —=———=
Desechos

Figura 16. Diagrama esquematico del instrumental utilizado para la determinacién de las especies

de As mediante HPLC-HG-AFS.

Tabla 1. Condiciones instrumentales y de separacion cromatogréafica para el analisis de especiacion

de As en las muestras de agua.

HPLC

Columna Hamilton PRP-X100 (4,1 mm i.d x250 mmx10 pm)
Guarda columna Hamilton PRP X-100
Fase movil 20 mmol/L fosfato de sodio, pH 5,9
Flujo de la fase movil 1,0 mL min*
Volumen de inyeccion 100 pL
Temperatura de la columna 25°C
Modo cromatogréfico Isocrético
HG-AFS

Lampara y longitud de onda
Corriente principal
Corriente auxiliar

Voltaje del detector
fotomultiplicador

Agente reductor

Agente transportador
Caudales de reductor y
transportador

Caudal de argon
Temperatura de atomizacion

Lampara de catodo hueco de alta intensidad de As, 197,3 nm
40 Ma

0 Ma

-270V

NaBH, 1,1% (p/v) en NaOH 0,05% (p/v)
HCI 10% (v/v)
Ambos a 4,0 mL min*

800 mL min™
300°C
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2.4.3. Determinacion de materia organica en agua freatica a través de la DBO

Para la estimacion de materia organica (MO) se utilizé el método Winkler para determinar
la demanda bioldgica de oxigeno, basada en la cantidad de oxigeno disuelto al principio y después
de la incubacion de las muestras en 5 dias. Para ello se utilizaron botellas de 300 ml especificas para
el método, se realizaron por triplicado a cada muestra de agua por pozo con y sin inhibidor de la
nitrificacion.

Para ello se coloc6 200 ml de agua de muestra de pozo en las botellas para Winkler, luego
se colocd 800 pl de solucion de nutrientes que contenia KH,PO,, K,HPO,, Na,HPO,, NH,CI
MgSQO,, CaCl, y FeCls, posteriormente se completd el volumen de la botella con agua destilada
aireada.

A las muestras que se le realizé el agregado del inhibidor nitrificante se le coloc6 a cada
botella 0,2 g de dicho inhibidor.

Se tapd cada frasco con su tapdn esmerilado y se las coloc6 en cdmara a 20°C durante cinco

dias, al abrigo de la luz.

Meétodo Winkler

A cada muestra en las botellas de 300 ml se le afiadié 1 ml de solucion de MnSO,y 1 ml de
reactivo alcali-yoduro-azida. Se tap6 cuidadosamente para excluir las burbujas de aire y se mezcl6
por inversion varias veces. Una vez que el precipitado se deposit6 suficientemente se afiadio 1 ml
de H,SO, concentrado para dejar un sobrenadante claro por encima del hidréxido de manganeso
floculado. Se volvi6 a tapar y se mezclé invirtiendo varias veces hasta la disolucion completa. Se
titulé un volumen correspondiente a 200 ml de la solucién anterior.

Para la titulacién se emple6 la solucion Na,S,0; hasta color amarillo palido, luego se
afiadieron unas gotas de almidon y se continud valorando hasta la primera desaparicion del color
azul. Se tomo la lectura de los ml consumidos de Na,S,03 por cada ml es equivalente a 1 mg/L de
OD (oxigeno disuelto).

Para realizar los célculos de DBO se utilizo la siguiente ecuacion:
DBOS = (D1-D2) /P
D1: OD de la muestra diluida inmediatamente después de la preparacion (mg/L)
D2: OD de la muestra diluida después de 5 dias de incubacién a 20°C (mg/L)

P: fraccion volumétrica decimal de la muestra empleada.
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MnSO4 NaOH+KI H,SO, 200 m| muestra

20°C/5 dias

H,O muestra+
Nutrientes+
H,O aireadas

DBOS5 = (OxigenoDisuelto;,.i; — Oxigeno Disueltog,, ) / (fraccion volumétrica)

Figura 17. Diagrama esquematico del procedimiento del método Winkler

2.4.4. Determinacion de nitratos en agua freatica

La determinacion de nitratos se realizé con un espectrofotometro HACH DR 2800

e Se selecciono el test, 353 N, Nitrate MR PP.

e Luego se llen6 una celda con 10 ml de muestra, utilizandose como blanco. Se insert6 el
blanco en el portacelda, se presiond ZERO, la pantalla mostr6 0.0 mg/L NOs'.

e Preparacion de la muestra: se agreg6 a la muestra usada como blanco, el contenido de 1
sobre de reactivo de nitrato, NitraVer5® en polvo. El cual consiste en la reduccion de
nitrato a nitrito por el cadmio presente en el reactivo de NitraVer5®.

e Se presiond TIMER>OK, empez6 una reaccion de 1 minuto, se agit6 la celda
vigorosamente hasta que el temporizador terming.

e Cuando se detuvo el temporizador se presiond TIMER>OK, empezd una reaccion de 5
minutos. Un color &mbar se desarrollé al tener presencia de nitratos.

e Dentro de los 2 minutos luego de que el temporizador se detuvo, se insertd la muestra

preparada en el portacelda, se presion6 READ. Dando los resultados en mg/L de NO5'.
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3. Resultados y Discusiones

3.1. Analisis de especiacién de arsénico en muestras de agua por HPLC-HG-AFS

El As es un metaloide toxico que estd presente en la corteza terrestre a niveles tan altos
como 3,4 mg kg@ y que se puede encontrar en diferentes intervalos de concentracién en agua,
suelo, aire, alimentos, plantas y animales [56]. La toxicidad del As depende fuertemente de su
asociacion quimica, determinandose que las especies inorganicas son mas toxicas que las organicas
[57]. Por lo tanto, la concentracion total de As no proporciona informacion completa sobre los
riesgos toxicoldgicos reales vinculados a la presencia de este elemento en alimentos, el ambiente y
sistemas biologicos. En consecuencia, el desarrollo de metodologias modernas para el andlisis de
especiacién de As es una practica de alta demanda, especialmente para evaluar la calidad de
bebidas altamente consumidas como el agua y los alimentos incluidos en la dieta humana [58,59].
El As puede estar presente en aguas, debido al uso de herbicidas o insecticidas residuales de los
cultivos. Otras fuentes potenciales de contaminacion de As pueden ser de origen natural y
encontrarse presente en suelos ricos en dicho elemento, contaminandose el agua subterrdnea por
contacto con estos. Las normativas establecen una concentracion maxima de As total en agua
potable de 10 pg/L [30], pero en muestras de aguas naturales como las subterraneas las
concentraciones pueden ser mas elevadas. Este limite méximo residual plantea algunos
inconvenientes para los quimicos analiticos debido a que se requieren técnicas de analisis altamente
sensibles para la determinacién de As. Por otra parte, esta situacion puede resultar mucho mas
compleja cuando el analisis de especiacion es requerido, debido a que la concentracion de las
especies de As representa una fraccion de las ya bajas concentraciones totales en las que pueden
hallarse el As en las muestras de agua. Consecuentemente, se han propuesto diferentes métodos
analiticos sensibles para la especiacion de As utilizando técnicas hibridas que involucran
acoplamientos instrumentales como la cromatografia liquida de alta resolucién con (HPLC-ICP-
MS) [60,61]. Del mismo modo, se han utilizado técnicas no cromatograficas utilizando cartuchos de
intercambio anidnico o de adsorcién [57]. Normalmente, los métodos basados en cromatografia
utilizan detectores caros, como ICP-MS, mientras que los no cromatogréficos requieren mucho
tiempo debido a varias etapas experimentales implicadas y tienen limitaciones para separar un gran
nimero de especies. Por otro lado, la técnica HPLC acoplada a detectores menos costosos y
altamente sensibles, como AFS, es una alternativa valiosa para el analisis de especiacion de As, con
un tiempo de analisis razonable que permite a los laboratorios de analisis de rutina lograr una

frecuencia analitica aceptable.
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Las principales especies de As que se han encontrado en muestras de origen ambiental
como las aguas han sido As(Ill), As(V), MMA y DMA [57,62]. Técnicas cromatograficas hibridas
tales como HPLC-ICP-MS y HPLC-AFS han sido muy Utiles para la separacion y determinacion de
todas estas especies de As en una sola inyeccion de cromatografia [63]. Sin embargo, la alta
concentracion de etanol en muestras de bebidas que estdn compuestas por matrices altamente
complejas, como es el del vino, debe tenerse en cuenta, en especial cuando se utilizan detectores
tales como AFS o ICP-MS debido a un aumento significativo de la sefial de fondo y los efectos de
pérdida de sensibilidad causados por la introduccion de solventes orgéanicos [64,65]. Por lo tanto, la
técnica cromatografica méas utilizada para el analisis de especiacion de As ha sido la de intercambio
anionico (AEC), ya que los solventes organicos no son requeridos normalmente en la fase mavil.

En el presente trabajo de seminario de investigacion se optimiz6 una metodologia analitica
para la especiacion de As basada en el acoplamiento HPLC-HG-AFS. Para ello, el trabajo se
fundamentd en metodologias ya desarrolladas y reportadas en la literatura [62,66]. De esta manera,
la separacion de las especies de As (As(lll), DMA, MMA y As(V)) se realizO mediante
cromatografia de intercambio aniénico debido a la naturaleza aniénica de las especies a

determinarse Tabla 2.

Tabla 2. Nombres quimicos y propiedades de especies de As incluidos en este trabajo.

Especie Abreviatura Formula Estructura pK, Ref.
. pKa1=9,23
Arsenito As(111) As(OH); —O’AETO_ pPK=12,1  [67]
pPKaz = 13,4
ﬁ pKa1 = 2,25
Arsenato As(V) AsO(OH)3 i /As{,lo_ pPK2=7,25  [67]
° G) pKas= 12,3
OH
| pKal = 4,26
H3C—As—OH [67]
Monometilarsenato MMA CHs503As |c|) pPKa2 = 8,25
Q
Dimetilarsenato DMA C,H;0,As H30-Als-OH pK,=6,25 [67]
CHj
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El desarrollo experimental de la metodologia analitica utilizada para el analisis de
especiacion de As ya se ha indicado en el punto 2.4.2., en donde ademas se mencionan las
condiciones méas adecuadas para alcanzar la méxima deteccion y separacion de las especies. Sin
embargo, es importante destacar que previamente se evaluaron dichas condiciones experimentales a

través de un estudio de optimizacion univariante.

Las condiciones experimentales seleccionadas en HPLC, especialmente la composicion de
la fase mdvil, puede influenciar en forma notoria tanto la separacion como la sensibilidad de la
deteccidn por AFS, por este motivo se evaluo la composicion de la fase movil, su caudal a traves de
la columna cromatogréfica y el pH de trabajo para la separacion de las especies. Los resultados
obtenidos en cuanto a la separacion de las especies fueron los esperados y se encontraron en
concordancia con los reportados previamente [68]. De esta manera, se observd que el pH mas
adecuado para la completa separacién de las especies de As en la columna PRP-X100 fue de 5,9,
pH al cual todas las especies, a excepcion del As(lll), se encuentran diprotonadas total o
parcialmente y forman aniones. Dichas especies anidnicas pueden ser entonces retenidas sobre la
columna de intercambio aniénico. Ademas, para el ajuste del pH se utilizé un buffer de H,PO,*
/HPO,%, cuya concentracion también debi6 evaluarse puesto que podria influenciar la separacion de
las especies de As. Asi, una baja concentracion del buffer seria insuficiente para eluir las especies
desde la columna, mientras que, por otro lado, una concentracion muy elevada eluiria las especies
rapidamente y sin resolucién de la mezcla de especies. De esta manera, luego de la optimizacion de
las condiciones de la fase movil, la separacién completa de las especies de As y su elucién dentro
de un tiempo de retencion total de s6lo 8 min, se obtuvo a una concentracion de fosfato de sodio de
20 mmol/L y pH 5,9.

Paralelamente, el flujo de la fase se fij6 en 1 ml/min y el volumen de inyeccion en 100 pL
de muestra o patron. Estas condiciones permitieron ademas una deteccion sensible de las especies
de As en el detector HG-AFS. Con respecto a las condiciones para la generacién de los hidruros de
As en HG-AFS, se utiliz6 una concentracion del reductor NaBH, de 1,1% (p/v) en NaOH 0,05%
(p/v) y del agente transportador HCI de 10% (v/v). Estas condiciones fueron las indicadas como

Optimas en el manual del equipo de HG-AFS utilizado.

Durante la optimizacidn, se estudié también el efecto de algunas variables criticas para la obtencién
de una alta sensibilidad de deteccion de las especies de As con la técnica HPLC-HG-AFS. En este
caso, se evaluaron los caudales de los agentes reductor y transportador, asi como el caudal del gas
utilizado para el transporte de los hidruros generados. A continuacion, se expone el efecto de dichas

variables sobre la deteccion de las especies de As por HPLC-HG-AFS.
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Figura 18. Cromatograma obtenido para el analisis de especiacion de As de una solucion patrén de
200 pg As/L. Caudales de HCI y NaBH, a 5,3 mL/min y caudal de gas Ar a 600 mL/min. 1) As(l1l),
2) DMA, 3) MMA, 4) As(V).
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Figura 19. Cromatograma obtenido para el analisis de especiacion de As de una solucion patrén de
200 pg As/L. Caudales de HCI y NaBH, a 4 mL/min y caudal de gas Ar a 600 mL/min. 1) As(l1I),
2) DMA, 3) MMA, 4) As(V).
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Figura 20. Cromatograma obtenido para el analisis de especiacion de As de una solucion patrén de
200 pg As/L. Caudales de HCI y NaBH, a 4 mL/min y caudal de gas Ar a 800 mL/min. 1) As(lll),
2) DMA, 3) MMA, 4) As(V).

En funcién de los resultados obtenidos, y que pueden apreciarse en los diferentes cromatogramas
presentados anteriormente, se seleccioné un caudal de 4 mL/min para el agente reductor y el
transportador. Asimismo, el caudal de gas transportador fue de 800 mL/min.

Luego de la optimizacion de las condiciones experimentales para la separacion y deteccion de las
especies de As en HPLC-HG-AFS, se procedio al trazado de las curvas de calibracion. Los
cromatogramas obtenidos luego de la inyeccion de los patrones mezclas de las especies de As
estudiadas a diferentes concentraciones y las curvas de calibracion correspondientes en las figuras
siguientes.
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Figura 21. Cromatogramas tipicos de los analisis de especiacion de As obtenidos para los

diferentes patrones de las especies. Se exponen algunos a manera de ejemplo observados a
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concentraciones de las especies de: a) 100, b) 200 y c) 500 pg/L., 1) As(l11), 2) DMA, 3) MMA, 4)
As(V).

a) Arsenito
6000
— .
gso0
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S .
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%
a5 2000 L A =10,586x - 139,08
:E 1000 . R2=10,9954
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b) DMA
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UA)
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Figura 22. Curvas de calibracion de los analisis de especiacion de As obtenidos para los diferentes
patrones de las especies. a) As(l11), b) DMA, ¢c) MMA 'y d) As(V).

Se evaluaron también las cifras o valores de mérito analitico de la metodologia optimizada en el
presente seminario de investigacion. Los limites de deteccion (LODs), calculados en base a 3 veces
la desviacion estandar de la sefial de fondo (3c), fueron 0,2 g de As/L para As(lll), 0,4 pg de As/L
para DMA, 0,3 pg de As/L para MMA y 0,4 ug de As/L para As(V). Las curvas de calibracion
mostraron una satisfactoria linealidad para las diferentes especies, en un rango de concentracion
desde valores cercanos al LOD y hasta el maximo valor de concentracion de las especies de As
evaluado en este trabajo que fue de 500 pg de As/L.
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También puede observarse que los coeficientes de correlacion de las curvas de calibracion para cada
una de las especies de As fueron realmente satisfactorios y fueron 0,9954 para As(l11), 0,9999 para
DMA, 0,9932 para MMA y 0,9983 para As(V).

Con respecto a la reproducibilidad, se observé que los tiempos de retencidn fueron reproducibles a
través de una jornada laboral de andlisis (8-12 horas). Las desviaciones estandar relativa (RSD %)
fueron calculadas para 6 réplicas de 10 pg de As/L para cada una de las especies variando entre
3,1%y 4,8%.

Luego del estudio de las condiciones experimentales que podian influir en la separacion y deteccién
de las especies de As por HPLC-HG-AFS, se procedio a la aplicacion de la metodologia para el
andlisis de las diferentes muestras de aguas colectadas siguiendo el procedimiento descripto en el
punto 2.4.2. Los cromatogramas obtenidos del andlisis de especiacion de As en las muestras de agua

se detallan a continuacion:
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Figura 23. Cromatogramas de andlisis de especiacion de As obtenidos de las aguas freaticas de los

pozos balde, HB: hormigas pozo balde, DB: delicias pozo balde y PB: primavera pozo balde. 4)

As(V).
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Figura 24. Cromatogramas de andlisis de especiacion de As obtenidos de las aguas freaticas de los
pozos piezémetros, HP: hormigas pozo piezdmetro DP: delicias pozo piezémetro y PP: primavera
pozo piezémetro. 1) As(lIl), 4) As(V).
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Figura 25. Cromatogramas de analisis de especiacion de As obtenidos de las aguas freaticas de los
pozos control, Cafias: pozo control de Hormigas, Aranza: pozo control de Delicias y Chechu: pozo
control Primavera. 1) As(ll1), 4) As(V).

Las concentraciones de las diferentes especies de As detectadas en las muestras de agua analizadas

se presentan en la Tabla 3.
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Tabla 3. Concentraciones de las especies de As detectadas en las muestras de agua por el equipo

HPLC-HG-AFS.
Concentracion (ug As/L)
Muestra
As(l11) DMA MMA As(V) Arsénico Total

HB <LOD <LOD <LOD 161,75 161,75
DB <LOD <LOD <LOD 141,61 141,61
PB <LOD <LOD <LOD 151,19 151,19
HP <LOD <LOD <LOD 117,73 117,73
DP 19,04 <LOD <LOD 110,31 129,35
PP 18,84 <LOD <LOD 201,49 220,33
Cafas 83,11 <LOD <LOD 25,75 108,86
Aranza |17,11 <LOD <LOD 170,72 187,83
Chechu | <LOD <LOD <LOD 113,23 113,23

Puede observarse de los cromatogramas y de la tabla de especiacion de los diferentes pozos,

gue en todos se encontrd As(V), pero solo en cuatro se encontrd As(lll), y en ninguno se detectd

DMA ni MMA.

En comparacion con los distintos pozos se ve que en los pozos baldes solo se encontrd

As(V), en los pozos piezometro y control se encontraron en dos de tres As(lll) respectivamente.

Ademas, solo en el puesto de las Delicias se obtuvo As(lIl) en los pozos piezémetro y control.

También cabe destacar que en el pozo de las Cafias (relativamente poco disturbado, control del

pusto de Las Hormigas) es donde mayor cantidad de arsenito se encontré y ademas este valor es

mayor que el de arsenato.

En todos los casos en los que se determind especies de As, se obtuvieron valores por

encima al establecido al Cédigo Alimentario Argentinoy a la OMS.
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3.2. Evaluacion y analisis de los datos obtenidos por DBO

Dado que la materia orgéanica no s6lo esta compuesta por carbohidratos, una manera méas
practica de analizar el consumo de oxigeno en la degradacién de la materia orgénica en general, es
medir los parametros de DBO.

La DBO expresa la materia orgdnica en términos generales, pero no indican su
composicidn, la cual es muy variada. Como su origen proviene de organismos, y sus productos de
degradacion o de metabolismo, se puede afirmar que la componen proteinas, carbohidratos y lipidos
y/o sus productos de degradacion: aminoécidos, monosacéridos, hidrocarburos, acidos grasos,
alcoholes, mas otros componentes propios de los vegetales como pigmentos.

La DBO es afectada por la temperatura del medio, por las clases de microorganismos
presentes, por la cantidad y tipo de elementos nutritivos presentes. Si estos factores son constantes,
la velocidad de oxidacion de la materia organica se puede expresar en términos del tiempo de vida
media (tiempo en que descompone la mitad de la cantidad inicial de materia organica) del elemento
nutritivo.

La DBO de una muestra de agua expresa la cantidad de miligramos de oxigeno disuelto por
cada litro de agua, que se utiliza conforme se consumen los desechos organicos por la accion de las
bacterias en el agua. La DBO se expresa en partes por millon (ppm) de oxigeno y se determina
midiendo el proceso de reduccion del oxigeno disuelto en la muestra de agua manteniendo la
temperatura a 20 °C en un periodo de 5 dias. Una DBO grande indica que se requiere una gran
cantidad de oxigeno para descomponer la materia organica contenida en el agua.

Se definen tres rangos de concentracién de DBO5:

» 0-3mg/L (ppm): el nivel de contaminacion orgénica es bajo.
» 3-10 mg/L (ppm): el nivel de contaminacién orgénica es medio.

» >10 mg/L (ppm): el nivel de contaminacion orgéanica es alto.

Los métodos de medicion se fundamentan en la hipétesis de que la cantidad de materia
organica contenida en la muestra, es directamente proporcional a la cantidad de oxigeno que
requiere una poblacién bacteriana para digerirla. Asi, si hay mucha materia organica facilmente
biodegradable en la muestra, y suficiente oxigeno, entonces habrd un crecimiento grande en una
poblacion de microorganismos aerdbicos que se adiciona a las muestras, y si hay un crecimiento
grande en una poblacion de microorganismos aerdbicos, entonces habra un descenso en la
concentracion del oxigeno disuelto del sistema. La magnitud de este descenso es lo que se conoce
como DBO.
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El desarrollo experimental de la metodologia analitica utilizada para el analisis de materia
organica ya se ha indicado en el punto 2.4.3., en donde ademéas se mencionan las condiciones méas
adecuadas. Sin embargo, es importante destacar que previamente se evaluaron dichas condiciones
experimentales a través de un estudio de optimizacion univariante.

Las condiciones experimentales seleccionadas para el cultivo de agua de muestra, puede
influenciar en forma notoria en la deteccion del oxigeno consumido por los microorganismos, ya
que una cantidad deficiente de muestra no alcanzaria para poder tener registros del consumo de
oxigeno (limite minimo detectable de 2 ml) y una elevada cantidad de muestra podria consumir toda
0 casi toda la cantidad de oxigeno disuelto ( limite minimo de oxigeno residual 1 ml) y no se tendria
una lectura correcta. Por este motivo se realiz6 la puesta a punto de la técnica de DBO5 por el
método Winkler, en donde se realizd incubacion de agua de muestras de pozo de
25,50,75,100,125,175, 200, 225 y 250 ml en las distintas botellas para el analisis, se encontré que la
mejor para realizar los ensayos definitivos era una incubacién de 200 ml de agua de muestra de
pozo.

Luego del estudio de las condiciones experimentales que podian influir en la deteccion de la materia
organica, se procedio a la aplicacion de la metodologia para el analisis de las diferentes muestras de
aguas colectadas siguiendo el procedimiento descripto en el punto 2.4.3. A continuacion se

muestran los gréaficos obtenidos de los analisis de DBO5 con y sin inhibidor de la nitrificacién:

mg/L

Control Puesto Balde

Pozos

Figura 26. Gréfico de barras obtenidas de los ensayos de DBO5, de los pozos controles, puestos y
balde.
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Figura 27. Grafico de barras obtenidas de los ensayos de DBO5 con inhibidor, de los pozos
controles, puestos y baldes.

Como se puede observar se encontré6 mayor demanda bioldgica de oxigeno, indicadora de la
cantidad de materia organica en los pozos baldes comparada con los pozos control y los pozos de
los puestos, pero en todos los casos en nivel de contaminacion orgéanico es bajo (< 3 mg/L) como se

menciono anteriormente en los rangos de concentracion

3.3. Analisis de los datos de nitratos

El desarrollo experimental de la metodologia analitica utilizada para el analisis de nitratos
ya se ha indicado en el punto 2.4.4.

En la siguiente figura se muestra el grafico con los datos obtenidos de nitratos de los
distintos pozos.
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mg/L

Control Puesto Balde

Pozos

Figura 28. Grafico de barra obtenida de los ensayos de nitrato, de los pozos controles, puestos y
baldes

Como se puede apreciar en los graficos tiene una mayor cantidad de nitratos el agua
subterranea de los pozos baldes, en menor cantidad en los pozos puestos y mucho menor en los

pozos control, en todos los casos esta por debajo de lo establecido por la OMS (45 pg/L)

3.4. Evaluacion de los datos obtenidos in situ

» EIl ORP (potencial de oxidacién — reduccion) es una forma de medir la energia quimica de
oxidacion — reduccion mediante un electrodo, convirtiéndola en energia eléctrica. El potencial redox
es positivo cuando se produce una oxidacién y negativo cuando se produce una reduccién. La
Organizacion Mundial de la Salud adopt6 en 1971 un valor de 650 mV como valor adecuado para el
agua potable.

En la siguiente figura se muestra el grafico con los datos obtenidos de ORP de los distintos

poZo0s.
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mV

Control Puesto Balde

Pozos

Figura 29. Grafico de barra de ORP, de los pozos controles, puestos y baldes

> EIl pH es el valor que determina si una sustancia es acida, neutra o bésica, calculando el
nimero iones hidrogeno presentes. Se mide en una escala a partir de 0 a 14, en la escala 7, la
sustancia es neutra. Los valores de pH por debajo de 7 indican que una sustancia es acida y los
valores de pH por encima de 7 indican que es bésica.

Cuando una sustancia es neutra el nimero de los dtomos de hidrogeno y de oxhidrilos son
iguales. Cuando el nimero de atomos de hidrégeno (H") excede el nimero de atomos del oxhidrilo
(OH"), la sustancia es acida. El pH recomendado por la OMS es de 6.5 a 9.5

En la siguiente figura se muestra el grafico con los datos obtenidos de pH de los distintos

pOZo0s.
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Figura 30. Grafico de barra de pH, de los pozos controles, puestos y baldes

» La conductividad eléctrica es una medida de la capacidad de una solucion acuosa para
conducir una corriente eléctrica; depende de la presencia de iones, su concentracion total,
movilidad, valencia, concentracién relativa y temperatura de medicidon y se expresa en
miliSiemens por centimetro (mS/cm). El agua pura tiene una conductividad eléctrica muy baja.

El agua natural tiene iones en disolucion y su conductividad es mayor y proporcional a la
cantidad y caracteristicas de esos electrolitos. Por esto se usan los valores de conductividad
como indice aproximado de concentracion de solutos. Los niveles maximos permitidos en agua
segura para consumo humano son: < 1,50 mS /cm.

Los riesgos del agua de riego con alta Conductividad Eléctrica son:

- Precipitacion de sales: en la solucion de riego con obstruccion de los goteros

- Dafio al cultivo: por una solucion demasiado concentrada en sales que produce interferencias
en la absorcion radical. Normalmente la concentracion de sales es mayor dentro de la célula que
en el agua del suelo. Si esto no ocurre, no se produce absorcion de agua y la planta se marchita.

- Salinizacion del suelo.
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En la siguiente figura se muestra el grafico con los datos obtenidos de conductividad de los

distintos pozos.

14 T T T T 1

127 [ Conductividad |

mS/cm

Control Puesto Balde

Pozos

Figura 31. Grafico de barra de conductividad de los pozos controles, puestos y baldes.

Como se puede observar en todos los pozos sobrepasan considerablemente el valor maximo
permisible (1,50 mS /cm), debido a la alta concentracién de sales en las agua freatica.

> El oxigeno disuelto es necesario para la respiracion de los microorganismos aerobios, asi
como para otras formas de vida. Sin embargo, el oxigeno es sélo ligeramente soluble en agua. La
cantidad real de oxigeno y otros gases que pueden estar presentes en la solucién, viene
acondicionada por los siguientes aspectos: (1) solubilidad del gas, (2) presion parcial del gas en la
atmosfera; (3) temperatura, y (4) pureza del agua (salinidad, s6lidos en suspension, etc)

Dado que evita la formacion de olores desagradables en las aguas residuales, es deseable y

conveniente disponer de cantidades suficientes de oxigeno disuelto.
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Las deficiencias de oxigeno disuelto posibilitan el desprendimiento de hierro y manganeso y su
disolucion causando, posibles problemas en el tratamiento de las aguas. El sabor y olor son también
un riesgo en ausencia de oxigeno disuelto, a causa de la potencial produccion de sulfuro de
hidrogeno y otros compuestos de azufre.

En la siguiente figura se muestra el grafico con los datos obtenidos de OD de los distintos
pOZ0s.

3,6 T T T T T T T T
34

3,2

3,0

2,8 1

2,6

mg/L

2,4 -

2,2 4

2,0 +

1,8 I r I . :
Control Puesto Balde

Pozos

Figura 32. Gréfico de barra de OD, de los pozos controles, puestos y baldes

» La temperatura del agua es un parametro muy importante dada su influencia, tanto sobre el
desarrollo de la vida acuatica como sobre las reacciones quimicas y velocidades de reaccion, asi
como la aptitud del agua para ciertos usos Utiles.

La temperatura es un indicador de la calidad del agua, que influye en el comportamiento de otros
indicadores de la calidad del recurso hidrico, como el pH, el déficit de oxigeno, la conductividad

eléctrica y otras variables fisicoquimicas.
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Caracteristicas

« El oxigeno es menos soluble en agua caliente que en agua fria.
« El aumento en las velocidades de las reacciones quimicas que produce un aumento de la
temperatura, combinado con la reduccion de oxigeno presente en las aguas superficiales.
« Es causa frecuente del oxigeno presente en las aguas superficiales, reduciéndose méas en los meses
de verano
* Un cambio brusco de temperatura puede conducir a un aumento en la mortalidad de la vida
acuatica.
* Las temperaturas elevadas pueden dar lugar conducir a un aumento en la mortalidad de la vida
acuatica.
« La temperatura éptima para el desarrollo de las actividades se detienen cuando se alcanza los 50°C
a temperaturas de alrededor de 15°C, las bacterias productoras de metano cesan su actividad.

En la siguiente figura se muestra el grafico con los datos obtenidos de temperatura de los

distintos pozos, obtenida en el mes de Mayo del 2016.

25 . , . , . , . , .

I Temperatura |

°C

Control Puesto Balde

Pozos

Figura 33. Grafico de barra de temperatura, de los pozos controles, puestos y baldes
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3.5. Comparacion de resultados

FCEN

A continuacion se muestra una tabla con todos los datos obtenidos de los distintos ensayos

realizados a las aguas de los pozos de los puestos: Las Hormigas, Las Delicias y La Primavera;

separados en tres columnas principales de los pozos: Baldes, Piezémetros y Controles.

Tabla 4. Resultados obtenidos en los ensayos de los distintos pozos

Baldes Piezometros

HB DB PB HP DP PP
ORP (mV) 506,1 | 4724 | 539,7 | 5558 | 509,6 | 602
Conductividad (mS/cm) 5928 | 7904 | 13250 | 4,674 | 8,056 | 7,481
OD (mg/L) 251 2,62 3,51 194 2,71 31
pH 7,38 7,74 7,72 745 7,38 7,39
Temperatura (°C) 17,2 184 15,4 234 224 215
NO; (mg/L) 143 40,7 9,2 51 21,7 5,6
DBO5 (mg/L) 3,25 0,6 2,05 0,97 0,57 1,07
DBOS5 c/IN (mg/L) 2,94 0,54 17 0,67 0,71 0,55
As(111) (ppb) 0 0 0 0 19,036 | 18,84
As(V) (ppb) 161,746 | 141,61 |151,185| 117,732 (110,309 (201,488
As total (ppb) 161,746 | 141,61 [151,185| 117,732 |129,345 (220,328
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4. Conclusiones

Este capitulo resume los principales resultados obtenidos en este estudio, considerando en
particular los objetivos e hipétesis de trabajo considerados (ver 1.9 y 1.10)

+ La especiacion de arsénico mediante la técnica HPLC-HG-AFS, permitié la
determinacion de As(I11) y As(V), en el cual en todos los pozos se encontré As(V) por encima de lo
establecido por la OMS, pero el As(lll) se encontr6 en dos pozos piezometros y en dos pozos
controles y en ninguno de los pozos baldes, donde se esperaba encontrar mayor cantidad debido a la
actividad humana de la ganaderia de subsistencia, al esperarse mayor ingreso de materia organica
ocasionando condiciones mas reductoras.

+  La materia organica se determin6 por medio de la DBO con el método Winkler,
con dos variantes una con inhibidor nitrificante y el otro sin inhibidor nitrificante, del cual se
obtuvo una mayor cantidad de materia organica en los pozos baldes, en una cantidad mayor al doble
comparada con los pozos control y puestos, también una mayor DBO sin inhibidor de la
nitrificacion, comparada con los ensayos que contenian inhibidor. Se observo esta mayor diferencia
en los pozos baldes y puestos, no tanto asi en los de control, indicando que hay organismos
nitrificantes debido tal vez a la mayor actividad ganadera en la zona; por otro lado en ningin pozo
se encontré una contaminacion organica alta, es por ello que tal vez no se encontré un medio los
suficientemente reductor para facilitar la reduccion de AsO,? a AsO5>.

4+ La determinacion de nitratos se realizd por espectrofotometria, obteniendo una
mayor cantidad de nitratos en los pozos baldes, luego en los piezometro y en menor cantidad en los
controles, debido a la mayor lixiviacion y transporte vertical de nitratos, por la remocién de
vegetacion y acumulacion de guanos en los puestos. Es mayor en los pozos baldes debido a la
mayor exposicion que tiene la entrada al transporte edlico e hidrico de MO.

4+ Cuando se realiz6 la recoleccién de las muestras de aguas se realizaron mediciones
in situ de parametros fisicoquimicos, como la temperatura que se obtuvieron datos alrededor de los
22,5°C en los pozos controles y piezometros, altos comparados con los 17°C en los pozos baldes.
Esto es debido a que los pozos baldes, al tener una mayor abertura y estar permanentemente
destapados permiten la mayor circulacion del aire y el intercambio de calor con el medio, en el mes
de muestreo de Junio enfriaria el agua.

Otro parametro fue el del pH en el cual se obtuvieron mediciones entre los 7,4 a los 7,65 en
promedio, estando las aguas moderadamente en medio basicos y en condiciones normales

permitidas.
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El OD medido estuvo entre 2,6 a 2,9 en promedio, en mayor concentracion en los pozos
baldes tal vez debido a la mayor circulacion de aire, al contrario de lo que se esperaba, al tener en
cuenta que una mayor cantidad de microorganismos por el mayor ingreso de materia organica
habria un menor cantidad de OD al ser consumido por los microorganismos.

El potencial 6xido reduccion (ORP), fue menor en los pozos baldes, pero segun la figura 5,
entre el potencial redox obtenido y el pH medido, el medio predominante es el oxidativo, no
llegando ser suficiente bajo el ORP para que hubiese prevalencia de medio reductor.

Implicancias:

En base a los resultados encontrados, se infiere que la presencia de As(lll) no esta siendo
afectada por el uso del suelo (ganaderia extensiva), contrario a la hipétesis planteada. A pesar de
encontrarse evidencia del transporte de nitrato desde la superficie al agua subterranea en los puestos
ganaderos, y una tendencia de mayor concentracion de materia organica en los pozos balde, las
condiciones de 6xido reduccion y pH favorecen la estabilidad y dominancia del As(V).

Sin embargo, se encontrd As(l1l) que puede deberse a otros factores, ajenos a la actividad
humana de la zona. De esta forma, los resultados coinciden con el modelo hidrogeoldgico de
Gbmez et al (2014), que sugiere la existencia de flujos verticales ascendentes, que transportarian
As(I11) desde acuiferos profundos, donde las condiciones de éxido reduccion permitieron la
formacion de esta especie quimica, la cual persiste en el acuifero, afectando la calidad para

consumo humano.
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Anexo de imagenes

Imégenes: a) Ubicacion de un puesto ganadero en el valle inter-médano; b) Reserva Telteca,

bosques de algarrobos sin disturbar acoplados al acuifero freatico; ¢) Obtencion de muestras de
agua subterranea en el pozo piezdmetro de Las Hormigas; d) Obtencién de muestras de agua
subterranea en el pozo piezometro de Las Delicias; e) Obtencion de muestras de agua subterranea
en el pozo control Chechu.
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Imé&genes: f) pozo balde La Primavera para la utilizacion del agua subterranea; g) pozo balde Las

Delicias para la utilizacion del agua subterranea
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Iméagenes: h) Botellas para DBO con agua de muestras de los distintos pozos muestreados; i)

Calibracion del equipo Thermo Scientific Orion Star A329; j) Titulacion por el método Winkler de
las muestras de agua de los pozos después de la incubacion a 20°C durante 5 dias; k) Puesta a punto
y calibracién del equipo HPLC-HG-AFS.
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