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ABSTRACT

Determination of arsenic in agricultural soils using
high-resolution continuum source graphite furnace
atomic absorption spectrometry HR-CS-GFAAS. The
conditions for the determination of pseudo-total arsenic
in agricultural soil samples were optimized by HR-CS-
GFAAS, after digestion in aqua regia in a microwave
oven. The wavelength of 193.696 nm, which corresponds
to the As line, was configured. An experimental design
was carried out to optimize the instrumental sensitivity
of As analysis with regard to pyrolysis temperature,
atomization temperature and the volume of sample and
modifier. The developed methodology showed that the
optimal conditions had a pyrolysis temperature of
1300°C and a atomization temperature of 2250°C; in a
volume ratio of 5:1 pl of sample and modifier,
respectively. To categorize the optimized method as
validated, the linearity, accuracy and precision were
verified. The Limit of Detection (LD) and Limit of
Quantification (LC) were equal to 4.45 pg/L and 14.06
pg/L, respectively.

RESUMEN

Se optimizaron las condiciones para la determinacion de
arsénico pseudo-total en muestras de suelos agricolas
mediante espectrometria de absorcidon atdmica con horno
de grafito de fuente continua de alta resolucion HR-CS-
GFAAS, previa digestion en agua regia en horno de
microondas. Se configur6 la longitud de onda de 193.696
nm que corresponde a la linea de As y se realizé un
disefio experimental para optimizar la sensibilidad
instrumental de analisis de As entre las variables:
temperatura de pirolisis, temperatura de atomizacion y el
volumen de muestra y modificador. La metodologia
desarrollada mostré que las condiciones Optimas fueron
1300°C de temperatura de pirdlisis y 2250°C de
atomizacion; en una relacion de volumen de 5:1 pL de
muestra 'y modificador, respectivamente. Para
categorizar el método optimizado como validado, se
verifico la linealidad, exactitud y precision. El Limite de
Deteccion (LD) y el Limite de cuantificacion (LC) tienen
como valor 4.45 pg/Ly 14.06 pg/L, respectivamente.
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INTRODUCCION

]La toxicidad de los elementos en los suelos, no se limita a la concentracion total, sino también a los mecanismos de

distribucion y la capacidad de reaccién con otros componentes de un ecosistema'. La contaminacién por arsénico
(As) en agua de consumo es a menudo debido a la meteorizacion de minerales de rocas y suelos? transferidos a la
fase acuosa. Este metaloide puede encontrarse en el suelo como arsenopirita (FeAsS) y otros minerales de arseniato’.
La determinacion de “As total" en muestras bioldgicas y ambientales es un primer paso importante en el trabajo
analitico que conduce a la identificacion y cuantificacion de compuestos de As*. En los métodos de analisis por
espectrofotometria de Absorcion Atomica (AAS, sigla en inglés), el analisis de As en suelos se realiza en matriz
liquida, por lo que es necesario realizar una digestion acida. Es recomendable digerir las muestras con acidos
oxidantes para convertir todos los compuestos de arsénico en arseniatos*; el método ampliamente utilizado es la
digestion con agua regia denominado Anélisis Pseudo Total (APT). Esta extraccidon no destruye en su totalidad a las
muestras sélidas siendo necesario el uso de 4acido fluorhidrico (HF) para disolver las estructuras de silicato®. No
obstante, el uso de HF exige tener condiciones especiales, tanto en materiales como de laboratorio.

La limitada informacion de los estudios de la existencia de arsénico geogénico en el altiplano boliviano® reporta altas
concentraciones de As en las muestras de agua potable recolectadas en un area no afectada por la mineria, ubicada
en el sur y oeste del lago Poopd”- 8.

El As es el contaminante mas importante en los suelos agricolas siendo las fuentes geogénicas mas generalizadas
que las fuentes antropogénicas®. Es importante determinar los niveles de As debido a que el exceso de este elemento
en el suelo puede alterar el metabolismo de las plantas y disminuir la productividad de los cultivos, ejerciendo presion

en ultima instancia en las tierras de labranza'°.

El presente trabajo pretende fortalecer la determinacion de As en muestras de suelos agricolas, mediante el APT
llevado a cabo por High Resolution Continuum System Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrophotometry
(HR-CS-GFAAS). La volatilidad relativa de la matriz y del analito puede ser controlada por la adicion de
modificadores de matriz a la muestra que contiene el analito, con el propoésito de hacerlo menos volatil. De esta
forma, permite el uso de temperaturas de calcinacion mas altas para promover la remocion de la matriz.

EXPERIMENTAL

Instrumentacion

Las medidas se llevaron a cabo en un Espectrometro de Absorcion Atdomica técnica Horno de Grafito, marca Analytik
Jena modelo ContrAA800, equipado con una lampara de arco corto de Xe de alta intensidad como fuente continua
(HR-CS-GFAADS). El equipo cuenta con un monocromador doble de alta resolucion y un detector de dispositivo de
carga acoplada (CCD). En el software Aspect CS version 2.3.0.0, se selecciono el elemento As y la linea 193.696
nm como longitud de onda. Para la preparacion de muestras, se utilizé una balanza Metler Toledo (+ 0,0001g). La
digestion acida de muestras de suelos se realizé utilizando un sistema de digestion cerrada en un Horno de
Microondas Anton Paar modelo Microwave 3000.

Reactivos, soluciones y muestras

En la preparacion de las soluciones del estandar y del modificador, se utilizé acido nitrico al 0.2%, preparados a
partir del acido nitrico destilado, para asegurar la pureza del 4cido, y aforado con agua desionizada con una
resistividad de 18.2 MQ-cm. Se utilizé una solucion estandar de As de 1000 ppm (marca Perkin Elmer). A partir de
esta solucion se prepard una solucion de 50 pg/L para la curva de calibracion. Las soluciones se prepararon en
material volumétrico tipo A. Para el lavado de los materiales de vidrio, se dejaron en remojo en acido nitrico al 10%
por al menos 24 horas. Se enjuagd tres veces con agua destilada y tres veces con agua desionizada.

En la preparacion del modificador de nitrato de paladio (Pd/Mg(NO3),) para el analisis del As, se tom6 1 mL de
alicuota de solucion de modificador (marca Perkin Elmer) de PA(NOs3); al 1% y se llevo a un matraz aforado de 10
mL. Por otra parte, se tomaron 0.5 mL de alicuota de solucién de modificador de nitrato de magnesio (Mg(NO3),) al
1% y se llevaron al mismo matraz aforado y se llevd a volumen de aforo con una solucién de 4cido diluido de HNO;
al 0.2%.
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Para la optimizacion del método en HR-CS-GFAAS mediante el disefio experimental, se llevo a cabo una digestion
acida del material de referencia interno (MRI) en el laboratorio de Hidroquimica de la Universidad Mayor de San
Andrés (UMSA) y fue validado por el laboratorio de HydroSciences de la Universidad de Montpellier en Francia.

Para los ensayos de validacion del método optimizado, se prepararon soluciones patréon por pesada a partir del
material de referencia WWS2 con 500 pg/L de As. Se aforaron soluciones estandar de 10 mL con acido nitrico
destilado al 0.2% resultando en soluciones patrén con concentraciones de 0.00; 4.725; 14.205; 29.315 y 49.055 pg/L
de As.

Digestion de la muestra

Para la digestion acida en sistema cerrado se utilizo el equipo de microondas Multiwave Anton Paar 3000. Se pes6
0.25 g de una muestra compuesta de suelos agricolas y se llevo al vaso de digestion de cuarzo. Se agregd 1.5 mL de
HCl y 3.5 mL de HNO3 ambos destilados. La menor proporcion de HCl es para evitar la volatilizacion de tricloruro
de arsénico*. La muestra preparada se llevo a una campana de flujo laminar para una predigestion por 24 h. Para
armar los vasos de digestion con las valvulas se verifico que la muestra no desprenda burbujas. Para iniciar la
digestion, los vasos se llevaron al rotor de digestion, luego se ajustd las muestras mediante presion de las manivelas
del rotor'!. El programa de digestion con microondas se realizé en un tiempo total de 55 min y un aumento secuencial
de potencia de 0 a 300 W; de 300 a 500 W y 500 a 700 W, la temperatura y presion interna dependen de la potencia
de irradiacion.

Se realizaron las digestiones de las muestras por duplicado para un control de calidad. Para la preparacion de las
soluciones de las digestiones las soluciones acidas de los vasos de digestion se trasvasaron mediante embudos a
matraces aforados de 25 mL y se llevaron a volumen de aforo con agua desionizada.

Diseiio experimental del método de analisis de arsénico por HR-CS-GFAAS

Para obtener la mayor sensibilidad instrumental posible para la determinacion de As se realizo la optimizacion del
método. Se utilizaron soluciones de digestion acida de una muestra compuesta de suelo agricola como material de
referencia interno dentro de laboratorio. El disefio experimental se realizd6 mediante el Modelo de Superficies de
Respuesta (MSR) de dos factores en tres niveles. Los factores son los Métodos de analisis (Tabla 1) que describen
temperaturas de pirdlisis y de atomizacion caracteristicos a cada método.

El Método 1, es descrito por el método del software ASpect CS version 2.3.0.0 del Analytik Jena ContrAA800 con
temperatura de pirélisis y atomizacion de 1100 y 2200°C, respectivamente!2. El Método 2 tiene temperaturas de
pirolisis y de atomizacion utilizadas en el instrumento Espectrometro Perkin Elmer Analyst 100 del laboratorio de
Hidroquimica de la Universidad Mayor de San Andrés (UMSA). Las temperaturas del método 2 son 1300 y 2300°C!3
14, Finalmente, el Método 3 describe temperatura de pirdlisis y atomizacion de 1300 y 2250°C, respectivamente.
Estas temperaturas se consiguieron a partir de optimizaciones de muestras de soluciones de digestiones de suelos
mediante microondas, que se realizaron instrumentalmente'> por HR-CS-GFAAS. El otro factor son las tres
relaciones de volumen entre muestra y modificador en pL (Tabla 2). El disefio experimental aplicado a la adquisicion
de resultados, se puede observar en la Tabla 3.

Tabla 1. Comparacion de temperatura de secado, pirdlisis, atomizacion y limpieza de los tres métodos de
determinacion de As

Método 1 Método 2 Método 3

2 Nombre Temp Ramp Mantener Temp Ramp Hold Temp Ramp Mantener

A [°C] [°C/s] sl [°C] [°C/s] Is] [°C] [°C/s] sl
1 Secado 80 6 20 80 6 20 80 6 20
2 Secado 90 3 20 90 3 20 90 3 20
3 Secado 110 5 10 110 5 10 110 5 10
4 Pirdlisis 350 50 20 350 50 20 350 50 20
5 Pirdlisos 1100 300 10 1300 300 10 1300 300 10
6 ;?;p taciénde 1100 0 5 1000 0 5 1000 0 5
7 Atomizacion 2200 1500 4 2300 1500 4 2250 1500 4
8 Limpieza 2450 500 4 2600 500 4 2450 500 4
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Tabla 2. Relacion de volumen de muestra (M) y de modificador (m) en uL

Relacion Muestra: modificador (M/m)

R2 R4 RS
Volumen Muestra [pL] 2 4 5
Volumen modificador [uL] 1 1 1

Tabla 3. Disefio experimental de analisis de superficie de respuesta

Métodos
Relacion M/m Método 1 Método 2 Método 3
R2 MI1R2 M2R2 M3R2
R4 MI1R4 M2R4 M3R4
R5 MIRS5 M2R5 M3R5

Softwares de analisis de absorcién atémica y evaluacion estadistica

El instrumento Analytik Jena ContrAAS800 utiliza el software ASpect CS version 2.3.0.0 para el control del AAS.
Para el tratamiento estadistico de los datos se utilizaron los programas estadisticos Minitab version 17.0 e IBM SPSS
version 22.

RESULTADOS Y DISCUSION

Optimizacion del método de analisis

Los resultados por duplicado del disefio experimental se muestran en la Tabla 4. Se analiz6 la significancia de sus
efectos principales y de interacciones entre factores a través del analisis ANOVA incluyendo los grados de libertad
(GL), la suma de cuadrados ajustado (SC), la media de cuadrados (MC) los valores de distribuciéon F y de
probabilidad (p) para la prueba de hipdtesis Tabla 5. Esto proporciona una visiéon detallada de los resultados
estadisticos y permite una evaluacion precisa de la significancia de los efectos analizados.

Tabla 4. Resultados de As en mg/kg de la muestra compuesta de suelos agricolas del disefio experimental

Temperatura de Relacién de volumen As en Suelos agricolas
pirolisis y muestra/Modificador [mg/kg]
atomizacién [uL] Réplica 1 Réplica 2
2:1 (R2) 15.08 15.13
Método 1 4:1 (R4) 17.75 16.49
5:1 (RS) 22.42 37.86
2:1 (R2) 16.21 19.44
Método 2 4:1 (R4) 25.76 25.08
5:1 (RS) 32.35 36.41
2:1 (R2) 20.24 22.25
Método 3 4:1 (R4) 23.62 29.19
5:1 (RS) 32.46 38.93

Tabla 5. Analisis de Varianza ANOVA para el disefio de superficies

Fuente GL SC Ajustado MC Ajustado Valor F Valor p
Modelo 5 893.55 178.709 11.24 0.000
Lineal 2 850.19 425.093 26.73 0.000
Método 1 143.72 143.717 9.04 0.011
Relacion m/M 1 706.47 706.468 44.42 0.000
Cuadrado 2 118.79 59.393 3.73 0.055
Meétodo*Método 1 10.13 10.128 0.64 0.440
Relacion M/m*Relaciéon M/m 1 108.66 108.659 6.83 0.023
Interaccion de 2 factores 1 0.02 0.015 0.00 0.976
Método*Relacion 1 0.02 0.015 0.00 0.976
Error 12 190.84 15.903

Falta de ajuste 3 18.76 6.254 0.33 0.806
Error puro 9 172.08 19.120

Total 10 1084.39
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De acuerdo con el analisis de varianza Tabla 5, tanto el método como la Relacion Muestra/modificador (M/m) son
significativos y no asi la interaccion Método — Relacion M/m, ni el término cuadratico Método-Método. En cuanto
al ajuste, no es necesario agregar otros términos.

El resumen de modelo de optimizacion del método de analisis de As, nos indica que existe una correlacion aceptable
del modelo a los datos, siendo este modelo descrito en la siguiente ecuacion:

As =22.3+9.76 Método — 13.52 Relaciéon M/m- 1.59 Método*Método + 2.65 Relacion M/m *Relacion M/m
+0.029 Método*Relacion M/m

Tabla 6. Descripcion estadistica del modelo de superficie de respuesta

S R-Cuad R-Cuad ajustado R-Cuad pred
3.98 82.40% 75.07% 57.52%
1a) 1b)
Grafica de contorno de As[mg/Kg] vs Muestra/Modificador; Pirolisis - Atomizacion Grafica de superficie Asimg/Kg] vs Muestra/Modificador; Pirolisis-Atomizacion

50

As

K
mgrkel Hold Values
<15

15 - 20 Muestra0,10865
W2-25
Ws-30
W3-35
H >3

40

Hold Values
Muestra 0,10865

3
As [mg/Kg]

Volumen Muestra / Modifcador [pL]

Pirolisis - Atomizacion

10 15 20 25 30
Pirolisis - Atomizacion

Figura 1. Analisis por superficie de respuesta; a) Grafica de contorno, b) Grafica de superficie de la concentracion de
As vs el método y la relacion de volumen muestra/modificador

La descripcion estadistica de la desviacion estandar (S), la correlacion al cuadrado, (R-Cuad), la correlacion al
cuadrado ajustada, (R-Cuad ajustado), y la correlacion predicha, (R-Cuad pred), se muestran en la Tabla 6. Con el
modelo de optimizacion se ha obtenido el grafico de superficie de contorno, donde se muestra una optimizacion de
la relacion volumen de muestra - modificador y el método (Figura 1a). En la Figura 1b se muestra el grafico de
superficie de respuesta e indica la sensibilidad en el analisis de As. Tanto el modelo de la ecuacion, como los graficos
de contorno y de superficie, indican que el método 3 y la relacion de 5:1 de volumen entre muestra y modificador
son los apropiados para verificar la mayor sensibilidad instrumental para el analisis de As. Los métodos 3 y de
relacion, con una relacion modificador de 5:1, muestran que alcanzan sus valores 6ptimos, lo cual se evidencia a
través de las respuestas maximas entre las variables independientes (Figura 2).

Linealidad, exactitud y precision

La linealidad, exactitud y precision de las condiciones Optimas fueron comprobadas a partir de soluciones de
referencia estables con concentraciones altas de elementos usuales en suelos. Esto de modo que las soluciones tengan
matriz compleja y similar digestion de suelos, como el WWS2. Las lecturas de As se realizaron con el método de
temperatura de pirolisis y atomizacion de 1300°C y 2250°C (Método 3), respectivamente. El método 3 contempla
una relacion de volumen de muestra / modificador 5:1, establecidas como condiciones 6ptimas. Se realizaron cinco
pruebas con dos repeticiones en cada estandar.
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Optima At Método Relacién
. 0 3.0 5,0

D: 0,894_.2 Act [3,0] [5,01

Prededr Bajo 10 20

As
Maximo
y = 36,4066
d =0,89421

Figura 2. Seleccion del método 3 y a la Relacion M/m 5:1 como variables de elevada deseabilidad mediante la
grafica de optimizacion

Linealidad

Abs vs Patrones de As

Abs = 0,00423 + 0,001496 As Estadisticas de la regresion

R =0,9999 Coeficiente de correlacion multiple 0.9999457

G Coeficiente de determinacion R2 0.9998914
- R2 ajustado 0.99985519
Error tipico 0.00035978

Observaciones 5

Figura 3. Curva de calibracion para verificar la linealidad del método

Los resultados de la regresion lineal de la curva patrén muestran un Coeficiente de correlacion de R = 0.9999 y un
coeficiente de determinacién R? = 0.99989 (99.989%). De este modo se cumple con los requisitos de linealidad y
especificidad. En la Figura 3 se observa que los ensayos de las curvas patron estan dentro de los intervalos de
confianza al 95 % (lineas rojas), demostrando una amplitud minima a la recta de regresion lineal o curva de
calibracion, lo que indica la precision y estabilidad en la linealidad. A partir de esta informacion se determina la
sensibilidad del método y el intervalo de confianza de las muestras a medirse.

Limite de determinacion y de cuantificacién

Estos parametros fueron obtenidos a partir de la lectura de 10 muestras blancos. Se utilizo el criterio de 3 veces la
desviacion estandar para la medicion del limite de deteccion (LD), 10 veces la desviacion estandar para el de
cuantificacion (LC)!'®+17, y la pendiente de la curva de calibracion. Se obtuvieron los siguientes valores de LD = 4.45
+0.34 pg/L, y de LC = 14,06 = 0,7 pg/L. La concentracion de limite de deteccion reportada en los manuales para el
equipo es de 3.25 £ 0.52 pg/L.

Veracidad (exactitud) y precision

La veracidad (exactitud) se determind a partir de la regresion lineal de los patrones estandar. Se compard las
concentraciones medidas observadas para cada patron con los valores referenciales de concentracion de dichos
patrones (Figura 4) y, por otra parte, con el intervalo de confianza para cada patrén. En la Tabla 7 se muestran los
valores de concentracion medidos para los diferentes patrones. Se realizé una prueba de Grubbs sin encontrarse datos
atipicos.
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El criterio de aceptacion es que la pendiente debe ser 1 y la ordenada al origen cero. De los datos puede observarse
que la pendiente es 1 y el intervalo de confianza del intercepto indica una ordenada al origen de cero (Figura 4). A
partir de esto se establece que el método de analisis optimizado cumple con el requisito de veracidad.

Con los datos de la Tabla 7 se determinaron los parametros para la veracidad, que se muestran en la Tabla 8.

Tabla 7. Resultados para validacion del método del analisis de As en pg/L (ug/L) por horno de grafito para los
estandares preparados a partir del material de referencia Waste Water 2 (WWS2)

2 AsSTD 1 As STD 2 As STD 3 As STD 4
=
% 4.725 [ng/L] 14.205 [pg/L] 29.315 [ng/L] 49.055 [png/L]
& Réplica Réplica Réplica Réplica
1 5.66 4.51 12.74 13.25 30.88 28.73 50.66 49.52
2 2.88 3.86 15.84 15.67 30.50 30.41 50.93 48.72
3 5.03 4.72 14.65 14.42 28.94 29.03 48.86 50.52
4 341 5.23 13.89 13.74 30.12 30.51 50.42 49.72
5 431 4.82 14.56 13.93 29.73 29.81 50.04 48.99
? Estadisticas de la regresion
50 Coeficiente de correlacién multiple 0,999991327
As(obs) =-0,1481 + 1,01996 As(patrdn) Coeficiente de determinacion R*2 0,999982654
§ ) R"2 ajustado 0,999973981
-r‘g * Error tipico 0,101065827
é » Observaciones 4
" Coeficientes Probabilidad Inferior 95% Superior 95%
Intercepcién  -0.148077486 0.23697233 -0.529712686 0.233557713
10 2 E E Patrén 1.019357659 8.673E-06 1.007033413 1.032881906

Patrones de As [ug/L]

Figura 4. Comparacion de la concentracion referencial de los patrones o estandares y de la concentracion obtenida
por el método para las pruebas de precision y exactitud

Tabla 8. Parametros para la validacion del método dptimo

Estadisticos observados STD 1 STD 2 STD 3 STD 4
As [pg/L] As [ug/L] As [ug/L] As [ug/L]
Valores referenciales

4.725 14.205 29.315 49.055
Media medida 4.496 14.269 29.866 49.838
Desviacion estandar 0.755 0.977 0.751 0.800
Varianza 0.570 0.955 0.564 0.639
IC (99%) 4.496 + 0.876 14.269 + 1.00 29.866 + 0.529 14.838 +£0.563
Recuperacion [%] 95.15 100.45 101.88 101.60

Los valores de intervalos de confianza al 99% indica que en todos los casos las concentraciones patron se encuentran
dentro de los rangos requeridos. Al mismo tiempo, los valores de Recuperacion [%] se encuentran dentro de los
rangos de 100% = 5, cumpliéndose con el requisito de veracidad.
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La precision se verificod a través de las varianzas de cada serie de medidas, las que indican una buena precision.
Ademas, la prueba del Estadistico de Levene para homogeneidad de varianzas da una Sig. de 0.917 que nos indica
que éstas son homogéneas. De este modo, la precision del método es la misma en todos los casos.

CONCLUSION

El analisis de As en suelos agricolas con matrices complejas por HR-CS-GFAAS con digestiones acidas es
plenamente factible. El disefio experimental para la optimizacion del método indica que las condiciones 6ptimas de
temperatura de pirdlisis y atomizacion son 1300°C y 2250°C respectivamente (Método 3), y una relacion de 25 pL
de muestra con 5 pL. de modificador en solucién acuosa de PA(NO3), al 0.1% y Mg(NOs), al 0.05%. Por otra parte,
el ensayo del método optimizado cumple con los requisitos de linealidad, exactitud, precision, las pruebas de Grubbs
en ensayos la deteccion de datos atipicos y las pruebas de Levene para las pruebas de homogeneidad de las varianzas
entre grupos. La curva de calibracion experimental del método obedece a A=-0,1481+1.01996*(As, ug/L), con
valores de recuperacion entre 95,15% a 101,60%. Ademas, se ha establecido un limite de deteccion (LD) de 4.45
pg/L de As y un limite de cuantificacion (LC) de 14.06 pg/L de As.
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