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EL RIO TIENE MIEDO AL ENTRAR AL OCEANO

Dicen que antes de entrar en el mar, el rio tiembla de miedo; mira para
atrds todo el recorrido, las cumbres 34 las montanas, el /aigo Y SInuoso
camino que atraveso entre selvas 34 pueé/o.s; yve ﬂe‘m‘e de sl un océano tan

grande, que entrar en el sélo puede significar desaparecer para siempre.
Pero no existe otra manera,
el rio no puede volver,
nadie puea’e volver,
volver atrds es imposible en la existencia,
no hay otra manera, el rio no puede volver.

El rio necesita aceptar su naturaleza y entrar al océano. Solamente
entrando en el océano se diluird el miedo. Porque sdlo entonces sabrd el rio

que no se trata de desaparecer en el océano, sino de convertirse en océano

Khalil Gibran
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RESUMEN

La contaminacion ambiental es una problematica a nivel mundial,
particularmente la contaminacién del agua que provoca el deterioro del
ecosistema acuéatico. El estudio de los recursos hidricos es uno de los temas
mas relevantes dentro de la agenda ambiental de todos los paises. La
perturbacion en el ciclo hidrolégico y la contaminacion incontrolada de los
cuerpos de agua superficiales, provoca la atencion de diversos organismos
nacionales e internacionales para que destinen gran parte de su presupuesto al
estudio de los recursos hidricos. Argentina no es ajena a esta problemética
mundial y en su territorio existen cuencas hidrogréaficas con graves problemas de
contaminacion y escasez hidrica. La cuenca del rio Colorado es la primera y
Gnica interprovincial de la Argentina que cuenta con un acuerdo de distribucion
de caudales, altamente significativo. El rio Colorado atraviesa cinco provincias,
siendo la zona de la cuenca inferior la correspondiente a la provincia de Buenos
Aires. Debido a la naturaleza arida de los territorios que recorre, representa un
recurso muy valioso para el desarrollo econémico y social de la regién, sirviendo
en muchas ocasiones como Unica fuente de agua disponible para consumo
humano, aseo, riego e industrias.
Por ello, este trabajo de Tesis Doctoral esta orientado al estudio de las
caracteristicas hidroquimicas y al desarrollo de sistemas embebidos para la
determinacién de contaminantes, en aguas naturales de la zona del Valle Inferior
del rio Colorado. La presente Tesis es un trabajo que se encuadra dentro de un
Convenio Marco de cardcter interdisciplinario (UNS, INTA, CIC-Buenos Aires y
CORFO), enfocado a promover el desarrollo de la investigacion y llevar a cabo
estudios tendientes a mejorar la eficiencia del aprovechamiento del agua y
preservacion del recurso hidrico en el Valle Bonaerense del rio Colorado. En tal
sentido, los trabajos se desarrollan teniendo en cuenta los lineamientos de dicho
Convenio:
v' Caracterizacion y evaluacion hidroquimica en la zona del Valle
Bonaerense del rio Colorado, con la finalidad de realizar una evaluacion
estadistica hidrol6gica temporal que permita establecer las caracteristicas

actuales del sistema.



v Desarrollo de nuevas metodologias analiticas basadas en adquisicion de
datos de segundo orden provenientes del empleo de imagenes digitales,
para la determinacion de arsénico en muestras de aguas del Valle
Bonaerense del rio Colorado.

v Estudio de bioacumulacién de cadmio y plomo en peces Cyprinus carpio,
especie predominante en la region, que actian como bioindicadores de
contaminacion. Las determinaciones de estos metales se realizan
empleando un sistema automético Flow-batch y voltamperometria de
redisolucion anddica de onda cuadrada con un electrodo de film de

bismuto como técnica de deteccion.



ABSTRACT

Environmental pollution is a worldwide problem, particularly water pollution
causes deterioration of the aquatic ecosystem. The study of water resources is
one of the most relevant topics in the environmental management of all countries.
Disturbance of the hydrological cycle and the uncontrolled pollution of surface
water bodies have attracted the attention of various national and international
organizations, allocating a large part of their budget to the study of water
resources. Argentina is not detached from this global concern, due to there are
hydrographic basins with serious problems of pollution and water scarcity along
the whole territory. The Colorado river basin is the first and only interprovincial
basin in Argentina with a very significant flow distribution agreement. The
Colorado river crosses five provinces, with the lower basin area located in the
province of Buenos Aires. Due to the arid nature of the territories, it represents a
very valuable resource for the economic and social development of the region,
serving in many occasions as the only source of water available for human
consumption, cleaning, irrigation and industry.
Therefore, the aim of this PhD Thesis is focused on the study of the
hydrochemical characteristics and the development of embedded systems for the
determination of pollutants in natural waters of the lower Colorado river valley.
This Thesis is a work that belongs to an interdisciplinary framework agreement
(UNS, INTA, CIC-Buenos Aires and CORFO), focused on promoting the
development of research and studies to improve the efficiency of water use and
preservation of water resources in the Bonaerense Valley of the Colorado river.
In this sense, the works are developed taking into account the guidelines of
agreement:
v' Characterization and hydrochemical evaluation in the area of the

Bonaerense Valley of the Colorado River, with the purpose of carrying out

a temporary hydrologic statistical evaluation to establish the current

characteristics of the system.

v" Development of new analytical methods based on second-order data
processing obtained with a computer vision based analytical device for the
determination of arsenic in water samples from the Bonaerense Valley of

the Colorado River.



v' Study of the bioaccumulation of lead and cadmium in Cyprinus carpio fish,
a predominant specie in the region, which act as bioindicator of
contamination. The determinations of these metals are carried out using
an automatic Flow-batch system and Square Wave Anodic Stripping
Voltammetry with a bismuth film electrode as detection technique.
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Abreviaturas

Abreviaturas Significado

ALS Cuadrados minimos alternantes (sigla en inglés)

AgDDTC Dietilditiocarbamato de plata

As(DDTC)s Trisdietilditiocarbamato de arsénico

ANAL SEN Sensibilidad analitica

CVAC .Mét(,)do analitico basado en vision por computadora (sigla en
inglés)

DMC Céamara de microscopio digital

EJCR Region eliptica de confianza conjunta (sigla en inglés)

FA Andlisis Factorial

FAO Organizac.if')n de Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion

IWQI indice de calidad de agua para riego (sigla en inglés)

LOD Limite de deteccion (sigla en inglés)

LOQ Limite de cuantificacién (sigla en inglés)

MCR Resolucién multivariada de curvas (sigla en inglés)

PARAFAC Andlisis paralelo de factores (sigla en inglés)

PCA Andlisis de componentes principales (sigla en inglés)

REP Error relativo de la prediccion (sigla en inglés)

RMSEP Error cuadratico medio de la prediccion (sigla en inglés)

ROI Region de interés (sigla en inglés)

SD Desvio estandar (sigla en inglés)

SEL Selectividad

SEN Sensibilidad

SENwmcr Sensibilidad MCR

SWASVY E/S(i)glltlzn;?]ei:]ogrlr;est)ria de redisolucion anodica de onda cuadrada

VBRC Valle Bonaerense del rio Colorado
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Cuenca del rio Colorado. Caracteristicas

El rio Colorado se origina en la Cordillera de los Andes a partir de la confluencia
de los rios cordilleranos Grande (Mendoza) y Barrancas (Mendoza y Neuquén)
a 835 msnm y desemboca en el Océano Atlantico con direccion NO — SE (Figura
1). Su caudal promedio anual es de 142,5 m3 s para el periodo 1941 — 2019 [1].
La cuenca cubre un &rea de 48000 kmz?, y se extiende sobre las provincias de
Mendoza, Neuquén, La Pampa, Rio Negro y Buenos Aires, convirtiéndola en una
cuenca hidrica interprovincial, extendiéndose unos 1200 km, de los cuales 920
km corresponden al rio Colorado propiamente dicho. La regién del rio Colorado
comprende aproximadamente 17 millones de hectareas, abarca los
departamentos de Malarglie en la provincia de Mendoza; Chos Malal y
Pehuenches en la provincia de Neuquén; Caleu Caleu, Curacd, Lihuel Calel y
Puelén en la provincia de La Pampa; Avellaneda, General Roca y Pichi Mahuida
en la provincia de Rio Negro y Patagones y Villarino en la Provincia de Buenos
Aires [2].

La cuenca del rio Colorado es la primera cuenca interprovincial de la Argentina
que cuenta con un Programa Unico de Habilitacion de Areas de Riego y
Distribucién de Caudales [3].
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Figura 1: Cuenca del rio Colorado. Area comprendida desde su naciente, en la
cordillera de Los Andes, hasta su desembocadura, en el Océano Atlantico.
Fuente: Alcalde 2019.



Aspectos hidrologicos

El régimen hidrico del rio Colorado se caracteriza como fuertemente estacional,
producto de que la alimentacién preponderante corresponde a la fusion nival
originada en la cuenca activa o cuenca alta (subcuencas de los rios Grande y
Barrancas), con crecidas que inician en los meses de octubre o noviembre, y se
extienden hasta enero o febrero, dependiendo de la acumulacion de nieve y las
condiciones climaticas [3]. Finalizada la etapa de fusion nival, el mantenimiento
del caudal de los arroyos y rios de la cabecera de la cuenca corresponde al
aporte de numerosas vertientes hidrogréficas. Los ciclos hidrologicos en el rio
Colorado se definen desde el 1° de julio al 30 de junio del afio siguiente.
Inmediatamente aguas abajo de la confluencia de los rios Grande y Barrancas,
se dispone, desde el afio 1940, de una estacion de medicion hidrométrica
llamada Buta Ranquil. De acuerdo con la informacion hidrolégica disponible, para
el periodo 1941-2019, el derrame medio anual es de 4495 hm3, como se
menciond anteriormente, equivalente a un caudal médulo de 142,5 m3 s, El
derrame hidrolégico histérico maximo anual fue de 9151 hms3 para el ciclo 1982—
1983, mientras que el minimo registrado corresponde al ciclo hidrol6gico 1968—
1969 con 1658 hms3 [3]. Si bien, el rio Colorado tiene un comportamiento
claramente nival, presenta crecidas pluviales, generalmente entre los meses de
febrero y agosto. Estas crecidas pueden alcanzar caudales instantaneos
importantes (superando los 500 m3 s1), sin embargo, debido a su corta duracion,
el derrame asociado no es significativo [4].

En la estacion Buta Ranquil, se han registrado crecidas maximas con valores
superiores a los 1000 m3 s, tanto de origen nival (diciembre 1982), como
pluviales (mayo 2008). Como podemos apreciar en la Figura 2, desde junio 2010
la cuenca presenta un periodo de escasez hidrica. Los caudales maximos se
producen generalmente en el mes de enero, en correspondencia a la finalizacién

del proceso de fusion nival.
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Figura 2: Caudal medio anual para la serie 1940—2019 del rio Colorado obtenido
en la estacion Buta Ranquil a pocos kilometros de su nacimiento. Fuente: Alcalde
20109.

Clima y registros de precipitaciones en la cuenca

El clima de la regién es templado-frio, semidesértico, aunque con un marcado
efecto de precipitacion orografica en su extremo occidental. Esto genera un
fuerte gradiente de precipitacién en la zona de alta montafia que alcanza los
1100 mm en las altas cumbres para descender hasta 200 mm en la zona de Buta
Ranquil. A partir de esa zona, la precipitacion vuelve a aumentar muy lentamente
hasta alcanzar los 400 mm por afio en la region de Pedro Luro, provincia de
Buenos Aires. La zona del rio Colorado presenta cuatro ecorregiones: altos
andes, estepa patagonica, monte de llanuras y mesetas y espinal (Figura 3). En
la ecorregion de los altos andes, el clima es el de alta montafia, lo que le aporta
la nieve y el consecuente caudal a la cuenca. En su tramo medio y bajo, el clima
va variando de aridico a Ustico, generando una gran variabilidad climatica a lo
largo de todo su trayecto [2].

El rio Colorado corresponde a un curso cuyo régimen es niveo-pluvial, recibiendo
sus mayores aportes con el deshielo de la nieve en la alta cuenca, aunque las

lluvias pueden producir crecidas puntuales de corta duracion, y volimenes que
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no son significativos [4]. Los eventos de precipitaciones representan una
oportunidad de aporte adicional de humedad a los suelos de las areas bajo riego,
asi como una posible influencia temporaria en el incremento de la salinidad del

rio.
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Figura 3: Las 4 ecorregiones presentes a lo largo del rio Colorado. Fuente: Sili

2015.

Actividad economica en la zona

La actividad econ6mica en la region del rio Colorado se sostiene en la
explotacion de recursos naturales tanto renovables como no renovables. Las
condiciones geoldgicas y agroecoldgicas son los ejes vectores que determinan
la distribucion geogréfica de las actividades productivas que condicionan la
economia de la region y la cuenca. En este sentido, la region se distribuye
productivamente de la siguiente manera: en el oeste, explotacion de minas y
canteras (centrada en la actividad hidrocarburifera); en el centro, zona de
transicion ganadera y fruticola y, en el este, agricultura (Figura 4). No obstante,

las dinamicas de aprovechamiento del agua estan cambiando esta l6gica de
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valorizacion de los recursos, avanzando las actividades agricolas hacia el centro

de la cuenca, pero bajo otro modelo productivo [2].

Mendoza
Petroleo y Gas
Mineria
Ganaderia Caprina
Petroleo y La Pampa
Mineria
Fruticultura
Ganaderia
p—
Neuquén :
Rio Negro

Frutihorticultura

Buenos Aires

Horticultura
Ganaderia 4
Pasturas

Figura 4: Actividades econ6micas predominantes en la regién del rio Colorado.

Fuente: Sili 2015.

Empleo del agua en la zona del rio Colorado

Las aguas del rio Colorado son utilizadas principalmente en irrigacién de cultivos,

abastecimiento de agua potable de poblaciones aledafas, bebida del ganado y

para fines industriales. El Acuerdo Interprovincial del rio Colorado [5], fija los

cupos de agua a utilizar por cada provincia y las prioridades de uso del recurso

hidrico, siendo:

1) Abastecimiento humano
2) Riego y ganaderia

3) Industrial — petrolero

4) Generacion hidroeléctrica
5) Actividades recreativas



En la Tabla 1 se indica el consumo de agua de la cuenca del rio Colorado para
actividades urbanas, agricola ganaderas y petroleras en cada una de las

provincias, segun el acuerdo firmado por las provincias riberefas [6].

Tabla 1 Usos del agua en la cuenca del rio Colorado, expresado en hectometros

cubicos anuales, para el periodo 2014 — 2015.

Jurisdiccién Urbano  Agricola Ganadero Petrolero

hm3 hm3 hm3
Buenos Aires 2,5 1083 0

La Pampa 12,5 240 1,8
Mendoza 1,2 1 5,8
Neuquén 3,2 60 4,3
Rio Negro 4,9 355 15
TOTAL 24,3 1739 13,4

Fuente: Alcalde 2014.

Atendiendo a las condiciones hidrolégicas de la cuenca de reserva del embalse
y la escasez hidrica, en el afio 2019 el Comité Ejecutivo de COIRCO (Comité
Interjurisdiccional del rio Colorado), en funcion de los términos del Acuerdo
Interprovincial del rio Colorado, tomo la decision de implementar un periodo de
veda de riego simultaneo comudn en todas las areas irrigadas aguas abajo del
Dique Casa de Piedra. Durante dicho lapso se establecido un caudal minimo
extraordinario de 15 m3 sy se suspendi6 la generacién de energia en la Central

Hidroeléctrica Casa de Piedra con el objetivo de mejorar la reserva del embalse

[4].

Fuentes de contaminacion del agua

La variedad litologica de la alta cuenca, ubicada en la cordillera, representa una
fuente natural de compuestos, los cuales potencialmente pueden alterar la
calidad del agua para los diferentes usos. Las nacientes de los arroyos y de los
rios en sus primeros tramos estan ubicadas en un area de intenso volcanismo
en el pasado conjuntamente con episodios ocurridos en épocas recientes,

proporcionando rocas y materiales de estos origenes, las cuales contienen



metales pesados en su composicién (Figura 5) [7,8,9]. A través de fendmenos
de meteorizacion tiene lugar la movilizacion de dichos compuestos, posibilitando
Su ingreso en el ambiente acuatico. Las fuentes de contaminantes vinculadas a
las actividades productivas estan constituidas por la explotacion petrolera y la
agricola ganadera, a las cuales se agregan los asentamientos poblacionales
riberefios. Dichas fuentes son generadoras potenciales de sustancias toxicas

tales como hidrocarburos, metales y agroquimicos [6].

Figura 5: Volcanismo en la cuenca alta del rio Colorado. Fuente: Alcalde 2019.

Microrregiones en el rio Colorado

En términos de organizacion territorial cabe identificar dentro de la region
diversas subunidades espaciales denominadas microrregiones. Cada una de
ellas tiene su propia dinamica y légica de desarrollo, muchas veces
desarticuladas con respecto a las microrregiones vecinas, que ponen claramente
de manifiesto una fuerte diferenciacion territorial [2]. En la Figura 6 podemos

apreciar las siguientes microrregiones:



A) Cuenca alta o Borde Andino

B) 25 de mayo, Catriel y Casa de Piedra

C) Rio Colorado

D) Valle Bonaerense del rio Colorado

En esta Tesis se describe brevemente la importancia del Dique Casa de Piedra
ubicado en la microrregion B que abastece de agua al VBRC que ofrece un
amplio campo de estudios interdisciplinarios. Principalmente el trabajo de Tesis
detecta, determina y cuantifica los cambios hidroquimicos que el VBRC ha

sufrido en los ultimos afos.
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Figura 6: Microrregiones en la regién del rio Colorado. Fuente: Sili 2015.

Dique Casa de Piedra

El Digue Casa de Piedra fue construido en 1996 con el propdsito de la regulacion
de caudales para satisfacer las necesidades de riego de un area de gran
desarrollo agricola, proporcionar agua a poblaciones, atenuar las crecidas en el

curso inferior del rio Colorado y generar energia hidroeléctrica a través de dos



grupos generadores de 30 MW (capacidad de generacion media anual de 240
GWh). Esta obra estuvo enmarcada en el “Programa Unico de Aprovechamiento
del Rio Colorado”, de las provincias condéminas (Buenos Aires, La Pampay Rio
Negro), las cuales constituyeron el Ente Ejecutivo Dique Casa de Piedra. Este
Dique esté ubicado en la provincia de La Pampa, a 367 km del nacimiento del
rio posee un embalse que divide la cuenca en un tramo no regulado (cuencas de
los rios Grande, Barrancas y la cuenca alta del rio Colorado) y un tramo regulado
aguas abajo del embalse (cuenca media/baja del rio Colorado) [6]. El espejo de
agua tiene unos 55 km de perimetro de costa, y se extiende sobre 36000 ha (a
cota maxima normal). El volumen de agua en el embalse a nivel maximo normal
es de 3500 hms3, mientras que el volumen a nivel minimo extraordinario es de
500 hms3, por lo que el volumen util es de 3000 hms3, con profundidades méaximas
que varian entre los 35 y 40 metros [2]. La existencia del Dique Casa de Piedra

permitidé minimizar los impactos generados por las recientes crisis hidricas.

Valle Bonaerense del rio Colorado

El VBRC se ubica al sur de la provincia de Buenos Aires y se ha desarrollado
como una importante zona de riego para la produccion agropecuaria y presenta
un mayor desarrollo respecto al centro oeste de la region. Se extiende desde el
Meridiano V, limite oeste de la Provincia de Buenos Aires, hasta el litoral
maritimo del Océano Atlantico al este. Comprende las ciudades de Pedro Luro,
Hilario Ascasubi, Villalonga y Mayor Buratovich, sobre las margenes izquierda y
derecha, respectivamente, del rio Colorado, abarcando una superficie de 535000
ha, de las cuales 137145 ha se utilizan con riego (Figura 7) [10,11].

La region presenta un régimen semiarido templado, con precipitaciones que
apenas superan los 500 mm anuales. Estas se caracterizan por su irregularidad,
tanto en los milimetrajes acumulados anualmente como en su distribucion. Sus
suelos son predominantemente arenosos, lo cual permite el adecuado
crecimiento de una amplia variedad de cultivos entre los que se incluyen
pasturas, cereales y horticolas. La produccion agricola tiene un alto impacto
econdémico sobre la region de VBRC, siendo la cebolla (Allium cepa), la alfalfa
(Medicago sativa) y el maiz (Zea mays) los cultivos principales. El cultivo de
cebolla es el que mayor aporte econdmico tiene sobre la region y representa el

80% de las exportaciones del producto en el pais. La zona ha experimentado un
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fuerte crecimiento poblacional debido a la permanente migracion asociada a la
produccion de este producto [2].

La gran mayoria de los cultivos del VBRC requieren de aportes de agua de riego
para completar su ciclo, que se realiza principalmente por gravedad. A mediados
de 1982 se construye e instala en el ingreso al VBRC, una estacion denominada
Paso Alsina, por la corporacion de regantes del valle inferior del rio Colorado.
Los objetivos de su construccion fueron: (1) regular los caudales de la cuenca
baja, ajustados a las demandas del sistema de riego, sin pérdidas de agua al
mar; (2) mejorar el desempefio del Dique Casa de Piedra en las variaciones de
las erogaciones de agua; (3) limitar el agua que se desaprovecha y derrama al
mar, ya sea por el rio o por el sistema de drenaje. La localizacion de la estacion,
relativamente cercana a la desembocadura en el mar, permite obtener un
diagnéstico hidrologico final del rio en funcién del camino recorrido a lo largo de
toda su cuenca [12].

En el VBRC el sistema de concesion de agua de riego es administrado por la
Corporacién de Fomento del Valle Bonaerense del rio Colorado (CORFO). Sus
aguas, a partir de la estacion Paso Alsina, son derivadas al area de riego de
CORFO por un sistema de tres tomas ubicadas a ambas margenes del rio, que
abastece cinco canales de riego principales. A partir de las tomas se suministra
el agua para las zonas de siembra de las localidades pertenecientes a los
partidos de Villarino (305344 ha) y Patagones (211297 ha). El suministro se
realiza por medio de canales primarios y secundarios, recorriendo el total de las
hectareas comprendidas a lo largo de ambos partidos, atravesando la provincia

hasta llegar al Océano Atlantico.
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Figura 7: Valle Bonaerense del rio Colorado. Ubicacion geografica. Fuente
CORFO rio Colorado.

Teniendo en cuenta la importancia de promover el desarrollo de la investigacion
y realizacion de estudios tendientes a mejorar la eficiencia del aprovechamiento
del agua de riego y preservacion del recurso hidrico del VBRC, se establecio un
convenio de colaboracion y asistencia. Es por ello que desde agosto del afio
2015 el grupo de investigacion de quimica ambiental de la Universidad Nacional
del Sur (UNS) conjuntamente con el Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria de la Nacion (INTA Hilario Ascasubi), la Comision de
Investigaciones Cientificas de la provincia de Buenos Aires (CIC) y la
Corporacion de Fomento del Valle Bonaerense del Rio Colorado (CORFO)

conformaron un convenio Marco.
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CAPITULO 1

Valle Bonaerense del rio
Colorado. Estudio hidroquimico
en estacion Paso Alsina

LICENCIADO EN QUIMICA FEDERICO DANILO VALLESE

Universidad Nacional del Sur




1.1  Introduccion

1.1.1 Aspectos generales

La calidad como la cantidad de agua proveniente del rio que ingresa al VBRC,
tienen un impacto significativo sobre las actividades econdmicas y sociales de la
region. La importancia de este recurso es determinante, en términos del rinde y
valor agregado obtenido sobre la produccion agropecuaria. Esto finalmente se
ve reflejado en los valores comercializados, generando asi, un aporte
fundamental al Producto Bruto Interno (PBI) regional. Ademas, la produccion
agropecuaria de esta region tiene por destino la exportacién y de este modo
ingresan divisas al pais [1].

La calidad del agua de una cuenca hidrogréfica podria verse afectada por
factores naturales y/o antropogénicos, directos como descargas de
contaminantes, o indirectos como precipitaciones, cambio climatico, etc [2,3]. Es
por ello que en este capitulo el estudio hidroquimico realizado en el VBRC segun
el convenio Marco, (CIC, CORFO, UNS, INTA) tiene como objetivo la
determinacién de la naturaleza quimica de las aguas de la zona de la estacion
Paso Alsina y la correlacion entre la composicion quimica y los ambientes
hidrogeologicos. Para ello, se emplearon indices de calidad a partir de las
determinaciones fisicoquimicas, hidrosalinas y materia organica. Para una
correcta interpretacion de los datos obtenidos, los resultados de los analisis se
manejaron estadisticamente, teniendo en cuenta la correlacion de iones y los
factores que gobiernan el comportamiento de los componentes del agua en el
rio. El uso de gréficos ayuda a demostrar las relaciones fisicas y quimicas en el
agua, las fuentes probables de perturbacion y establecer adecuadamente la

evaluacioén de los recursos hidricos.

1.1.2 indice de calidad de agua para riego

El empleo de un indice de calidad del agua proporciona un niamero unico que
expresa la calidad general del agua en un lugar y momento determinado en
funcién de los pardmetros intervinientes [4,5]. El objetivo del indice es convertir
datos complejos en informacion que sea comprensible y utilizable por el publico
[6,7]. Para simplificar la interpretacion de los datos registrados, los mismos se
han adoptado para evaluar la calidad de un curso de agua a traves de los afios.
En términos simples, el indice de Calidad del Agua de Riego (IWQI) es un
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método especifico utilizado principalmente para la evaluacion de la calidad del
agua con fines agricolas, que expresa la calidad del recurso hidrico mediante la
integracion de las mediciones de determinados parametros de calidad del agua.
Hasta la fecha, no se han desarrollado trabajos sobre IWQI que relacionen los
cultivos con la calidad del agua para irrigacion en el VBRC [8,9].

1.1.3 Materia organica disuelta en aguas naturales

Un problema serio que enfrentamos en nuestros dias es la contaminacion de los
recursos del suelo, agua superficial y agua subterranea. Su impacto ambiental
es evaluado comunmente con base en las concentraciones de los agentes
contaminantes presentes. Un parametro a evaluar para establecer la calidad de
estos recursos es la materia organica [10].

La materia orgénica disuelta (MOD) es experimentalmente definida como las
sustancias de origen natural o antropogénico que atraviesan un filtro con un
tamafio de poro menor a 0,2 - 0,7 um de diametro. En ecosistemas acuaticos,
consiste en una mezcla de productos de sintesis, degradacion y re-sintesis
procedente de procesos bibticos y abidticos [11,12]. La misma se caracteriza por
ser una mezcla heterogénea compleja de compuestos organicos de alto peso
molecular que varian en términos de solubilidad, estructura, biodisponibilidad,
funcion ecoldgica y sus propiedades 6pticas [13]. La proporcion dominante de
MOD de origen natural comprende sustancias humicas, clasificadas como acidos
hamicos y fulvicos. En aguas naturales la MOD se clasifica cominmente en
referencia a su origen, que puede ser de fuentes terrestres externas (aléctonas)
o de procesos biolégicos que ocurren dentro del ambiente acuético (autéctonas).
Esta ultima se deriva principalmente de algas y macréfitas, aunque puede
originarse de otras fuentes [14]. Consiste principalmente en compuestos de
menor peso molecular y puede incluir proteinas, aminoacidos, carbohidratos y
acidos organicos. Por el contrario, la MOD de origen aloctono se deriva de la
erosion de suelos organicos/turba y la degradacion del material vegetal que se
incorpora a la escorrentia [15]. Es una combinacién de sustancias humicas,
caracterizandose por poseer una variedad de grupos funcionales, como grupos
aromaticos, alifaticos y carboxilicos. Por lo tanto, la determinacion de las fuentes
y el estado diagenético de la MOD es una tarea compleja. Sin embargo, su

caracterizacion y su grado de disponibilidad biolégica se puede abordar
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mediante métodos Opticos sensibles e informativos como la espectrometria de
fluorescencia molecular.

La biodisponibilidad de la MOD se describe comunmente como "labil" o
“recalcitrante” en términos de su disponibilidad para la degradacion biologica. Se
cree que la MOD labil constituye sélo una proporcion menor (10-40%) de MOD,
y esta facilmente disponible para la descomposicion microbiana, proporcionando
energia para el metabolismo microbiano [16]. La proporcion restante de MOD se
considera recalcitrante y es, en su mayoria, resistente a la degradacion biologica.
La biodisponibilidad de MOD esta determinada por una combinacion de factores
intrinsecos (fuente, peso molecular y aromaticidad) y extrinsecos (disponibilidad
de temperatura, nutrientes y oxigeno, estrés hidrico y exposicion a la luz) [17,
18]. Con respecto a la fuente, la MOD aléctona se considera generalmente como
la fuente principal del grupo MOD recalcitrante, mientras que la MOD aut6ctona
es mas labil.

Una fraccién de la MOD es fluorescente (MODF). Las diferencias entre los
espectros de absorcion y los espectros de excitacibn—emision (EEM) en aguas
naturales indican que no toda la MOD que absorbe en el UV-Vis es fluorescente.
Los componentes organicos fluorescentes mas estudiados de aguas naturales
incluyen sustancias humicas, derivados de la descomposicion del material
vegetal mediante procesos bioldgicos y quimicos en los ambientes terrestres y
los aminoacidos en las proteinas y péptidos. Su abundancia y distribucién es
controlada por la produccion in situ, el bleaching fotoquimico, el ingreso terrestre,

y la circulacion de la masa de agua [19-21].

1.1.4 Calculo de indices

A partir de la propiedad de fluorescencia de ciertos componentes de la MOD, es
posible la caracterizacion de un sistema acuatico en funcion de indices obtenidos
a partir de la relacion de sefiales de fluorescencia.

El indice de Fluorescencia (FI) provee informacion relativa al origen
(microbiologico o material terrestre) o de su grado de degradacion porque refleja
la contribucién relativa de MOD aromatica [22]. El FI se obtiene excitando la
muestra a 370 nm y a partir del espectro de emisién se calcula la razén entre la
intensidad de fluorescencia a 450 nm y 500 nm. El FI interpreta el

desplazamiento del maximo del pico de emision de los acidos fulvicos hacia
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longitudes de onda mayores si su procedencia es terrestre, lo que se
corresponde con el grado de aromaticidad. Este desplazamiento genera FI
menores en MOD dominadas por materiales de origen terrestre y aumentos en
el indice por predominancia de derivados microbianos. El Fl es un indice robusto
para identificar la fuente de los &cidos falvicos (microbiano vs terrestre)
independientemente del instrumento empleado y la aplicacion de factores de
correccion, resulta siempre mayor a 1,4 para fuentes microbianas y menor a 1,4
para derivados terrestres [23,24].

El indice de Humificacion (HIX) fue propuesto por Zsolnay y col. en 1999 [25]. El
HIX es obtenido como la relacién de areas de dos zonas del espectro de emision
al excitar a 254 nm. Las areas son calculadas entre las longitudes de onda de
emision de 300 nm y 345 nm (L) y entre 435 nm y 480 nm (H). Cuando el grado
de aromaticidad aumenta, el espectro de emision se desplaza y la razon H/L y
por ende el HIX aumenta. El indice ha sido aplicado a una variedad de muestras
acuaticas. Valores entre 10 y 16 corresponden a muestras con MOD fuertemente
humificada de origen terrestre, mientras que valores < 4 son asociados con MOD
autéctona [26].

indice de Actividad Biolégica (BIX): El BIX se basa en la contribucion del
fluoréforo beta o pico M y se calcula dividiendo la intensidad de fluorescencia
emitida a 380nm (méaxima emisiéon de M o ) por la intensidad de fluorescencia
emitida a 430nm (maximo de emision de la banda caracteristica de material
hamico o a) cuando la muestra es excitada a 310nm. El BIX constituye una
estimacion de la contribucion de MOD producida recientemente () respecto de
MOD mas degradada (a). Valores mayores a 1 se corresponden con el
predominio de MOD de origen autoctono y la presencia de materia organica
recientemente liberada en el agua, mientras que una baja produccion de MOD
presenta valores de 0,6 — 0,7 [24,27,28].
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

El objetivo de este capitulo es realizar una caracterizacion y evaluacion
hidroguimica del rio Colorado en la zona del Valle Bonaerense del rio Colorado
(VBRC).

El presente trabajo se encuadra en un convenio marco de caracter
interdisciplinario, enfocado a promover el desarrollo de la investigacion y llevar a
cabo estudios tendientes a mejorar la eficiencia del aprovechamiento del agua y

preservacion del recurso hidrico del VBRC.

1.2.2 Objetivo especifico

Los objetivos especificos comprenden las siguientes etapas: plan de muestreo
en la estacion Paso Alsina, y determinaciones fisicoquimicas, hidrosalinas y de
materia orgénica en las muestras de agua del rio. En base a los resultados
obtenidos se pretende realizar una evaluacion estadistica hidrologica temporal
que permita establecer las caracteristicas actuales del sistema para las

actividades productivas regionales.
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1.3 Materiales y métodos

1.3.1 Area de estudio

La estacion Paso Alsina se encuentra ubicada en la provincia de Buenos Aires,
a unos 75 km hacia el oeste de la localidad de Pedro Luro, siendo la ultima
estacion de aforo instalada sobre la cuenca (39°22°02,60” S 63°14'16,26” O)
(Figura 1.1). Es un lugar estratégico que representa el ingreso del agua del rio al
VBRC, para su uso como diversas fuentes (consumo humano, bebida de ganado

y principalmente riego).
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Figura 1.1: Ubicacién de la estacion Paso Alsina, en el ingreso al VBRC.

1.3.2 Toma de muestras

El plan de muestreo se establecid con el fin de contar con la informacién y
variabilidad necesaria sobre la matriz a analizar. Las muestras de agua fueron
extraidas de la estacién Paso Alsina, con frecuencias mensuales entre agosto
2015 y febrero de 2021, completando asi un total de 67 campafias de muestreo.
Durante este tiempo se comprenden seis periodos de riego. Los mismos se
efectuaron de acuerdo a los lineamientos generales propuestos por el Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater [29]. Las muestras de

agua fueron envasadas por duplicado en recipientes de polietileno de 500 mL de
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capacidad. Inmediatamente después de la extraccién, se almacenaron y
preservaron bajo refrigeracion a temperatura menor a 4°C.

La toma de muestras de agua superficial se realizd en la zona central del rio y
en direccion opuesta al flujo del recurso hidrico.

Las actividades de las campafias de muestreo y medicion de caudal se
coordinaron y realizaron en forma conjunta con personal de CORFO rio

Colorado, Pedro Luro que aportaron el transporte y personal técnico.

1.3.3 Andlisis fisicoquimicos

Los andlisis fisicoquimicos fueron llevados a cabo en el Laboratorio de Suelo y
Agua de la Estacion Experimental Agropecuaria del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) de Hilario Ascasubi. Estos se desarrollaron bajo
los protocolos consensuados por la Red de Laboratorios de Suelo, Agua y
Material Vegetal del INTA (RILSAV), basados en los propuestos por el Standard
Methods [29] (Tabla 1.1). Los pardmetros analizados incluyeron: Sélidos
Disueltos Totales (SDT), pH, Conductividad Eléctrica (CE), Calcio (Ca?),
Magnesio (Mg?*), Sodio (Na*), Potasio (K*), Carbonatos (COs?), Bicarbonatos
(HCOx3), Cloruros (CI), Sulfatos (SO4?%), Dureza Total y Relacion de Adsorcién
de Sodio (RAS).

Las mediciones relacionadas a precipitaciones y caudal se llevaron a cabo
mediante el uso de un pluviémetro estadndar y un molinete SIAP respectivamente.

El rango de temperaturas de las muestras recolectadas vario entre 8°C y 25°C.

Tabla 1.1: Técnicas y metodologias empleadas para las evaluaciones de

laboratorio.
i o N Método )
Parametro Técnica analitica [29] Instrumental y equipos
] Gravimetrics 321 LX 220A
SDT Gravimetria 2540 B
Estufa SL60S SAN-JOR
) . Medidor de pH de mesa.
pH Potenciometria 4500-H* B
Hanna HI 2221-02
) Conductimetro Altronix
CE Conductimetria 2520 B
CTXIl
Sartorius Model Biotrate 50
Ca®* Complexometria 3500-Ca B.

ml
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Sartorius Model Biotrate 50

Mg?* Complexometria 3500-Mg B. |
m
Na* Fotometria de lama  3500-Na.B. Fotémetro METROLAB 315
K* Fotometria de llama 3500-K B. Fotometro METROLAB 315
) o Sartorius Model Biotrate 50
COs* Titulaciéon acido-base 2320-B |
m
) o Sartorius Model Biotrate 50
HCOg3 Titulaciéon acido-base 2320-B |
m
Sartorius Model Biotrate 50
Cl Método de Mohr 4500-CI- B.

ml

4500-S04>  Espectrofotémetro Lambda
E 35 UV-Vis Perkin Elmer

S04% Método turbidimétrico

1.3.4 Calculo y desarrollo del IWQI

Las estimaciones del indice de calidad del agua del rio, para evaluar la idoneidad
del agua para riego (IWQI), siguen las dos etapas implementadas por Meireles y
col. [30]. La ecuacién de célculo es:

n
ol = gi.w, W
i=1

donde n es la cantidad de parametros, i es el parametro de calidad y wi es la
unidad de ponderacion estandarizada para cada parametro. Primero se analizan
los pardmetros registrados y se identifican los que méas contribuyen a la variedad
de la irrigacion utilizando herramientas como Componentes Principales (PCA) y
Analisis Factorial (FA), seleccionando los parametros: “Na*”, “CI”, “HCOs - CO3z*
", “CE” y “RAS” para la estacion de muestreo correspondiente. Luego los valores
de gi y wi son estimados para cada parametro, obteniendo el IWQI, en base al
criterio de agua para riego obtenido por el Comité de Consultores de la
Universidad de California (UCCC) y Ayers and Westcot [31].

_ [(xij - xinf) * Qiamp]

Xamp

(2)

4di = 9Qmax

donde gmax es el valor maximo de qi para cada clase; xi representa el valor
observado de cada parametro; Xinf Se refiere al valor limite inferior de la clase que

pertenece el parametro, giamp presenta la amplitud de la clase, y Xamp corresponde
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a la amplitud de la clase a la que pertenece el parametro. Se consider6 que el
limite superior era el valor mas alto determinado en el analisis de las muestras
de agua que se requiere para evaluar la xamp de la Ultima clase de cada
parametro.

De acuerdo al Comité de Consultores de la Universidad de California (UCCC) los
valores de (qgi) se estiman segun la cantidad del factor, el limite de tolerancia y
los parametros de calidad del agua de riego que se muestran en la Tabla 1.2. El
parametro de calidad del agua IWQI es un numero adimensional y cuanto mayor
sea el valor del pardmetro, mejor seré la calidad del agua.

Tabla 1.2: Valores limites de los parametros para el calculo del qi.

_ CE RAS Na* Cl- HCOs + COs*
v (@Scm?’)  (mmolLh)?  (mg L") (mg L) (mg L)
85 -100 200 £ X< 750 2<X<3 46 < X <69 35,5 <X <140 61<X<91,5
60 — 85 750 < X < 1500 3<X<6 69 <X <138 140 <X <2485 91,5 <X <2745
35-60 1500 < X < 3000 6<X<12 138<X <207 2485<X<355 2745<X<518,5
0—35 X <2000 X<2o0 X<460 X<3550 X<6lo
X=3000 X212 X =207 X = 355 X=518,5

*X= pardmetro en cada caso

El peso del pardmetro (wi) utilizado en el IWQI fue obtenido por el (PCA/FA), por
la suma de todos los factores multiplicados por la varianza explicada de cada
parametro. Finalmente, los valores de wi (Tabla 1.3) se normalizaron de manera
gue su suma sea unitaria.
_ I FiAy
Xk B FiAy

Wi 3)

Segun esta ecuacion, wi y Fj corresponden al peso relativo del parAmetro para
el indice de calidad del agua y al valor constante del componente j,
respectivamente. Aj define en qué medida el parametro i puede explicarse con
el factor j; i representa el nUmero de parametros fisicoquimicos seleccionados
que variade 1 any jes el numero de factores elegidos (varia de 1 a k). En la
Tabla 1.4 se puede observar el peso relativo de cada parametro elegido y
mediante la aplicacién de las ecuaciones se obtienen los valores de IWQI para
cada clase. También pueden observarse las principales caracteristicas de cada

una de ellas, teniendo en cuenta los riesgos de salinizacion, disminucion de la
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infiltracion y toxicidad de las plantas; ademas de indicar las causas de restriccion

al uso del agua [30].

Tabla 1.3: Peso relativo (wi) de cada parametro quimico calculado con base en

los valores estandar reportados por la Organizacion de las Naciones Unidas para

la Agricultura y la Alimentacion (FAO) [32].

Parametro FAO (1994) Pesos Relativos (wi)
Na* 920 mg L1 0,204
HCOz + COs* 640 mg L1 0,202
Cl- 1065 mg L* 0,194
RAS 15 (mmolL1)Y? 0,189
CE 3000 ps cm* 0,211
- - Twi=1

Tabla 1.4: Categorias y clasificaciones del IWQI.

Indice  Calidad del

Suelo Plantas
escala agua
El agua se puede utilizar para casi Para la mayoria
85 — 100 Sin todos los tipos de suelo. El suelo estd  de las plantas no
Restriccién expuesto a menores riesgos de hay riesgo de
problemas de salinidad/sodicidad toxicidad
Los suelos irrigados de textura ligera o
permeabilidad moderada pueden Sin riesgo de
70 — 85 Restriccion adaptarse a este rango. Para evitar la  toxicidad para la
baja sodicidad del suelo en texturas mayoria de las
pesadas, se recomienda la lixiviacion plantas
del suelo
El agua en este rango seria mejor
. g g ) Se pueden
utilizada para suelos con valores de .
o . cultivar plantas
Restriccion permeabilidad moderados a altos. Se .
55-70 . . con tolerancia
moderada recomienda encarecidamente una
L moderada a las
lixiviacion moderada de sales para
. , sales
evitar la degradacion del suelo
Esta gama de agua puede utilizarse en Plantas con
40 — 55 Restriccion suelos con alta permeabilidad sin tolerancia
alta capas compactas. Programa de riego  moderada o alta
de alta frecuencia a las sales
o Debe evitarse el uso de este rango de
Restriccion . - Plantas con alta
0-40 agua para riego en condiciones .
severa tolerancia a la sal

normales
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1.3.5 Tratamiento y conservacion de muestras para MOD

En la recoleccion y preservacion de las muestras para el analisis de MOD se
debe evitar la contaminacion y separar el material particulado de la muestra, es
decir separar la MOD de la Materia Organica Particulada (MOP). Para mantener
la representatividad y agilizar la obtencion de la fraccion disuelta (MOD) de las
muestras originales colectadas, se procedio a realizar la etapa de filtracion en
instalaciones del Centro de Capacitacion de CORFO y/o en la Estacion
Experimental Agropecuaria del INTA, ambas cercanas a la zona de muestreo.
Las muestras originales fueron filtradas a través de filtros de fibra de vidrio 0,7
pm de tamafio de poro GF/F (precalcinados por 4 h a 450 °C) y almacenadas en
viales de vidrio precalcinados. Posteriormente, las muestras fueron refrigeradas
a —20 °C en freezer hasta la etapa de la obtencion de los registros

espectrofotométricos empleando la técnica de fluorescencia molecular.

1.3.6 Determinacion de los indices relacionados con la materia organica disuelta
fluorescente (MODF)

Para la caracterizacion de la MODF se procedié a obtener los espectros de
fluorescencia molecular de las muestras en Laboratorio Instrumental de Uso
Compartido del Departamento de Quimica, y a partir de los espectros obtenidos
se calcularon las relaciones que corresponde para cada uno de los indices (HIX,
BIX, FI). Los espectros de fluorescencia se obtuvieron a temperatura ambiente
utilizando un espectrofluorimetro SHIMADZU RF-5301 PC, no siendo necesaria
la dilucion de las muestras. Para la expresién de las sefiales en Unidades
Equivalente de Sulfato de Quinina (USQ) se emple6 una disolucion estandar de
sulfato de quinina dihidratado (SIGMA) preparada en acido sulfurico 0,05 M
(equivalencia 1 USQ = 1ug L), excitando a 350 nm y con una longitud de onda
de emisién de 450nm. La dispersidbn Raman fue corregida por sustraccion del
espectro de agua ultrapura en las mismas condiciones y para cada espectro [33].
Las matrices de 16 x 341 fueron generadas a partir de los espectros de emision
obtenidos variando el monocromador de excitacion entre 220 nm y 370 nm cada
10 nm registrando los espectros de emision entre 260 nm hasta 600 nm cada 1
nm. Para la obtencién de los indices, los espectros MODF fueron procesados y
graficados con Matlab® 20102,
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1.4 Resultados y discusién

1.4.1 Relacién entre caudal, conductividad eléctrica y precipitaciones

Los parametros de calidad del agua suelen variar estacionalmente, en gran parte
en respuesta a las fluctuaciones del caudal [34]. Histéricamente, el caudal de
agua que ingresa a la provincia de Buenos Aires se monitorea en la estacion
Paso Alsina. Dicho caudal permiti6 regar cerca de 140000 ha, sin embargo,
desde hace aproximadamente una década, el nivel de agua en el Dique Casa de
Piedra se redujo debido al descenso de las precipitaciones niveas en la
cordillera, posiblemente por efecto del cambio climatico [35,36]. En la actualidad
durante la campafa 2019/2020 la superficie irrigada descendié a 81400 ha, unas
27278 ha menos que para la campafa 2018/2019 (108678 ha) como
consecuencia de la crisis hidrica y la sucesiva migracion de los productores hacia
otras zonas, en busca de condiciones més favorables para su produccion.

A partir de 1992 la cuenca del rio Colorado comenz6 a ser regulada por el Dique
Casa de Piedra, administrado por COIRCO, y desde entonces, el promedio de
caudal de la estacion Paso Alsina (1992-2014) alcanzé los 105 m3 s, mientras
que el obtenido durante los Ultimos 5 afios (2015-2021) apenas super6 los 53 m®
s1. Esta reduccién del caudal ha incidido en el aumento de la salinidad del agua,
lo cual hace peligrar la sustentabilidad del sistema de riego. Un uso de agua de
riego de baja calidad, puede desencadenar procesos de degradacion
fisicoquimica del suelo y/o pérdida de rendimiento de los cultivos [37].

La Figura 1.2 presenta el hidrograma correspondiente al periodo de estudio en
la estacion Paso Alsina. En él se observa una relacion inversamente proporcional
entre la CE y el caudal. Los menores valores de CE se presentan durante el
verano, coincidentes con los valores de mayor caudal, y la mayor demanda de
riego. En general, la mayor cantidad de precipitaciones se registra en primavera-
verano, siendo los niveles acumulados fluctuantes para cada afio (740 mm en
2015, 523 mm en 2016, 610 mm en 2017, 534 mm en 2018, 344 mm en 2019,
365 mm para 2020 y 37 mm para los dos primeros meses de 2021), segun datos
provistos por INTA Hilario Ascasubi.
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Figura 1.2: Hidrograma correspondiente a la estacion Paso Alsina.

El régimen estacional del caudal se debe a la regulacion que cumple el Dique
Casa de Piedra aguas arriba. Las maximas crecientes se presentan en la época
estival, momento de mayor requerimiento hidrico de los cultivos de la region,
exponiendo en promedio 56,71 m?® s durante el periodo de estudio. Cabe
mencionar que la cantidad de agua que circula por unidad de tiempo en el
sistema, tuvo una reduccion mayor al 45% durante este periodo (2015-2021) en
relacion a los valores histéricos (1994-2021). Ademas, se debe considerar que
el caudal erogado en el Dique Casa de Piedra, se encuentra sujeto a las
precipitaciones que se generan sobre el VBRC, evaluando la posibilidad de
disminuir los caudales con el objetivo de maximizar las reservas de agua en el
Dique.

Es importante sefialar que la cuenca del rio Colorado sufre una de las peores
sequias que se hayan registrado en los ultimos cien afios. Todo el sistema de
riego del VBRC se encuentra, hace al menos diez afos, con restriccion en la
entrega de agua. Estas medidas de contencion, han permitido continuar con la
produccion bajo riego y a la vez almacenar agua en el Dique Casa de Piedra, y

con ello dar previsibilidad en las siguientes camparias [38].

1.4.2 Estudio hidrosalino

1.4.2.1 Composicion de aniones y cationes

Los valores obtenidos para cada uno de los parametros evaluados en la estaciéon
Paso Alsina, permiten caracterizar el agua que ingresa a la provincia de Buenos

Aires a través del rio Colorado, como asi también clasificarla de acuerdo a los
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diferentes usos. El resumen estadistico de los resultados de los iones
mayoritarios, Dureza Total, CE, pH, SDT y RAS en las muestras de agua
recolectadas se indica en la Tabla 1.5. En ella podemos apreciar un orden
cuantitativo de los cationes: Na* + K* > Ca?* > Mg?*. En cuanto a los aniones, a
partir de septiembre del 2017 el orden determinado fue SO4? > CI- > HCO3™ +
COs3?. Anteriormente la concentracion de iones Cl- era mayor con respecto a los
SO42. El pardmetro que presenta mayor dispersion son los sulfatos (83 a 455 mg
L1).

Con respecto a los valores de pH medidos en el rio durante el periodo de estudio,
se encuentran dentro del ambito descripto en bibliografia para aguas naturales,
entre 7,70 y 8,60 [39]. Esto coincide con el rango normal de pH considerado en
la zona radicular para la mayoria de las plantas [32].

La CE mostré valores minimos de 870 uS cm™ y maximos de 1940 uS cm™. La
tendencia observada muestra un aumento de CE durante el periodo de corte del
agua (otofio-invierno) y una disminucién en la temporada de riego (primavera-

estival) obteniendo finalmente un valor medio de 1454 puS cm™.

Tabla 1.5: Valores estadisticos para los parametros cuantificados en la estacion

Paso Alsina.
] _ _ _ _ Desvio
Parametros  Unidades Min Max Mediana Media )
estandar
Na* mg L* 119 227 158 164 28,2
K* mg L 3 6 4 4 0,6
Ca?* mg L? 73 174 134 135 19,4
Mg?* mg L? 3 42 19 20 7,5
Cl- mg L 171 400 238 248 47,7
COs> + HCOs mg L+ 91 161 121 121 15,0
S04 mg L 83 455 312 293 83,2
Dureza total mg L? 330 517 418 419 45,6
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CE us cm? 870 1940 1400 1454 239,6

pH - 7,70 8,60 8,20 8,20 0,2
SDT mg L 600 1300 1000 983 166,3
RAS (mmolLY)Y2 25 4,7 3,4 3,5 0,5

1.4.2.2 Diagramas de Schoeller-Barkalof y Piper

Para la caracterizacion y clasificacion hidroquimica de las aguas se emplean sus
contenidos de aniones Yy cationes los cuales son representados
fundamentalmente en dos tipos de graficos, los denominados diagramas de
Schoeller-Barkalof y de Piper, los mismos obtenidos por el software Qualigraf
2017.

Para el diagrama de Schoeller-Barkalof se emplea una escala semilogaritmica
para representar las concentraciones de iones en (meq L), con la ventaja de
que se pueden visualizar todas las muestras (67 campafas). En el grafico de la
Figura 1.3 se observa que los valores obtenidos para los iones presentan una
tendencia practicamente constante en cuanto a su composicion. A la vez se
comprueba que los cationes Na* + K*y Ca?* por un lado, y los aniones CI'y SO4*
por el otro, son los mayoritarios. Los valores maximos se encuentran asociados
a meses en los cuales no se riega.

El diagrama de Piper aporta graficamente informacion quimica del contenido
i6nico del agua analizada. El mismo indica, como podemos ver en la Figura 1.4,
que las aguas que ingresan al VBRC se clasifican mayoritariamente dentro de la
familia sulfatada y/o clorurada calcica o magnésica. Es importante destacar que
seis muestras se situaron en la categoria de “sulfatada y/o clorurada sédica”,

aungue las mismas resultaron en periodos donde no se efectud riego.
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Figura 1.3: Diagrama de Schoeller-Barkalof, estacién Paso Alsina.
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Figura 1.4: Diagrama de Piper para la estacion Paso Alsina.
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1.4.2.3 Clasificacion segun sdlidos disueltos totales

La salinidad total de las aguas superficiales se debe principalmente a los
procesos de meteorizacion de rocas de la cuenca de drenaje, a la precipitacion
atmosférica y al equilibrio precipitacién-evaporacion. La meteorizacion se
produce mayormente como consecuencia de procesos de disolucion, hidrolisis,
oxido-reduccién y formacion de complejos con sustancias inorgéanicas u
organicas.

Segun la Comisién Nacional de Medio Ambiente (CONAMA) [40] a través de su
resolucién 357/2005, establece una clasificacion para el agua segun el contenido
de sélidos disueltos totales (SDT) en tres tipos: agua dulce (<500 mg L), agua
salobre (501-1500 mg L) y agua salada (>1500 mg L1). En el caso de las aguas
de la estacién Paso Alsina, el 100% de las muestras fueron catalogadas como
agua salobre, debido a que la concentracibn de SDT en estas aguas se
encuentra comprendida entre 600 y 1300 mg L.

1.4.2.4 Relacién entre conductividad eléctrica y RAS

El nomograma de Riverside, sistema propuesto por el Laboratorio de Salinidad
del USDA [41], subordina las aguas de acuerdo al riesgo para la salinizacion o
alcalizacion del suelo. Bajo esta clasificacion (Figura 1.5), el agua que ingresa al
VBRC en la estacién Paso Alsina pertenece a la clase C3 S1, es decir, “agua de
salinidad alta que puede utilizarse para el riego en suelos con buen drenaje,
empleando volumenes de agua en exceso para lavar el suelo y utilizando cultivos
tolerantes a la salinidad” y “agua con bajo contenido en sodio, apta para el riego
en la mayoria de los casos, pero que pueden presentar problemas con cultivos
muy sensibles al sodio”.

En el nomograma de la Figura 1.5 se pueden apreciar seis categorias de CE
(riesgo de salinizacion) y cuatro de RAS (riesgo por sodio), lo que da lugar a un
total de veinticuatro categorias de calidad de aguas. Solo en una de las 67
campafas (julio 2019) el riesgo por sodio cambia a la categoria S2, “aguas
moderadamente sddicas, presentan un peligro de sodio para suelos de textura
fina y fuerte capacidad de intercambio cationico. Pueden utilizarse en suelos de
textura gruesa o ricos en materia organica, con buena permeabilidad”. El valor

obtenido para el RAS en el mencionado mes, es coincidente con el valor maximo
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(4,7) pero el mismo, no tendria influencia negativa sobre los suelos o cultivos

debido a que se traté de un mes en el cual no se riega.
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Figura 1.5: Nomograma de Riverside para las muestras de la estacion Paso
Alsina

1.4.3 IWQI indice de calidad de agua para riego

En la Figura 1.6 observamos los resultados del IWQI para la estacion Paso
Alsina. Se encontr6 que el 88% de las muestras analizadas fueron clasificadas
como agua “sin restricciones de uso”, es decir que el agua se puede utilizar para
casi todos los tipos de suelo y que no existiria riesgo de toxicidad en la mayoria
de las plantas y cultivos. El 12% restante se las clasific6 como agua con “baja
restriccion de uso”, por lo que tampoco existiria riesgo de toxicidad en la mayoria
de las plantas y cultivos, pero se recomendaria su uso en suelos de textura ligera
o permeabilidad moderada. Dentro de este grupo, el 87% de las muestras (7) no
tendrian efectos negativos sobre los cultivos por hallarse en meses en los cuales
no se realizan erogaciones de agua y el 13% (1) restante (noviembre 2020), se

efectlia en meses de riego de cultivos.
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Figura 1.6: Resultados del IWQI para las muestras de la estaciéon Paso Alsina.

1.4.4 Influencia del agua sobre los principales cultivos del VBRC

La calidad del agua para riego disponible para los agricultores en la cuenca, tiene
un impacto importante en el rendimiento potencial de los principales cultivos que
se desarrollan en el VBRC. Los cultivos bajo riego presentan diferentes niveles
de sensibilidad a la salinidad, definiendo Ayers & Westcot [31] el concepto de
tolerancia relativa para comparar y seleccionar cultivos, estableciendo un limite
de tolerancia de CE para que comience a haber pérdidas en el rendimiento de
los diferentes cultivos; ademas de instaurar directrices que permiten clasificar en
categorias de acuerdo a su grado de restriccion de uso y en relacidén a ciertos
problemas potenciales. Por ello, es importante resaltar que las plantas no
responden a la salinidad de manera similar. Si contemplamos la Figura 1.7, se
puede inferir un orden de tolerancia a partir del cual se restringe el rendimiento
potencial de los principales cultivos desarrollados en el VBRC (pasturas >
cereales > hortalizas).

Para aquellos cultivos que presentan mayores umbrales de tolerancia (cebada,
agropiro, sorgo, trigo, zapallo, festuca alta), cuando el suelo no presente
problemas de salinizacién de base, el agua de riego de la estacion Paso Alsina
no seria una limitante. En cambio, para ciertos cultivos producidos a gran escala
en el VBRC (alfalfa, maiz, papa, cebolla y zanahoria), el agua de la estacion
Paso Alsina, presenta altos valores de CE, lo que conllevaria a importantes

pérdidas de rendimiento en ese tipo de cultivos.
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Figura 1.7: Valor umbral de salinidad para cultivos producidos en el VBRC en
relacion a la CE medida durante el periodo de estudio, en la estacion Paso

Alsina.

1.4.5 Estudio de los indices de MODF

Para caracterizar el origen y grado de transformacion de la materia organica
disuelta mediante sus propiedades fluorescentes se calcularon los indices Fl,
BIX y HIX. Para esta caracterizacion se utilizaron Unicamente un total de 34
campafas de muestreo mensuales que abarcan desde agosto de 2015 hasta
mayo de 2018.

En la Tabla 1.6 se muestran los valores mensuales obtenidos de los indices en

la estacion Paso Alsina, a lo largo del tiempo de estudio.

Tabla 1.6: indices para caracterizacion de MODF en la estacion Paso Alsina.

Campanfa Afo Paso Alsina
FI BIX  HIX
Agosto 2015 168 100 0,58
Septiembre 2015 2,17 1,04 0,46
Octubre 2015 1,83 0,86 2,15
Noviembre 2015 1,76 0,82 1,04
Diciembre 2015 1,73 0,99 0,82
Enero 2016 1,71 1,14 1,43
Febrero 2016 1,70 1,10 0,78
Marzo 2016 1,70 1,08 0,62
Abril 2016 1,73 091 0,67

O [0 N[OOI |W (N[
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10 Mayo 2016 1,68 0,86 2,39

11 Junio 2016 165 1,16 1,79
12 Julio 2016 1,72 1,34 0,84
13 Agosto 2016 1,69 0,81 0,95
14 Septiembre 2016 1,69 0,84 1,79
15 Octubre 2016 1,81 0,80 0,93
16 Noviembre 2016 1,72 0,77 0,85
17 Diciembre 2016 1,68 0,75 2,93
18 Enero 2017 1,75 0,83 1,20
19 Febrero 2017 1,61 0,77 0,71
20 Marzo 2017 1,75 0,71 2,58
21 Abril 2017 1,75 0,73 2,39
22 Mayo 2017 1,65 0,77 1,94
23 Junio 2017 1,75 0,78 1,29
24 Julio 2017 1,74 0,80 1,76
25 Agosto 2017 1,76 0,78 2,24
26 Septiembre 2017 1,76 1,02 1,80
27 Octubre 2017 1,76 0,88 0,91
28 Noviembre 2017 1,80 0,86 1,23
29 Diciembre 2017 1,90 1,12 1,82
30 Enero 2018 1,64 1,18 1,65
31 Febrero 2018 1,79 1,05 0,85
32 Marzo 2017 1,42 0,93 1,80
33 Abril 2018 1,79 1,27 0,57
34 Mayo 2018 1,73 1,26 0,83

En la Figura 1.8, se puede apreciar un gréafico de cajas obtenido a través de los
indices. En él, observamos que el FI presenta un rango de variacion entre 1,42
y 2,17. Los valores obtenidos de Fl son superiores a 1,40 por lo que la fuente de
acidos falvicos presenta una composicion predominante de derivados
microbianos. En el grafico también podemos ver que en teoria existirian 3 valores
anOmalos para este indice, ya que presentan resultados bastante discrepantes
con respecto al promedio. Estos valores se obtuvieron en los meses de marzo
de 2018 por debajo y septiembre de 2015 y diciembre de 2017 por encima.

En cuanto a la distribucion de los valores de BIX, estos tienen un rango de
variacion entre 0,71 y 1,34. Por un lado tenemos periodos de alta actividad
bioldgica, con valores mayores a 1,0, correspondientes a predominio de materia
organica autdctona recientemente producida. Pero por otra parte la mayor
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cantidad de muestras presentan valores inferiores a 1,0 ddndonos una idea de
la presencia de MOD mas degradada.

El HIX presenta una variacion entre 0,46 y 2,93. Estos valores obtenidos,
corresponden mayormente a compuestos de bajo grado de humificacion,
considerandose caracteristicos de MOD de origen autéctono, producida dentro
del mismo sistema acuético.

Por otra parte, en la Figura 1.9, se puede apreciar la distribucion de los valores
de los diferentes indices en funcion de cada mes del afio.

Para el indice FI (Figura 1.9A), los meses de marzo y septiembre son los que
presentan una mayor dispersion de los datos. Esto se podria deber a que justo
en esos meses se realiza la apertura y cierre de compuertas en el Dique Casa
de Piedra, y los valores de caudal del agua cambian de manera importante.

En la Figura 1.9B vemos que para los meses de mitad del afio entre otofo e
invierno es donde se produce la mayor cantidad de MOD proveniente de la
actividad biolégica y también puede estar relacionado con el bajo caudal que
presenta la estacion Paso Alsina por esos meses. Por otro lado, en la Figura
1.9C, observamos que el grado de humificaciébn de las muestras parece ser
impredecible en su variacion anual observandose una mayor dispersion en los
meses de marzo, abril y diciembre. Siendo este ultimo, el mes en el cual se
obtienen los valores mas altos del HIX, quizds debido a algun posible aporte

terrestre.
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Figura 1.8: Grafico de cajas para los tres indices obtenidos en la estacion Paso

Alsina.
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1.5 Conclusiones

En este capitulo se desarroll6 un estudio hidroquimico para evaluar la calidad
del agua de la cuenca del VBRC.

Segun el analisis cualitativo y cuantitativo realizado en la cuenca se obtuvieron
los siguientes resultados:

Los valores obtenidos para los iones presentan una tendencia practicamente
constante en cuanto a su composicion, siendo los cationes mayoritarios calcio y
sodio, y los aniones, sulfatos y cloruros.

De acuerdo al diagrama de Piper las aguas se categorizan mayoritariamente
dentro de la familia sulfatada y/o clorurada calcica o magnésica.

Segun la Comisién Nacional del Medio Ambiente las muestras analizadas fueron
catalogadas como agua salobre.

Conforme al nomograma de Riverside el agua de esta zona puede utilizarse para
el riego en suelos con buen drenaje, como los que presenta la regién, y en
cultivos con tolerancia a la salinidad.

En cuanto a la clasificacion segun el IWQI fueron clasificadas como agua sin
restricciones de uso.

Por otro lado, segun Ayers & Westcot, se establecié que el agua de la estacion
Paso Alsina afectaria de manera importante a la produccion de ciertos cultivos.
Los indices obtenidos a partir de los espectros de fluorescencia de la materia
organica disuelta, indican que la estacion Paso Alsina es un sitio de actividad
biolégica elevada, con material de bajo grado de humificacion procedente de
reprocesamiento microbiano autéctono.

Cabe de destacar que debido a la escasez hidrica es necesario continuar
monitoreando su aptitud, a fin de analizar tendencias y predecir limitantes de uso,
abogando por la salud de los suelos, la economia del sector y la sustentabilidad

agroalimentaria.
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2.1 Introduccién

2.1.1 El arsénico

El arsénico pertenece al grupo de los metaloides y aparece naturalmente en la
atmosfera, en rocas y/o suelos, en la hidrosfera y la biosfera. Es movilizado al
medio ambiente a través de una combinacién de procesos que incluyen tanto
procesos naturales (meteorizacién, actividad biol6gica, emisiones volcénicas),
asi como procesos antropogeénicos (actividad minera, empleo de combustibles
fosiles, pesticidas). Generalmente estd presente en aguas naturales como
oxoanion en sus dos estados de oxidacion, arsenito (As(lll)) y arseniato (As(V)).
El estado de oxidacibn y su movilidad en las esferas ambientales estan
controlados fundamentalmente por las condiciones redox y el pH. El fenbmeno
de la existencia de contenidos altos de arsénico de origen natural en las aguas
esta controlado principalmente por los siguientes factores: la fuente primaria
(geosfera y atmésfera), los procesos de movilizacién/retencién entre la fase
sélida y la fase liquida, y su transporte en el ambiente [1].

Los dos procesos geoquimicos que controlan la movilizacidon de arsénico al agua
son: reacciones de adsorcion-desorcidon y coprecipitacion-codisolucion. En
ambientes naturales el arsenito y el arseniato pueden ser adsorbidos por una
amplia variedad de compuestos como son Oxidos de hierro, manganeso y
aluminio, arcillas y materia organica. La desorcion del arsénico adsorbido en la
fase soélida esta condicionada por los cambios en el pH, reacciones redox y/o
desplazamientos, y los cambios en la estructura cristalina de la fase solida [1].
En aspectos generales los contenidos de arsénico en rios son relativamente
bajos, inferiores a 0,80 ug L= aunque pueden variar dependiendo de factores
como recarga (superficial y subterranea), litologia de la cuenca, drenaje de zonas
mineralizadas, clima, actividad minera y vertidos urbanos o industriales. Por
ejemplo, en areas de clima arido, el aumento de la concentracion de arsénico en
las aguas superficiales se ve favorecido por procesos de evaporacion, que
ademas provocan un aumento en la salinidad y el pH de las aguas.

Las aguas superficiales habitualmente tienen bajo contenido de arsénico. La
concentracion de As en aguas naturales, incluyendo las aguas en mar abierto,

oscila entre 1,0y 2,0 ug L [2,3].
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Otra fuente de arsénico en el medio ambiente es la actividad humana,
estimandose que cerca del 70% del flujo del arsénico a la atmdsfera tiene un
origen antropogénico [4]. Los productos generados por el hombre incluyen el
arsénico metalico, compuestos arsenicales organicos, As20s, As20s3,
(AsOa4)2Cas, (AsOa4)2Pbs, etc. Estos pasan al ambiente durante su empleo como
insecticidas o herbicidas, en diversos cultivos. También pueden emplearse como
esterilizantes de suelos, como preservantes de maderas o como antiparasitarios
en bafios para la ganaderia, entre otros [5].

En Argentina, ademas del aporte antropogénico, la presencia de arsénico esta
ligado a condiciones oxidantes en los climas aridos. El arsénico procede de la
desorcion de oOxidos e hidréxidos de hierro y manganeso en medios muy
alcalinos. También el arsénico en las aguas se origina debido a la disolucién de
vidrio volcanico. El agua en los acuiferos de la Argentina tiene condiciones
oxidantes predominantemente, la mayor parte del arsénico en el agua se
encuentra como As(V). El pH oscila entre 7,00 y 8,70, la salinidad es alta y la
concentracion de arsénico se correlaciona con los contenidos en fluoruro,
vanadio, bicarbonato, boro, y molibdeno [6,7].

En aspectos generales las mayores concentraciones de arsénico se originan en
las aguas bicarbonatadas y de baja dureza. Existe una mayor movilidad del
arseniato en aguas con altas concentraciones de bicarbonatos y pH mayores a
7,50 [5]. Por ejemplo, en la Llanura Chaco-pampeana se han detectado rangos
de concentracion de As que varian desde 1 a 5300 ug L™ [8].

El arsénico es extremadamente toéxico por bioacumulacién, incluso en
concentraciones muy bajas. La absorcién del arsénico inorganico en el
organismo depende de la via de ingreso, del tamafio de particula y del tipo de
compuesto (solubilidad). Las exposiciones de este metaloide prolongadas en el
tiempo son extremadamente nocivas para la salud humana: diversos tipos de
cancer, patologias cardiovasculares, diabetes, anemia, y alteraciones en las
funciones reproductoras, inmunoldgicas, neurolégicas y del desarrollo [1,9].
Existen mas de veinte compuestos de arsenico conocidos en medios biolégicos
[10]. Las especies inorganicas de As(lll) como el arsenito se consideran como
las mas toxicas, seguidas por las especies inorganicas de As(V) como el
arseniato y luego las formas organicas como el acido dimetilarsinico y acido

monometilarsénico [11].
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La alta toxicidad del As(lll) afecta a mas de 300 millones de personas en todo el
mundo, debido al consumo de agua potable con concentraciones elevadas de
arseénico [12-15]. En 1993, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estableci6
un limite méximo de 10 ug L en el agua potable, que fue adoptado por la Unién
Europeay la EPA de EE. UU. [8,16].

2.1.2 Métodos espectrofotométricos para la determinacion de arsénico

En base a la basqueda bibliogréfica, la mayoria de los procedimientos analiticos
basados en generacién de hidruros y diferentes técnicas espectrométricas son
adecuados para el analisis de diferentes formas del arsénico en matrices
ambientales.

Las técnicas de espectrometria atbmica son una excelente herramienta analitica
para la determinacion de los elementos traza en muestras ambientales. Sin
embargo, debido a la alta volatilidad del arsénico existe una serie de problemas
tanto instrumentales como experimentales que limitan la sensibilidad de la
determinacién en el procedimiento convencional de introduccién de la muestra.
La gran mayoria de los métodos espectrales para determinacion de arsénico se
basa en la formacion de arsina (AsHzs). La generacion de arsina de una disolucién
de arsénico puede llevarse a cabo utilizando diferentes agentes reductores. La
reaccion de generacién de arsina con diferentes agentes reductores es selectiva
para un estado de oxidacion de arsénico (As(lll)), ya que la cinética de
generacion desde la solucion de As(V) es mucho mas lenta. La generacion de
arsina con el borohidruro de sodio depende fuertemente del pH. Se pueden
seleccionar las condiciones de pH adecuadas para generar arsina
selectivamente de As(lll) o no-selectivamente, es decir de arsénico presente en
sus dos estados de oxidacion.

Los métodos espectrofotométricos UV-Vis para determinar As(lll) y As(V), se
basan principalmente en la formacion de un complejo de tris-dietilditiocarbamato
de arsénico (As(DDTC)s) [17], y tienen la ventaja de ser de bajo costo y ofrecer
limites de deteccion adecuados para la determinacion de arsénico en aguas para
consumo humano. Sin embargo, utilizan un mayor volumen de reactivos,
muestras y tienen una menor reproducibilidad [17,18].

Por otro lado, la mayoria de las técnicas analiticas para la determinacion de

concentraciones de arsénico por debajo de 10 pg L' se basan en
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espectroscopia atdmica de generacion de hidruros con espectrometria de
masas por plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) o0 espectrometria
de fluorescencia atdbmica (AFS) [17,19-23]. Estas técnicas analiticas requieren
equipos costosos y generalmente son realizadas por un analista experimentado.
Por otro lado, se han reportado varios métodos en flujo para la determinacion de
As(Ill) y As(V). Jian-bo Shiy col. propusieron un procedimiento de extraccion de
arsénico en suelos donde el As(lll) y el As(V) se determinaron mediante
generacion de hidruros y espectrometria de fluorescencia atémica (AFS) [24]. En
2009, Belén E. Ramirez Cordero y col. determinaron As(V), As(lll) y P (V) en
relaves mineros mediante un método en flujo con inyecciéon secuencial y
deteccidn espectrofotométrica basado en el estudio de la cinética de reaccion de
la formacion del complejo con azul de molibdeno a diferentes temperaturas [25].
J.Y. Neira propuso en 2005 una metodologia en flujo para la determinacion de
As(lll) en aguas naturales mediante un sistema de separacion vy
preconcentracion en linea acoplado a un atomizador tipo bobina de tungsteno y

espectrometria de absorcion atomica [26].

2.1.3 Dispositivos microfluidicos basados en gotas

Los dispositivos de microfluidos basados en gotas en general tienen la ventaja
de trabajar con volumenes de muestras del orden de nanolitros a microlitros, lo
que aumenta la sensibilidad, la especificidad y la cuantificacion de analitos en
reacciones quimicas heterogéneas. Al mismo tiempo, estos sistemas
proporcionan una forma eficiente de generar gradientes de concentracion,
manteniéndolos discretos y confinados en microgotas muy estables [27-30]. Los
meétodos analiticos automatizados que utilizan microfluidos basados en gotas e
imagenes digitales son un campo cientifico relativamente nuevo y en rapida
evolucion centrado en el estudio de la hidrodinamica y las propiedades de los
flujos bifasicos a microescala, y en el desarrollo de la conmutacién multiple para

aplicaciones practicas en quimica, biologia y ciencia de los materiales [31-33].

2.1.4 Imagenes digitales
Una imagen digital es una representacion de una escena real en dos
dimensiones de una imagen basada en una matriz numérica binaria. El proceso

de digitalizacion para crear una imagen implica pasos de muestreo y
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discretizacion de la informacién y posteriormente, el uso de un modelo de color
generalizado para la reconstruccion de imagenes. Existen diferentes modelos de
color tales como EG, RGB, HSV, entre otros. Si hablamos del modelo RGB una
base vectorial ortogonal define este espacio de color. Cada color esta
representado por un punto en este espacio, caracterizado por las coordenadas
R, G, B. Cada color primario se almacena en 8 bits, los colores mezclados son
combinaciones de los colores primarios y son almacenados usando 25 bits. El
origen en el sistema de coordinacion (0, 0, 0) representa la ausencia de color y
esta relacionado con el negro. Por otro lado (255, 255, 255) corresponde al
blanco y representa la maxima intensidad de color [34].

Considerando una imagen de resolucién espacial de 50 x 50 pixeles, cada pixel
corresponde a un valor de color dentro de las coordenadas RGB. La inspeccion
de cada pixel permite obtener un histograma de color, o sea, informacién
multivariante por imagen. Si cada imagen esta relacionada con la I-ésima

muestra, los histogramas se ordenaran en una matriz X (I x 768).

2.1.5 Ordenes de los datos obtenidos

Segun la informacién analitica obtenida, un conjunto de datos se puede
categorizar como datos de cero, primero, segundo o de varios 6rdenes (Figura
2.1) [35]. Los datos de orden cero se relacionan con un valor instrumental por
muestra, generando un modelo univariado. Los datos de primer orden
corresponden a un vector de informacion por muestra, por ejemplo, un espectro,
un voltamograma o un cromatograma. A su vez, los datos de segundo orden
corresponden a la funcion de una respuesta analitica compuesta de dos modos
instrumentales X (si, sj). Sin embargo, cada valor de la sefial (x) esta definido por
las coordenadas en el modo instrumental 1 (si) y modo instrumental 2 (sj). Todas
las sefiales obtenidas estan organizadas en una matriz Xj. Un aumento de la
informacion registrada conduce a un aumento de la complejidad matematica de

los modelos, pero también ofrece importantes ventajas analiticas.
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Orden cero Primer Segundo
orden orden
Una
muesira
Ezcalar Vector Matriz
Conjunto de
muestras
Una via Dos vias Tres vias
Multivia
e
Calibracion
Univariada Multivariada
o % >

Figura 2.1. Esquema del orden de los datos y sus respectivas calibraciones.
Fuente: Pagani, A., 2019.

La calibracion multivariada consta de dos etapas: primero se analizan los datos
experimentales, separando las sefiales de los diferentes analitos y las de los
interferentes (etapa resolucion), obteniéndose de esta manera la informacién de
las concentraciones comprimidas en el vector de los scores. Luego, en la etapa
de calibracion, los scores obtenidos anteriormente se relacionan con las
concentraciones nominales de los analitos de las muestras de calibracion, lo que
permite predecir las concentraciones de los analitos en la muestra incognita [36-
38].

2.1.6 Datos provenientes de imagenes digitales

Una reaccion se puede monitorear con un video digital si da lugar a la formacion
de productos con cambio de color (Reactivos (R) — Productos (P) (Figura 2.2A).
En el video, el cambio en el color de la muestra se representa mediante la
descomposicion en una secuencia de fotogramas con una frecuencia predefinida

(Figura 2.2B). En la muestra, se determina y procesa una region de interés (ROI)
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para obtener los histogramas de color (Figura 2.2C y 2.2D). La interpretacion de
los histogramas relativos al tiempo permite obtener una matriz (j x 768, ver Figura
2.2E).
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Figura 2.2: Diagrama esquematico de los datos de segundo orden basados en
CVAC.

Los resultados preliminares muestran que los datos de la imagen no son
trilineales. La ruptura trilineal se produce debido a distorsiones del modo de
tiempo (cinético) de muestra a muestra, pero las matrices individuales son
bilineales. En este escenario, la estructura matricial aumentada de la resolucién
de curva multivariante (MCR) de minimos cuadrados alternos (ALS) es

compatible con los datos registrados.

2.1.7 MCR-ALS
Brevemente, MCR es un método de descomposicion bilineal de acuerdo con la

ley de Beer. Se puede representar matematicamente, para una sola matriz como:

Dix76s) = Caxa) * Hiax7es) + Egx7es)

Doénde D (j x 768) es la matriz de histogramas en diferentes puntos de tiempo
del video. C (jxA) y HT (Ax768) estan relacionados con la concentraciéon del
producto en la muestra y el perfil de histogramas obtenido por MCR teniendo en
cuenta los A factores, que se estiman a través del andlisis de componentes

principales (PCA). E (jx768) esta relacionado con informacion no modelada. Para
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un conjunto multiple, Daug se obtiene organizando cada matriz D en modo
aumentado por columnas. En cuanto a las restricciones, a priori, ambos modos
cumplen con la no negatividad, pero solo el modelo cinético es unimodal [39,40].
Como ambas matrices, C (jxA) y HT (Ax768) son desconocidas, la inicial
estimada de H se puede obtener utilizando el enfoque de variables puras. Por lo
tanto, los pasos iterativos a través de ALS se realizaron bajo las restricciones
mencionadas anteriormente. Después de la convergencia de ALS, los scores de
MCR se utlizan en la construccion de un modelo de calibracion

pseudounivariante.

2.1.8 CVAC y datos de segundo orden

Durante los dltimos afios, el andlisis en flujo junto con el uso de imagenes
digitales y herramientas quimiométricas, ha ganado gran prominencia en la
literatura [41,42]. Dado que las imagenes se pueden capturar facilmente con
varios dispositivos electronicos, como camaras digitales, camaras web y
teléfonos inteligentes, se ha informado que las mediciones de color utilizando
imagenes y videos son una herramienta util en el desarrollo de un enfoque
analitico llamado: método analitico basado en vision por computadora (CVAC)
[43]. El uso de imagenes y datos de primer orden ya se emplearon en el analisis
cuantitativo en diferentes campos [44-47]. Sin embargo, CVAC junto con datos
de segundo orden no ha sido utilizado hasta el momento. Una de las ventajas de
los datos de segundo orden es hacer predicciones de las concentraciones de los

analitos en presencia de interferencias [43,48].
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2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivos generales

El objetivo de este capitulo fue el desarrollo de nuevas metodologias analiticas
basadas en adquisicion de datos de segundo orden provenientes del empleo de
imagenes digitales, para la determinacion de arsénico en muestras de aguas
naturales, con la finalidad de alcanzar menores limites de deteccion, reducir los

costos y tiempos de analisis, con respecto a las técnicas convencionales.

2.2.2 Objetivos especificos
En este capitulo se proponen dos métodos automatizados Flow-batch,
empleando por primera vez el método analitico basado en vision por
computadora (CVAC) junto con datos de segundo orden para registrar cambios
de color en el interior de una gota.
v" En el método cinético-color se registran histogramas de color en el interior
de una gota en funcion del tiempo.
v En el método de gradientes por concentracion se registran los
histogramas de color generados en el interior de una gota a tiempo fijo.
En ambos casos, los datos son procesados empleando el modelo quimiométrico

MCR-ALS, para la cuantificacion de arsénico en aguas del VBRC.
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2.3

Materiales y métodos

Los items 2.3.1 a 2.3.5 son comunes a los métodos cinético y de gradientes.

2.3.1 Reactivos y soluciones

Todos los reactivos empleados fueron de calidad analitica y las soluciones se

prepararon usando agua ultra pura (18,3 MQ cm™).

v

La soluciéon estandar de As(lll) (200 ug L) se preparé utilizando una
solucion madre de As203 (1,0 mg mL?, Cica-Merck, Buenos Aires,
Argentina).

La solucién estandar de As(V) (200 pg L) se preparé utilizando
hidrogenoarseniato de sodio heptahidratado (Na2HAsO4.7H20)
(Mallinckrodt, St. Louis, EE. UU.).

Se prepararon soluciones de borohidruro de sodio (NaBHa4) al 0,3 y 0,5%
m v'! (Biopack, Buenos Aires, Argentina) en NaOH al 0,05% m v (Anedra,
Buenos Aires, Argentina).

La solucion buffer de &cido acético/acetato de sodio (0,2 M) se prepard
utilizando &cido acético glacial (Mallinckrodt, St. Louis, EE. UU.) y acetato
de sodio (Cicarelli, Santa Fé, Argentina).

Se prepard una solucion buffer de acido citrico/citrato de sodio (0,2 M)
utilizando &acido citrico (Timper, Buenos Aires, Argentina) y NaOH
(Anedra, Buenos Aires, Argentina).

Se emple6 una solucion de dietilditiocarbamato de plata (AgDDTC) al
0,1% m v?! (Sigma-Aldrich, Buenos Aires, Argentina) en piridina
(Mallinckrodt, St. Louis, EE. UU.).

Se utilizd acido nitrico (2M, Anedra, Buenos Aires, Argentina) para
acidificar las muestras.

Se utilizé acido nitrico (2% v v1, Anedra, Buenos Aires, Argentina) y agua

desionizada para limpiar el sistema.

2.3.2 Muestras utilizadas

Las muestras utilizadas para el desarrollo del método cinético-color fueron

obtenidas en la estacién Paso Alsina (39° 22° S y 63° 14’ O), que representa la
entrada de agua al VBRC (Figura 2.3).
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Para el método de gradientes por concentracion se tomaron muestras en 3
estaciones diferentes ubicadas alrededor de ese sitio: estacion Paso Alsina (39°
22' Sy 63° 14' O), estacion Toma 1 (39° 25' Sy 63° 6' O) y la estacién Pedro
Luro (39° 31'Sy 62° 40' O) (Figura 2.3). Los sitios fueron seleccionados en base
a su interaccion directa con las vias de exposicion humana, a través del agua
potable, la produccién de cultivos (riego) y el pastoreo de animales.

Todas las muestras se recolectaron en botellas de polietiieno previamente
lavadas con detergente libre de metales, enjuagadas con agua desionizada,
seguido de &cido nitrico al 5 % v/v durante 24 h y finalmente enjuagadas con
agua desionizada. Después de la recoleccion, las muestras fueron transportadas
en un refrigerador al laboratorio (Universidad Nacional del Sur).

Alli, las muestras fueron acidificadas a un pH < 2,0 con acido nitrico (3,0 mL 6M
HNOs/L de muestra) y almacenadas a 4 °C.

A

bl Mayor Buratovich

-4770000

Paso Alsina

Referencias

- rio Colorado

9 Puntos de muestreo

- Ciudades
¥

0 10 20 30km 4 +
— —

-4860000

-7020078 ~693£7-7
Figura 2.3: Puntos de monitoreo elegidos para la toma de las muestras en el
VBRC.

2.3.3 Parte experimental

En este trabajo de Tesis, se disefia un sistema automatico Flow-batch para llevar
a cabo la determinacion de arsénico empleando el fundamento del método
espectrométrico UV-Vis de dietilditiocarbamato de plata 3500-As B. ARSENIC
segun el Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (2012)
[7]. Este método se basa en transformar el arsénico presente en el agua en

arsina (AsHs (g)) con la presencia de un agente reductor, en medio acido. Como
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la formacion de la arsina es selectiva se logra la separacién de arsénico de la
matriz. La generacion de arsina empleando borohidruro de sodio como reductor,
depende fuertemente del pH [49]. La reaccion de desplazamiento es la siguiente:
NaBHs + 3H20 + HCI — H3BOs3 + NaCl + 8H*

8H* + As®* — AsHz(g) + exceso de H2

En una segunda instancia, la arsina generada reacciona con el dietil
ditiocarbamato de plata Ag(DDTC) en piridina, generando un complejo
As(DDTC)s de color amarillo rojizo. La intensidad del color es directamente
proporcional a la concentracion de arsénico presente en la muestra que se mide
espectrofotométricamente a 540 nm.

2 AsHs (g) + 6 Ag(DDTC) — 6 Ag + 2 As(DDTC)s

El método desarrollado en esta Tesis se basa en la formacién de una gota de
AgDDTC y la generacion de AsHs in situ, a través de la reduccion del arsenito de
la muestra con borohidruro de sodio a pH 5,50. El gas arsina difunde y reacciona
en la gota de AgDDTC dando lugar a un complejo de As(DDTC)s de color amarillo
rojizo. La gota tiene una alta relacion volumen/superficie y ofrece condiciones
adecuadas para la reaccion con la arsina. El gas arsina queda atrapado en el
sistema cerrado, lo que aumenta la reproducibilidad y sensibilidad del método de
analisis en comparacion con el método de referencia [17]. La deteccion de
arsénico se lleva a cabo en linea sobre la gota suspendida (“lab in a drop”). El
cambio de color que ocurre dentro de la gota, se mide in situ mediante analisis

con imagenes digitales, que se procesan con herramientas quimiomeétricas.

2.3.4 Sistema Flow-batch

El sistema Flow-batch desarrollado para este trabajo se observa en la Figura 2.4.
Este se compone de:

- Una camara de reaccion de teflon ® (CT) disefiada en el laboratorio que
contiene un agitador magnético (AM) para favorecer la reaccion quimica.

- Controlador Flow-batch home made, que integra una bomba peristaltica y un
accionador de valvulas (CFB) [51] y tubos de bomba Tygon® para introducir en
la camara la muestra, la solucién de borohidruro de sodio y las soluciones de
limpieza.

- Bomba peristaltica comercial (BPC) para eliminar los desechos.
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- Cuatro electrovalvulas de tres vias (V1 V2 V3 V4) (161T031, NResearch) para
controlar la entrada de las diferentes soluciones.

- Bomba de jeringa (BJ) (Thermometric 612 Syringe Pump 2) para generar una
gota reproducible de solucién de dietilditiocarbamato de plata (AgDDTC) al final
del tubo capilar.

- Microscopio digital (DMC) (NSDIMI, USB 2 Mpx, zoom 230X) que se coloco
frente a la gota para la obtencion de los videos digitales.

- Dos diodos emisores de luz (LEDs) color blanco frio, para obtener una

iluminacién y una imagen reproducible.
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Figura 2.4. Diagrama esquematico del sistema Flow-batch para la determinacién

de arsénico en aguas naturales.

La camara de reaccion utilizada en este trabajo fue disefiada en el laboratorio y
se muestra en la Figura 2.5. La misma posee un didmetro interno de 11,58 mm
y una altura de 58,50 mm y posee una tapa a rosca en la parte superior que
contiene un tubo capilar de vidrio. Dicho capilar tiene un didmetro interno y
externo de 0,90 mmy 1,50 mm respectivamente y en su extremo inferior se forma
la gota suspendida. Asimismo, la camara presenta tres ventanas de vidrio de
8,80 mm de diametro dispuestas a 90° entre si que permiten visualizar la gota
formada. En la parte inferior posee orificios, que son empleados para el ingreso

de la muestra y reactivos, y para la salida de los desechos.
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Figura 2.5: Cadmara de reaccion. a) esquema; b) Imagen frontal

2.3.5 Adquisicion de imagenes digitales y procedimientos quimiométricos

La reaccion en la gota fue monitoreada durante los tiempos establecidos para
ambos meétodos, a través de videos. A partir del uso del programa gratuito
disponible en Internet Free Video to JPG Converter, estos videos fueron
convertidos en imagenes (almacenadas en formato JPG con dimensiones de 640
x 480 pixeles), obteniendo 50 fotogramas por cada video. Se utilizé el programa
ChemoStat® para finalmente obtener imagenes de 150 x 150 pixeles.

El analisis de los datos de la imagen se realizé con Matlab® 2010a (Mathworks
Inc.) con la interfaz gratuita "Imagens_gui". Para todas las imagenes, se definio
una region circular central como ROIl. Esta area se utiliz6 para construir
histogramas de color RGB.

El resto de los calculos quimiométricos se realizaron en Matlab® 2010 utilizando
la interfaz MVC2_GUI, una interfaz grafica con calibracion multivariante de
segundo orden disponible en linea gratuitamente [52].
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2.3.6 Procedimiento Flow-batch método cinético-color

Antes del analisis, se accionan las valvulas para que la muestra y respectivas
soluciones ingresen a los canales que se acoplan a la CT. Luego la solucién en
la CT es descartada al recipiente de desecho accionando la BPC.
Posteriormente, se forma una gota en el extremo del tubo capilar de AgDDTC
empleando la BJ. Se enciende el CFB y se ingresan todos los pasos detallados
en la Tabla 2.1. Luego se activa V1 durante 36 s para inyectar la muestra en la
CT y posteriormente V2 durante 40 s para inyectar la solucién de borohidruro de
sodio en la CT, con agitacion magnética. Luego se procede al registro del video
de la gota con el DMC durante 310 s. Finalmente, la CT es lavada con acido
nitrico dos veces, seguido de un enjuague con agua ultrapura cinco veces. Por
altimo, es activada la BPC para desalojar los liquidos de la misma. La Tabla 2.1

muestra el procedimiento de operacion del sistema utilizado.

Tabla 2.1: Procedimiento de operacién del sistema propuesto.

Pasos Eventos Tie(r;)po (?pFrE) Volumen (uL) TUb?mdrﬁ Eg)mba

1 Formeéc(;(tjg de la 10 i 26 i

2 Muestra (V1) 36 16 1000 1,09

3 Bog‘;gi%“é\r/‘z)de 40 2 100 0,95

4 Deteccion 310 0 - -

5 Residuos 30 2500 1100 1,00

6* Acido Nitrico (V4) 30 16 640 0,95
7 Agua (V3) 30 16 1180 1,30

* se repite dos veces
** se repite cinco veces

2.3.7 Procedimiento Flow-batch método de gradientes

En el siguiente método las condiciones de ingreso de soluciones en los canales,
la limpieza de la camara, la formacion de la gota y el ingreso de la muestra a la
CT se realiza segun lo descripto en el item 2.3.6. En este método, la solucién de
borohidruro de sodio se agrega de forma gradual y continua durante 120 s (V2)

para generar un gradiente de concentracion del complejo As(DDTC)s en el
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interior de la gota. De acuerdo a este procedimiento se obtiene una liberacion
controlada de arsina, que genera un gradiente de concentracion del complejo
As(DDTC)s dentro de la gota que actia como un sistema discreto de reaccion.
Este gradiente, que disminuye de la zona inferior hacia la superior, genera un
proceso de difusion molecular dentro de la gota. El complejo formado se difunde
en la gota, generando una coloracién uniforme cuando se alcanza el equilibrio.
La evolucion de la reaccion comienza a monitorearse cuando se finaliza el
agregado de la solucion de borohidruro de sodio, registrandose los cambios de
color en la gota durante 190 s mediante videos obtenidos con el DMC. Una vez
finalizada la reaccion, se vacia la CT y posteriormente se realiza la etapa de
limpieza descripta en 2.3.6, dejando el CT en condiciones para el proximo
andlisis. La Tabla 2.2 muestra el procedimiento de operacion del sistema

utilizado.

Tabla 2.2: Procedimiento de operacién del sistema propuesto.

Tiempo CFB Volumen  Tubo de bomba

Pasos Eveh'tos (s) (rpm) (L) (mm i.d)

1 Formeéc(;(tjg de la 10 i 26 i

2 Muestra (V1) 36 16 1000 1,09
3 Boé%réig“z\rg)de 120 4 100 0,38
4 Deteccion 190 - - -

5 Residuos 30 2500 1100 1,00
6* Acido Nitrico (V4) 30 16 640 0,95
Vi Agua (Va) 30 16 1180 1,30

* se repite dos veces
** se repite cinco veces
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2.4 Resultados y discusién método cinético-color

2.4.1 Optimizacion de variables

2.4.1.1 Tamafo de la gota y ubicacion del capilar

Se probaron varios tamafios de gota, utilizando tubos capilares de diferentes
diametros internos y externos (1,10 mm/1,80 mm, 0,90 mm/1,50 mm y 0,60
mm/1,10 mm) con el objetivo de obtener una gota estable y homogénea.
Finalmente, el tubo capilar 6ptimo fue el de 0,90 mm/1,50 mm y genera una gota
con un volumen de 26 L.

El tubo capilar contiene la solucibn de AgDDTC para formar la gota y esta
ubicado en la zona inferior de la ventana (Figura 2.5), para favorecer el contacto
de la gota con el gas arsina debido a su mayor densidad en comparacion con el

hidrogeno gaseoso.

2.4.1.2 Efecto del pH

Los métodos estdndar para el analisis de agua y aguas residuales [17]
establecieron una solucion buffer de acido acético/acetato de sodio a pH 6,00
para reducir el arsenito a arsina. Sin embargo, Lopez y col., obtuvieron buenos
resultados al reducir el arsenito a arsina en un medio de acido citrico/citrato de
sodio a pH 4,50 [53].

Por lo tanto, se estudiaron diferentes medios para obtener la mayor intensidad
de la sefal analitica. Las soluciones buffer probadas fueron acido acético/acetato
de sodio a pH 5,50; 6,00; 6,50 y acido citrico/citrato de sodio a pH 4,00 y 4,50.
Con el buffer de &cido citrico/citrato de sodio se obtuvieron sefiales de baja
intensidad y escasamente reproducibles. Por otro lado, con el buffer de acido
acético/acetato de sodio (pH 5,50) se obtuvo la mayor intensidad de sefial y la

mejor reproducibilidad.

2.4.1.3 Concentracion y caudal de borohidruro de sodio

Se ensayaron diferentes concentraciones de soluciones de borohidruro de sodio
al0,1; 0,5y 1,0% m v1. La solucién al 1,0 % m vt induce un aumento brusco del
pH, provocando una menor generacion de arsina. A una concentracién de 0,1%

m v, la cantidad de hidrégeno generado fue muy baja, lo que resulté en una
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disminucion en la produccién de arsina. Por lo anterior, la concentracion optima
de borohidruro de sodio fue de 0,5% m v2.

Para regular la entrada de borohidruro de sodio a la camara de reaccion se
estudiaron diferentes caudales (1,5; 2,0; 2,5; 3,0 yL s). Un caudal elevado
producia una gran cantidad de hidrégeno, esto provocaba una gran presién
dentro de la cAmara de reaccion, lo que conducia a una importante reduccion del
tamafo de la gota. Por otro lado, con un caudal bajo, se generan pequefias
cantidades de arsina y la sensibilidad disminuye. Se determiné que un caudal de
2,5 uL st es éptimo para la generacion de arsina en este método.

2.4.1.4 Concentracion de la solucién de AgDDTC

Se probaron diferentes concentraciones de la solucién de AgDDTC en piridina
que formaba la gota (0,5; 0,1y 0,05% m v1).

El cambio de color con 0,05 % m v* no fue percibido por el DMC, mientras que
la concentracion de 0,5 % m v! genera colores muy intensos, lo que afecta de
forma negativa a la calidad del video. Una concentraciéon de 0,1% m v conduce

a una sefal intensa que permite un procesamiento de video adecuado.

2.4.1.5 LEDs

Se estudiaron diferentes configuraciones para una adecuada iluminacién del
sistema empleando LEDs blanco frio. Un LED colocado en un angulo de 180°
con respecto al DMC, provoca una saturacion de brillo en la CT, obteniendo una
disminucion de la calidad de la imagen por la alta exposicion.

En una segunda configuracion, se coloc6 un LED en un angulo de 90° con
respecto al microscopio. En este caso, la gota no estaba homogéneamente
iluminada y se observaban areas mas oscuras. En la tercera configuracion, solo
se empled la luz LED del propio DMC, lo que llevo a un reflejo del iluminante
sobre la gota. Finalmente, la configuracion optima se obtuvo, colocando dos
LEDs ubicados a 180° entre si y a 90° respecto al DMC, (Figura 2.5.b), logrando
de esta manera un alto brillo y una iluminacibn homogénea. Los LEDs se
controlaron a traves de una placa Arduino conectada a una computadora, donde

se regulaba la intensidad con un software especial disefiado en el laboratorio.
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2.4.1.6 Captura de los fotogramas (video)

Para registrar los videos se evaluaron dos dispositivos, una camara web (Genius
FaceCam 1000) y un microscopio digital (Nisuta NSDIMI). Se determiné que la
mejor calidad de los videos se obtuvo con el microscopio digital debido a su
mayor resolucién de captura (1280x960), lente de magnificacién de 50x a 500x,
velocidad de fotogramas 30f/s, frecuencia parpadeo 50Hz / 60Hzy un rango de
enfoque de 10 a 500 mm.

2.4.2 Procesamiento de datos de imagenes

Como fue mencionado anteriormente, se procesé cada video y se obtuvieron 50
fotogramas con dimensiones de 640 x 480 pixeles. Para cada uno de los
fotogramas se defini6 como ROI una region circular central, con diferentes
coordenadas establecidas en la interfaz (Figura 2.6). Estas areas fueron usadas
para construir histogramas de color RGB. Finalmente obtenemos un grafico en
3D que relaciona el tiempo con nivel de color (RGB) y la frecuencia.
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Figura 2.6: Se observa el ROI aplicado a cada fotograma para la obtencién de

los histogramas de color, que van variando en el tiempo.

2.4.3 Datos de segundo orden y modelo MCR-ALS

2.4.3.1 Andlisis del conjunto de datos

Las matrices individuales obtenidas por la descomposicién de las imagenes
cumplen con el requisito de bilinealidad, ya que la informacion del espacio de
color RGB esta relacionada con la absorbancia de acuerdo con la ley de Lambert
y Beer. Por lo tanto, el empleo de la MCR aumentada es un método apropiado
de deteccion. Sin embargo, estudiando dentro de diferentes conjuntos de
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experimentos, los perfiles de formacion de los complejos no fueron
perfectamente reproducibles. En algunos casos presenta gran deformacion. Esta
variabilidad imposibilito el uso de modelos trilineales con analisis de factores
paralelos (PARAFAC) o el uso de métodos basados en variables latentes como
N-way y/o despliegue de minimos cuadrados parciales (PLS).

2.4.3.2 Conjunto de calibracion

En la Figura 2.7 se observan las sefales registradas del conjunto de calibracion
(0,00 - 1,00 ppb As) y la sefial del blanco, que se detectan a un nivel de color
(RGB) de acuerdo con el color del complejo amarillo rojizo.

Distribucién de frecuencia
Distribucion de frecuendia
Distribucién de frecuencia

- 00
\“GB\

00

0,05 ppb As

o \of
2::\\1 ade «

Distribucién de frecuendia
Distribucién de frecuendia
Distribucién de frecuendia

0,25 ppb As 0,50 ppb As 1,00 ppb As

Figura 2.7: Sefial analitica de As para el conjunto de calibracion.

Inicialmente se investigd la descomposicion por MCR del conjunto de calibracion.
Se generd una matriz Dcal utilizando un aumento de columna para tener en
cuenta la cinética del perfil. Se accedié al nimero apropiado de factores a través
del analisis de componentes principales (PCA). Las estimaciones iniciales se
obtuvieron para el modo de perfil de color utilizando perfiles de calibracién
optimizados de enfoque de deteccibn de variables puras después de 7
iteraciones por ALS y se muestran en la Figura 2.8. Las Figuras 2.8A y 2.8B
muestran los dos factores utilizados para calibrar el modelado del conjunto, uno

esta relacionado con el complejo formado por el analito y el otro representa el

64



fondo espectral. Hay que tener en cuenta que los perfiles cinéticos no son
reproducibles, lo que justifica el hecho de que los datos no mostraron una
estructura trilineal.

Por otro lado, las matrices individuales y las matrices aumentadas cumplen con
el requisito de bilinealidad. Ademas, el area debajo de los perfiles cinéticos es
directamente proporcional a la concentracion de As en la solucion estandar (ver
Figura 2.8C). En otras palabras, la sefial contenida en los datos registrados y
extraidos por MCR-ALS esté directamente relacionada con la concentracion de
As. Ademas, el modelo de calibracion no mostr6 un sesgo significativo
estadistico al 95 % de confianza. En la Figura 2.8D, observamos la region eliptica
de confianza conjunta (EJCR), que corresponde al intervalo de confianza
conjunto de la interseccién de la pendiente de la linea ajustada entre los valores

nominales y predichos, que contiene el punto ideal (0,1).
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Figura 2.8: Resultado de la descomposicion de MCR para el conjunto de
calibracion: (A) perfil de color, (B) perfiles cinéticos, (C) linea de calibracion (R?

=0.9933) y (D) EJCR para el conjunto de calibracion.

2.4.3.3 Cuantificacion de arsénico en aguas naturales

De manera similar a lo descrito para las mediciones del conjunto de calibrado,

las muestras de agua natural fueron procesadas y se establecié una matriz de

respuesta instrumental X (50x768). Cada muestra se colocé encima de la matriz

aumentada de los estandares Dcal, para obtener las matrices Di = [Xi|Dcal]. El
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subindice i est4 relacionado con la muestra. Posteriormente, se realiz6 la MCR-
ALS tal como se describe para el conjunto de calibracion. La Figura 2.9 muestra

los resultados tipicos obtenidos para muestras de agua.
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Figura 2.9: Resultados tipicos obtenidos para muestras de agua: (A) datos
registrados para muestras de agua, (B) y (C) son los perfiles recuperados por
medio de MCR-ALS en modos cinético y de color respectivamente y (D) linea de

calibracion con una muestra de agua interpolada (cruz roja).

Basados en el enfoque PCA, las muestras de agua se modelaron correctamente
con 3 o 4 factores (en el caso que se muestra en la Figura 2.9, se emplearon 4
factores). Se obtuvieron dos perfiles adicionales, en comparacion con el conjunto
de calibracion. Este escenario imposibilitaria la cuantificacion de As sin pasos
previos de remocion fisica de interferencias por metodologias convencionales.
Pero en el método propuesto, MCR puede superar estos inconvenientes. La
Tabla 2.3 resume los parametros estadisticos de la prediccion de As en muestras

de agua.
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Tabla 2.3: Resumen estadistico de la prediccion de la concentracién de As en
muestras de agua natural.

Nominal*

Prediccién

Muestra (ug L) (ug L) Iteraciones SD
1 0,20 <LOQ 3 3
2 0,55 0,51 (4) 5 0,0014
3 0,41 0,38 (3) 5 0,0014
4 0,45 0,39 (4) 5 0,0014
5 0,88 0,83 (4) 11 0,0024
aRMSEP (ug L) 0,05
REP% 13,6
R? 0,9955
SENwMcR 28561,33
SEL 0,98
ANAL SEN 461,2
LOD (ug LY) 0,07
LOQ (ug L) 0,220

* Valores obtenidos mediante el método estandar modificado

Al ver la tabla, cabe destacar que excepto para la muestra 1, para todas las

demas la MCR-ALS convergio con un nimero maximo de iteraciones menor o

igual a 11, lo que permitio predecir la concentracion de As en las muestras como

valores similares al método de referencia (HG-ICP). El error relativo (REP) para

el conjunto de muestras fue de alrededor del 13 %. Ademas, el coeficiente de

determinacioén (R?) fue muy cercano a 1.

Los valores de sensibilidad (SENwmcr), selectividad (SEL), limite de deteccion

(LOD) y limite de cuantificacion (LOQ) que se muestran en la Tabla 2.3 son un

promedio para todas las muestras de agua y fueron calculados de acuerdo a las

siguientes ecuaciones (1-4) [40]:

-1

SEL = [(HTH);1]7
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SD

LOD = 3.3 X (3)
SENMcR
SD
LOQ =10 X SENwcn 4)

HT(Ax768) representa los perfiles de histogramas recuperados por MCR y tiene
en cuenta los A factores. Por otro lado, nn es el indice del analito en la mezcla,
mn la pendiente de la linea de calibracion MCR y J el numero de puntos en la
matriz de muestra en direccion aumentada.

Se analiz6 la presencia de hierro, cobre y sulfuros en las muestras de agua,
observandose que los niveles de concentracion encontrados no producen
interferencia en la metodologia propuesta. Con respecto al cromo, cobalto,
mercurio, molibdeno, niquel, platino y plata son interferentes en la generacién de
arsina, sin embargo, la concentracion de estos metales que normalmente se

encuentran en aguas naturales no interfiere significativamente.

2.4.4 Comparacion con otros métodos

En la Tabla 2.4 se realiza una comparacion de diferentes métodos para la
determinacién de arsénico y el método cinético. En la Tabla 2.5 se observa una
comparaciéon entre el método de referencia y el nuevo método propuesto. Se
puede concluir que este nuevo método presenta un limite de deteccibn mucho
menor, emplea un menor consumo de reactivos, genera menos desechos, lo que
conduce a un menor costo por analisis cumpliendo con los lineamientos de
ciertos principios de la quimica verde.

Asimismo, el método desarrollado presenta una frecuencia de muestreo 6 veces

mayor al método de referencia.

Tabla 2.4: Caracteristicas comparativas de diferentes métodos para la
determinacién de As en muestras de agua.

Método Volumen Tiempo de Rango

Analitico muestra  analisis lineal (“Lgol?l) Ref
(mL) (min) (Mg L)
As* AAN 900 30 20-700 20 [54]
colorimetric kit
As B Merck 100 30 100-3000 50 [54]

colorimetric kit
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As NIPSOM 400 5 20-700 20 [54]
colorimetric kit

As  Colorimetric kit 15 30 5-30 1,0 [55]
As  Colorimetric kit 100 10 10 [56]
Arsenator
As (digital 50 20 10-100 4.4 [57]
readout)
As HachEZ g, 20-40  10-500 10 [58]
colorimetric kit
As  ARSOlux 1 120 5-200 5,0 [59]
biosensor kit
p-PAD-naked
As(lII) eye 3 5 10-10000 1,0 [60]
detection
PAD-
As(Ill)  fluorimetric 1 -- 5-240 <5 [61]
detection
As(llN) HS-PAD- 5 5 5-400 1,1 [44]
scanometric
As Método 1 <11 0,05-1 0,07 [50]
propuesto

* As=Arsénico total

Tabla 2.5 Caracteristicas comparativas del método propuesto con el método
estandar espectrofotométrico.

Ag(DDTC) Método propuesto
Método estandar [50]
[17]
Limite de deteccion 14 0.07
(ppb)
Frecuencia de 1 6
muestreo (h)
Borohidruro de o 1 0 1
sodio (mL) 151% mv?) 0,21 (0,5% mv+)
Ag(DDTC) en 0 1 o 1
piridina (mL) 4(0,3% mv?) 0,026 (0,1 % m v)
Extracc[o,n / Offline Online
Deteccion
Muestra (mL) 70 1

Instrumentacion Espectrofotometro  Microscopio digital
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2.5 Resultados y discusién método de gradientes

2.5.1 Optimizacion del método de gradiente de concentracion

Para lograr un gradiente de concentracion adecuado dentro de la gota y un perfil
de difusion representativo, se determino previamente la concentracion optima de
borohidruro de sodio. Para ello, inicialmente se establecié un caudal de ingreso
a la camara del reductor de 0,83 pL s, para asegurar que se produzca un
cambio lento y gradual en el pH en la reaccion, y asi favorecer aun mas la
generacion de arsina. Con este caudal, se probaron cuatro concentraciones
diferentes de borohidruro de sodio 0,10; 0,20; 0,30 y 0,50% m v, La Figura 2.10,
relaciona las diferentes concentraciones de borohidruro de sodio en diferentes
tiempos de reaccién. Como se puede observar, con una concentracién menor de
0,10% m v no es posible generar un gradiente de concentracién dentro de la
gota, probablemente debido a la baja generacion de hidrégeno, lo que conduce
a una baja generacién de arsina. Para una concentracién de 0,20% m v, se
observa la presencia de color, pero no la formacién de un gradiente, porque se
requiere un tiempo de reaccion superior. En caso contrario, para la concentracion
mas alta 0,50% m v, se observa una saturacién muy rapida de la imagen, no
pudiendo generar un gradiente adecuado. En conclusion, el uso de una
concentracion de 0,30% m v1, dio como resultado un gradiente de concentracion

bien definido visualizado por el aumento gradual del color del complejo.
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Figura 2.10: Fotogramas de las gotas obtenidas con concentraciones de NaBH4
iguales a 0,10; 0,20; 0,30 y 0,50% m v'! respectivamente.

2.5.2 Procesamiento de datos de imagenes

Se procesO cada video y se obtuvieron 50 fotogramas para cada uno con
dimensiones de 640 x 480 pixeles. Luego, cada uno de estos fotogramas se corta
reduciendo su tamafio a 150 x 150 pixeles para obtener una informacion
adecuada en la gota.

Cada uno de los fotogramas se dividio en 15 secciones equidistantes, con
diferentes coordenadas establecidas en la interfaz. Cada una de estas secciones
se definié6 como la ROI (Figura 2.11). Estas areas se utilizaron para construir
histogramas de color RGB.

Finalmente obtenemos un gréafico en 3D que relaciona las secciones en la gota
con el nivel de color (RGB) y la frecuencia.
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Figura 2.11: Analisis de las imagenes. Division de la gota en 15 secciones, cada
una de ellas considerada la ROI, para la obtencion de los histogramas de

frecuencia que van variando con la altura de la gota.

2.5.3 Analisis de difusiébn molecular

Para evaluar la difusion molecular dentro de la gota, con el objetivo de
comprender completamente los mecanismos de transferencia de masa que
ocurren en los medios de reaccion complejos, como se dijo, cada uno de los
fotogramas se dividio en 15 secciones equidistantes (Figura 2.12a). De alli se
obtuvieron histogramas de color RGB. Empleando una rutina de MATLAB, se
calcularon los valores promedio de estos histogramas para cada color rojo, verde
y azul. De los valores obtenidos se emplearon los correspondientes al color azul
por ser este el color complementario del complejo As(DDTC)s, y se observé que
su intensidad disminuia exponencialmente con la concentracion, resultando en
una curva de absorbancia lineal de acuerdo con los principios de la ley de
Lambert-Beer [62].

Se analizaron los perfiles de difusion y se calcularon los coeficientes de difusion,
D. La difusion molecular se refiere a la distribucion de particulas a través de un
movimiento aleatorio. En un entorno donde domina la fuerza viscosa, el
comportamiento de difusién de una molécula "M" se puede describir mediante la
siguiente ecuacion general [63]:

28 _ przc(r,¢) (5)
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donde C(r,t)es una funcién que describe la distribucién de probabilidad de
encontrar "M" en la region cercana del punto r en el tiempo t. Si la funcion de
difusion se aplica a un conjunto de moléculas, C puede interpretarse como su
concentracion.

La ecuacion de difusiéon (Ec. 5) se puede derivar usando la primera ley de Fick
(Ec. 6) en combinacion con la consideracion de la conservacion de particulas, es

decir, el flujo de particulas, ] en una region debe ser la suma del flujo que fluye

hacia las regiones circundantes en el proceso de difusion normal. Bajo esta
condicion, el transporte de moléculas puede ser capturado mateméaticamente por
la ecuacion de continuidad (Ec. 7), y si el coeficiente de difusion D es constante
en el espacio, Eq. 7 se convierte en la Eq. 5.

] =-DvC (6)

ac
=+7/=0 @)

Por lo tanto, el perfil de la distancia de concentracion varia con el tiempo (t) y su

evolucion se puede interpretar sobre la base de la segunda ley de Fick, ecuacién

(8):
ac a%c
w-Doz (8)

ac : . .
donde, 5 €S la tasa de cambio de la concentracion molecular, C, con el tiempo,

t; siempre se supone que D es constante con C y el tiempo. Eq. 8 es una
ecuacion diferencial que puede resolverse después de establecer las
condiciones de contorno adecuadas [64]. Si se disefidé la concentraciéon a la
distancia x en cualquier momento t como Cx; Co es la concentracionent=0y 0
<X 2= (C=Coenx =«)y Cs es la concentracion en x = 0, Eg. 8 se puede

resolver dando la siguiente solucion:

CX_CO _ ( X )

e~ T )
donde erfc (z) es la funcidn de complemento de error de Gauss.

Las Figuras 2.12b y 2.12c muestran un proceso clasico de estado no
estacionario, donde en la misma seccion transversal, el flujo no es equivalente
para cada tiempo. La resolucion de Eq diferencial 8 demostré que Cs y D son

funciones de t con un punto de inflexion en los valores de Cs observados a lo
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largo del rango t = 175 + 5 s, (rectangulo rosa en la Figura 2.12d). Por tanto,
estamos en presencia de una difusion no Fickiana [65] y una mejor

representacion matematica del sistema deberia hacerse con la ecuacion (10)

C = Cs(t)erfc (ﬂ%) (20)
donde, empiricamente se determiné que:

Cs(t) =1318.0 —30.3t+ 0.2t —9.9 x 107*t3 + 1.4 x 10~ %¢* (12)
y

D(t)=01t—-117 (12)

El coeficiente de difusion es una de las propiedades mas importantes que se
deben calibrar en el desarrollo del campo de fuerza de la mecanica molecular y
la transferencia de masa juega un papel muy importante en las reacciones
quimicas heterogéneas. En las condiciones experimentales probadas, se
observé un coeficiente de difusion dependiente del tiempo, D (pixeles? s?), de
tipo ley de potencia, D (t) = Do t8, B = 1 [66]. En una solucién, las moléculas se
mueven al azar debido a las frecuentes colisiones y la difusion molecular es
impulsada por energia térmica. Su energia térmica proviene no solo de las
colisiones entre soluto y soluto, sino también de colisiones entre soluto y
solvente. La fuerza y la anisotropia de la interaccion intermolecular también
juegan un papel clave en la determinacién de la interaccién soluto-solvente, asi
como en la reorganizacién dinamica de la estructura de solvatacién. Sin
embargo, tales efectos por si solos no pueden explicar el incremento de D
calculado con el tiempo. Los resultados también demostraron que los valores de
Cs (Intensidad / a.u.) son altamente dependientes del tiempo y estos fueron el
resultado de la generacion quimica del analito, AsHs (g). Por lo tanto, para
obtener una imagen completa del comportamiento del sistema, analizamos la
cinética de generacion de AsHs (g).

De acuerdo con el mecanismo propuesto por Abdul-Majeed y Zimmerman (2012)
[67], la reaccidn de generacién de hidruro de arsénico esta representada por las
siguientes reacciones elementales que coinciden con la hipétesis del hidrégeno
atomico:

(A) BH; + 3H,0 + H* - H3;B05 + 8H-
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(B) As(III) + 6H" - AsHs(aq) + Hy 1

(C) AsHz(aq) < AsH;(9)

Donde la reaccion elemental (A) tiene una velocidad de descomposicion
constante de segundo orden, mientras que las correspondientes a las etapas (B)
y (C) son de primer orden.

Los pardmetros cinéticos se calcularon a partir de la dependencia de la velocidad
de reaccion de la concentracion y se obtuvo que los resultados se ajustan a un
modelo cinético de pseudo primer orden, Figura 2.12e, revelando, de acuerdo
con el mecanismo antes mencionado, que el control cinético de la velocidad debe
ser debido a la reaccion elemental (B). Ademas, se notdé un aumento de la
pendiente que demuestra un cambio en la constante de velocidad en
aproximadamente t = 175 £ 5 s, Figura 2.12e, coincidente con los valores de
inflexion en la funcion Cs (t). Sobre la base de los datos cinéticos asumimos que
la generacion de AsHs (ag.) condicioné el valor de Cs y su dependencia con t.
Por lo tanto, cuando se generan mas moléculas de analito, se producen mas
colisiones soluto-disolvente y luego se produce mas energia térmica para
impulsar el movimiento de las moléculas de soluto, lo que da como resultado un

coeficiente de difusién mayor.
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Figura 2.12: Parametros cinéticos y de difusién de la muestra [As] = 0,05 ppb,
tomados del andlisis de las imagenes de las gotas de reaccion, h es la distancia
expresada en pixeles desde la base de la gota en cada momento. (a) Secciones
de la gota empleadas para el andlisis, (b) grafico de difusién 3D, (c) perfiles de
concentracion en diferentes momentos para una difusion no estable, (d)
variacion de los parametros D y Cs con el tiempo y (e) evolucion cinética de

pseudo primer orden de la formacion del complejo As(DDTC)s.

Los datos cinéticos se adquirieron en x = 80 pixeles, It e lo son la intensidad en
el tiempo ty t = 0 respectivamente. El rectangulo rosa representa el intervalo de
tiempo de inflexiébn en Cs. El valor y las unidades de D, Cs y las constantes de
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velocidad mencionadas son aplicables para las reacciones descritas en las

condiciones experimentales actuales.

2.5.4 Datos de segundo orden y modelo MCR-ALS.

2.5.4.1 Andlisis del conjunto de datos. Obtencion del gradiente de concentracion
Optimo

Los datos de segundo orden basados en imagenes digitales no cumplen con los
requisitos trilineales, pero pueden modelarse adecuadamente en una estructura
bilineal mediante MCR-ALS [40].

Con el tiempo y a medida que avanza la reaccion, se genera un gradiente de
concentracion de transferencia de masa dentro de la gota. Por lo tanto, es
necesario evaluar el tiempo en que se establece el gradiente de concentracion
optimo dentro de la gota. Para ello, debemos realizar un estudio de MCR-ALS
individual para cada uno de los fotogramas y para una serie de 5 soluciones
estandar que van desde 0,05 — 1,00 ppb As, utilizando los datos de las matrices
obtenidas previamente al dividir la gota en 15 secciones. En la Tabla 2.6, se
muestra los resultados de las lineas de calibracion, incluidas las cifras de mérito
para cada fotograma, en particular del fotograma 25 al 39. Como se puede ver
en la tabla, el fotograma 31 (igual a un tiempo de reaccion de 190 s) parece ser
el tiempo de reaccibn Optimo para que se genere el mejor gradiente de
concentracion en la gota. Observando su excelente coeficiente de determinacién
R? y su menor valor de S (estimador de ruido instrumental relacionado con la

varianza residual).

Tabla 2.6: Cifras de mérito o parametros de calidad analitica resultantes del
analisis individual de cada uno de los fotogramas del estudio de difusion dentro
de la gota.

Fotograma R? Pendiente Ordenada S
25 0,9742 8657 -632,2 631,5
26 0,9833 8717 -481,1 509,9
27 0,9826 8675 -325,5 516,9
28 0,9913 8617 -140,8 362,8
29 0,9968 7730 252,9 197,3
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30 0,9975 7595 485,9 169,2

31 0,9993 7247 773,8 84,89
32 0,9953 7027 1071 216,6
33 0,9788 6892 1362 454,5
34 0,9718 6635 1588 507,2
35 0,9657 6410 1746 541,6
36 0,9488 6234 1840 649,3
37 0.9441 5731 2320 625,3
38 0,9274 5524 2469 693,2
39 0,9198 5414 2520 716,9

2.5.4.2 Conjunto de calibracion

El mejor tiempo de reaccion se utilizo para ajustar el modelo de calibracion. La
Figura 2.13 muestra las sefiales registradas del conjunto de calibracion (0,00 -
1,00 ppb As). Como puede verse, la sefial registrada muestra un comportamiento
coherente, teniendo en cuenta que para el blanco la sefal analitica parece
ausente. Pero, por otro lado, cuando la concentracion aumenta, la sefial crece
proporcionalmente, esto significa que la sefal registrada cumple con la ley de
Lambert-Beer. La mayor parte de la sefial atribuida al perfil de difusion de la
reaccion dentro de la gota, se produce en el canal RGB azul, debido a que es el
complementario del color del complejo formado.

78



Distribucion de frecuencia
Distribucion de frecuencia

Distribucion de frecuencia

0.00 ppb As

0.10 ppb As

Distribucién de frecuencia
Distribucién defrecuencia

0.25 ppb As 0.50 ppb As

1.00 ppb As

Figura 2.13: Sefal analitica para el conjunto de calibracion.

Los datos de calibracién se organizaron en una estructura aumentada en forma
de columnas para poder manipularlos adecuadamente con un eventual cambio
de forma en los perfiles de difusion. Mediante un analisis de componentes
principales (PCA) se accedi6 al numero adecuado de factores, siendo 2 en este
caso (el primero relacionado con el complejo formado por el analito y el segundo
con el fondo espectral). Ademas, la descomposicion de MCR-ALS se llevo a cabo
bajo restriccién de no negatividad en ambos modos. Se aplicé la unimodalidad
solo para el perfil difusivo del analito. La optimizacién de ALS convergio después
de solo 3 iteraciones con perfiles puros fisicamente reconocibles, obteniendo
finalmente los resultados que se ven en la Figura 2.14Ay 2.14B. La linea pseudo
univariada se obtuvo por minimos cuadrados utilizando el area bajo los perfiles
de difusién y la concentracion de las soluciones de calibracién estandar. Se
obtuvo un modelo bien ajustado sin sesgo significativo estadistico al 95% de

confianza y con un coeficiente de determinacion (R?) muy cercano a 1 (Figura
2.14 C).
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ecuacion Y=773,8 + 7247*X y R?= 0,9993.

2.5.4.3 Cuantificacion de arsénico en aguas naturales

Para predecir la concentracion de As en muestras de agua natural, la matriz de
datos relacionada con una muestra especifica se colocé encima de la matriz
aumentada de los datos de calibracion, de a uno a la vez. De la misma manera
gue la solucién estandar, las muestras de agua natural fueron procesadas por
MCR-ALS. Se lograron modelos adecuados de MCR-ALS utilizando 3 o 4
factores dependiendo de la composicidon quimica de las muestras de agua
natural (el primero relacionado con el complejo formado por el analito, el segundo
con el fondo y los restantes son factores desconocidos). Las Figuras 2.15A y
2.15B muestran los resultados obtenidos para muestras de agua,

particularmente para la muestra 1.
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Fig.2.15: (A) y (B) Resultados tipicos obtenidos para muestras de agua, los
perfiles recuperados por MCR-ALS en modo color y difusivo respectivamente.

Para todas las muestras, ALS convergié con un namero maximo de iteraciones
menor o igual a 7, lo que permitio predecir la concentracion de As en las muestras
como valores similares al método de referencia (HG-ICP).

La Tabla 2.7 muestra algunos parametros estadisticos de la prediccion de As en

8 muestras de agua utilizadas.

Tabla 2.7: ParAmetros estadisticos de la prediccion de As en muestras de agua

natural.

wusstra Nominal - Prediecion gprgigre
Iteraciones

1 0,182 0,139 0,0075 4/5

2 0,715 0,730 0,0081 3/5

3 0,353 0,315 0,0060 4/5

4 0,698 0,721 0,0088 3/5

5 0,252 0,272 0,0065 4/4

6 0,418 0,443 0,0064 417

7 0,694 0,652 0,0080 3/5

8 0,513 0,463 0,0064 4/5
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El error porcentual relativo (REP) para el conjunto de muestras fue de 8,98%, y
también un error cuadratico medio de prediccion (RMSEP) de 0,03 pg L™
Ademas, se obtuvieron muy buenos valores de sensibilidad analitica (ANALsen
= 300,82), sensibilidad de la técnica (SENmcr = 1854) y selectividad (SEL =
0,995). El limite de deteccién (LOQ) resultdé con un valor igual a 0,0288 ug Ly
el limite de cuantificacion (LOQ) fue igual a 0,0872 ug L.

El modelo quimiométrico utilizado basado en MCR-ALS pudo cuantificar As
incluso en presencia de especies que interfieren, después de una
descomposicion de datos exitosa. Se analiz6 la presencia de algunos de los
interferentes mas importantes, como hierro, cobre o sulfatos, observandose que

los niveles estudiados no causaron interferencia en la metodologia propuesta.

2.6 Comparacion de resultados entre ambos métodos

La Tabla 2.8 muestra una comparacion entre los resultados obtenidos por el
Método cinético-color [50] versus el método de gradientes [68]. Este ultimo
presento valores mas bajos en la mayoria de las cifras de mérito, un mejor ajuste
del coeficiente de determinacion, valores LOD y LOQ mas bajos y una frecuencia
de muestreo mas alta. Por otro lado, presenta la ventaja de emplear menor
cantidad de un reactivo costoso y muy facil de descomponer como el borohidruro
de sodio. Por otro lado, cabe sefialar que en el método de gradientes no es
necesario realizar un seguimiento cinético de la reaccion, sino que con el uso de

un solo fotograma es posible cuantificar el arsénico en muestras de agua natural.

Tabla 2.8: Parametros analiticos comparativos entre el método cinético-color y

el de gradientes.

Método cinético-color Método de gradientes

LOD (ppb) 0,07 0.03
LOQ (ppb) 0,22 0.09
Frecuencia de 6 o]
muestreo (h1)
Borohidruro de sodio 0,1 (0,5% m v-) 0,1 (0,3% m v
(mL)
RMSEP (ppb) 0,05 0,03
REP% 13,60 8,98
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R2

0,9955 0,9996
SENwMCR 28561 1854
SEL 0,980 0,995
ANAL SEN 461,2 300,8
Fotogramas usados 50 1
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2.7 Conclusiones parciales

El método cinético-color automatico propuesto basado en CVAC asistido por
MCR-ALS para determinar el arsénico en muestras de agua tiene varias ventajas
sobre los métodos convencionales y presenta resultados similares a los
obtenidos con el método de referencia. Este método permite la determinacion
automética de arsénico en muestras de agua sin pretratamiento quimico/externo,
debido a la ventaja de segundo orden de los datos cinéticos de color, a los que
MCR accede correctamente. El sistema Flow-batch desarrollado conduce a la
simplicidad y al analisis rapido, ambas caracteristicas importantes para el trabajo
de rutina.

En comparacion con los sistemas automatizados disponibles comercialmente, el
nuevo método cinético-color permite llevar a cabo la deteccion de arsénico en
muestras de agua con un sistema automatizado facil de desarrollar y operar,
disefiado con dispositivos econémicos.

A lo largo del presente capitulo también se ha propuesto otro método basado en
CVAC pero a través de la generacion y control estricto de gradientes de
concentracion dentro de una gota que actlia como un sistema discreto (método
de gradientes). Este nuevo método, aporta ventajas al método cinético-color
propuesto en primera instancia [50] y a las técnicas espectroscopicas
tradicionales basadas en la generacién de hidruros [69] para la cuantificacion de
arsénico en muestras de aguas naturales. Entre las ventajas se puede
mencionar: (i) un menor consumo de uno de los reactivos mas importantes,
NaBHa, lo que resulta en una menor presion de gas sobre la gota dentro de la
camara de reaccion; (ii) tiempos de medicion mas cortos, ya que no es necesario
monitorear la reaccion durante un periodo prolongado vy (iii) mejores gradientes
de concentracion utilizando una sola imagen de lagotaent =190 s.

Ademas, también fue posible monitorear adecuadamente el proceso de difusion
de la reaccion para obtener As(DDTC)s en una gota de reactivo de AgDDTC.
Bajo la condicion operativa especifica propuesta en este capitulo y para los
valores de concentracion traza de arsénico, se observd una dependencia lineal
del coeficiente de difusion con el tiempo, caracteristica de un transporte de masa

no Fickiano.
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En ambos casos el modelado de datos logro la obtencién de los distintos perfiles
y la cuantificacion de arsénico con buena precision. Por lo tanto, los métodos
basados en imagenes digitales permiten la adquisicion de datos de mdultiples vias
y el posterior modelado para lograr una ventaja de segundo orden, cumpliendo
con los criterios de bilinealidad, requeridos por métodos como MCR-ALS.

Las caracteristicas de estos sistemas son el bajo consumo de reactivos y el
pequefio volumen de muestra que genera una pequefia cantidad de residuos, lo
que conduce a un menor costo por medicion y esta de acuerdo con los principios
de la quimica verde [70]. Asimismo, el analista no esta expuesto a vapores
toxicos de arsina, ya que la medicion se realiza en un sistema cerrado. Ademas,
no hay necesidad de utilizar instrumentos o reactivos costosos como en otras
técnicas espectroscépicas convencionales, como plasma acoplado
inductivamente o absorcion atémica.

También se debe tener en cuenta que debido a la ventaja de segundo orden
explotada por MCR-ALS, que permite la descomposicién exitosa de una matriz
de datos aumentada que contiene datos de imagenes digitales de segundo orden
en la contribucion del arsénico y las interferencias no calibradas a toda la sefial,
gue conduce a la determinacion de arsénico en muestras de agua natural sin
ningun tratamiento quimico externo; especialmente indicado para trabajar a

niveles de concentraciones traza.
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3.1 Introduccién

La contaminaciéon ambiental es un problema mundial. En particular, la
contaminacion del agua que provoca el deterioro del ecosistema acuéatico, en
detrimento de la calidad del agua y su biota [1-3]. Las aguas dulces son
vulnerables a la contaminacion debido a las consecuencias de la actividad
humana, desechos industriales, actividades agricolas y mineras. Las aguas
residuales e industriales, cuyos tratamientos de depuracidon son en ocasiones
ineficientes, se introducen en los sistemas de drenaje cuyo destino final son los
rios y los mares, lo que provoca el deterioro de los ecosistemas [4]. Debido a los
diferentes aportes de estos efluentes a los medios acuéticos, al contenido natural
de distintos metales presentes en suelos o rocas y a los lixiviados producidos por
las lluvias, la cuantificacion de contaminantes persistentes es un problema
complejo y de gran relevancia [5]. La contaminacién ambiental puede causar
intoxicaciones, enfermedades e incluso la muerte de los peces y es un grave
problema por su alta persistencia ambiental y su elevada toxicidad, incluso en
bajas concentraciones. La presencia de metales pesados en el agua puede tener
efectos devastadores en el equilibrio ecolégico del medio ambiente. Su
presencia no solo afecta al ecosistema y su fauna, sino también a los individuos
qgue los consumen, causando graves dafios a la salud humana, ya sea por
exposicién o por bioacumulacion [6]. La absorcion y acumulacion de diferentes
contaminantes varia entre los diferentes sistemas biol6gicos. Los metales
pesados son componentes traza naturales del ambiente acuatico y los peces en
su mayoria tienen una tendencia a bioacumularlos. Por ello, los humanos pueden
correr un gran riesgo debido a la contaminacion de la cadena alimentaria [7,8].

Para determinar la contaminacion ambiental se utiliza el biomonitoreo, que
permite acceder a informacion directa sobre el estado del medio acuatico
mediante el uso de organismos biolégicos para su caracterizacion, lo que resulta
en un valioso recurso para alertar sobre riesgos de toxicidad antes de que se
vuelvan criticos. El uso de bioindicadores ha cobrado gran importancia en los
altimos afos en los programas de biovigilancia. Son una valiosa herramienta
especifica para evaluar el estado fisiolégico y el estrés en los sistemas naturales
y promover la comprension de los mecanismos por los cuales los organismos

responden a los cambios ambientales [9-12]. Estos proporcionan informacion
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sobre la exposicidn y los efectos de las sustancias y también sobre los procesos
interactivos en condiciones naturales. Al ser la cuspide de la cadena alimentaria,
los peces reflejan los efectos directos e indirectos de la contaminacion y pueden
utilizarse como un buen biomarcador. El primer sistema multimétrico para
conocer la calidad del agua se desarroll6 para ser aplicado en peces y se utilizd
como modelo en otros organismos como los macroinvertebrados [13]. Los peces
se han utilizado ampliamente para evaluar la integridad bidtica en arroyos y rios.
En general, se consideran buenos indicadores de la calidad del medio ambiente,
por lo que la gran diversidad y abundancia de peces en rios, lagos y mares
indican que es un ambiente saludable para todas las demas formas de vida. Por
el contrario, una alta tasa de mortalidad o un alto porcentaje de peces enfermos
podrian ser causados directa o indirectamente por niveles considerables de
contaminantes [14-16]. La carpa comun (Cyprinus carpio) se utiliza con
frecuencia como bioindicador debido a que es un organismo relativamente facil
de capturar e identificar, se dispone de amplia informacion sobre las historias de
vida de las especies, esta presente en pequefios cuerpos de agua e incluso en
aquellos ecosistemas con ciertos niveles de contaminacion y generalmente se
utiliza como biomarcador centinela [17-20]. Estos peces habitan la zona del rio
Colorado y entre los metales bioacumulativos de interés ambiental y toxicolégico,
se encuentran cadmio (Cd) y plomo (Pb). Los metales pueden ser absorbidos
por difusiéon pasiva, transporte activo o endocitosis y su biodisponibilidad
dependera del origen y su especiacion quimica [21,22]. La concentracion
subletal de estos metales en el pez es de 5,0 ppm [23].

La determinacion de cadmio y plomo en diversas matrices se suele realizar
mediante técnicas tales como espectrometria de absorcion atdmica (AAS),
espectrometria de masas por plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) o
espectrometria de fluorescencia atbmica (AFS). Estas técnicas generalmente
son costosas, consumen gran cantidad de reactivos y requieren un analista
experimentado. En algunos casos, los procedimientos de extraccion son
prolongados y complejos [24-27]. Por otro lado, las técnicas electroquimicas,
fundamentalmente las técnicas voltamperométricas de pulsos y las de
redisolucion son ampliamente utilizadas para la cuantificacion de metales en
muestras de interés ambiental, particularmente por su alta sensibilidad,

selectividad, rapidez de medicién e instrumentacion relativamente econdmica.
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En cuanto a los electrodos indicadores empleados en estas técnicas, los
electrodos de pelicula de bismuto (BIFE) son muy utilizados ya que presentan
numerosas ventajas tales como sefales no distorsionadas (picos bien definidos)
y altamente reproducibles, resolucién de picos proximos y amplio rango lineal
[28,29]. El bismuto tiene la posibilidad de formar aleaciones multicomponentes,
con los metales en estudio lo que permite una adecuada deteccion de los
mismos. Estas aleaciones pueden ser depositadas en distintos soportes, como
electrodos de carbono vitreo, pasta de carbono, grafito, minas de lapiz,
electrodos serigrafiados (screen printed). Dentro de las formas de generar el film
de bismuto sobre los diferentes soportes, la modalidad “in-situ” permite generar
el film de bismuto, conjuntamente con la presencia de los metales a estudiar
[30,31]. Pierini y col. emplearon estos sistemas para la determinacién de cadmio
y plomo en muestras de productos apicolas de la zona del VBRC. Los sistemas
electroquimicos pueden ser automatizados para lograr mejoras en el desempefio
de los procesos analiticos, teniendo un aumento significativo en la frecuencia, y
exactitud de los andlisis. Estos sistemas permiten la manipulacion de sustancias
inestables y toxicas, y posibilitan un monitoreo continuo en cualquier proceso,
reduciendo los costos para grandes volumenes de andlisis y control de los
eguipamientos con una minima intervencion de los operadores. En tal sentido,
Eggly y col propusieron un prototipo que consta de un potenciostato con un
sistema automético Flow-batch que incluye una celda voltamperométrica con un
electrodo de film de bismuto aplicado a muestras de propéleos de la zona del
VBRC [32]. Estos sistemas Flow-batch asociados a una deteccién
electroquimica permiten ser empleados como una opcion atractiva en

laboratorios de analisis de rutina medioambientales.
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3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivos generales

Estudio de bioacumulacion de metales en peces que actian como
bioindicadores de contaminacion.

El presente trabajo se encuadra en un convenio marco de caracter
interdisciplinario, enfocado a la deteccion de estos contaminantes
antropogénicos en el VBRC que pueden afectar a las actividades urbanas y

agropecuarias.

3.2 Objetivos especificos

El estudio de bioacumulacion de plomo y cadmio se lleva a cabo en peces
Cyprinus carpio procedentes de la cuenca inferior del rio Colorado. La
determinacién de los metales se realiza disefiando un sistema automatico Flow-
batch y voltamperometria de redisolucion anddica de onda cuadrada con un
electrodo de film de bismuto como técnica de deteccidn.
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3.3 Materiales y métodos
3.3.1 Reactivos y soluciones
Todos los reactivos empleados fueron de calidad analitica y las soluciones

preparadas con agua ultra pura (18MQ).

v Se preparé una solucidon estandar de bismuto (lll) disolviendo una
cantidad adecuada de Bi(NO3)3-5H20 (99,999 %, Sigma-Aldrich) en 5 mL
de &cido nitrico al 20 % (v v1) y se llevd hasta 25,0 mL con agua.

v Las soluciones de trabajo de Pb(ll) y Cd(ll) se obtuvieron diluyendo la
correspondiente solucién estandar (1000 mg pLt, Merck).

v El electrolito de soporte fue buffer acido acético/acetato de sodio 0,1 M
(pH 4,50). Esta solucion se prepar6 empleando acetato de sodio
trinidratado y acido acético (Cicarelli).

v Buffer Tris-HCI 50mM pH 8,10 (Fluka).

3.3.2 Estudio de bioacumulacién de Cadmio y Plomo en Cyprinus carpio

En este trabajo de Tesis, se realizo6 un estudio de bioacumulacion de cadmio y
plomo en Cyprinus Carpio (carpa Comun) (Figura 3.1) capturados en el rio
Colorado y expuestos a diferentes concentraciones de metales. Los peces
fueron colocados en bateas con agua de rio para una aclimatacion progresiva y
posteriormente trasladados a peceras preparadas para su posterior estudio. En
las peceras se colocd un difusor de burbujas para generar un flujo de aire
constante y se proporcioné alimento seco artificial una vez al dia. Durante el
experimento, el pH del agua fue de 7,30 y la temperatura del agua de 20 £ 1 °C.
Para realizar el estudio de bioacumulacion se establecieron en funcion de la
bibliografia las concentraciones de estos metales a las que usualmente estan en
contacto las muestras capturadas [23]. Por lo tanto, los peces fueron expuestos
aleatoriamente a una solucibn que contiene cadmio y plomo con una
concentracion final de ambos de 5,0 ppm durante 24, 48 y 96 h (Tabla 3.1). Por
otro lado, se designo un grupo de control para cada grupo de exposicion, con
peces gue se encontraban en agua del rio Colorado, pero sin estar expuestos a
estos metales. El agua siempre fue aireada y renovada cada 24 h. Antes de
sacrificar a los peces, se determin6 su peso y longitud (Tabla 3.2), con el fin de

caracterizar la muestra. Posteriormente, se procedio a realizar la diseccion del
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pescado de manera tal de separar el higado, el cual se pes6 previo al
procesamiento para su posterior analisis (Figura 3.2).

Se homogeneizo una cantidad adecuada de tejido en Tris-HCI 50 mM (pH 8,10)
empleando un dispositivo piezoeléctrico ultrasonico durante 4 min y finalmente
se centrifugd durante 10 min. El sobrenadante se calent6 a 90 °C durante 5 min

y se filtr6 antes del andlisis electroquimico [33].

Figura 3.1:

Figura 3.2: Procedimiento de extraccion de los metales del higado de las carpas.
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Tabla 3.1: Protocolo experimental para la bioacumulacion de cadmio y plomo.

Peceral Pecera 2 Pecera 3

Cd 2,5 ppm 1,0 ppm 4,0 ppm
Pb 2,5 ppm 4,0 ppm 1,0 ppm
Total 5,0 ppm 5,0 ppm 5,0 ppm

Tabla 3.2: Peso y longitud de los peces utilizados en el analisis.

Pecera n Peso (9) Longitud (cm)
1 6 540 £ 12 30,1+25
2 9 810 £ 35 38,7+1,8
3 12 1008 + 99 416+1,6

n=nUmero de peces por pecera.

3.3.3 Cuantificacion de Cadmio y Plomo

3.3.3.1 Sistema Flow-batch con deteccidn voltamperométrica

Considerando que este capitulo esta enfocado al estudio de la bioacumulacion
de cadmio y plomo en Cyprinus Carpio como bioindicador de contaminacién de
las aguas del rio Colorado, se utiliz6 para llevar a cabo la cuantificacion
electroquimica de estos metales el sistema propuesto por Eggly y col. [32]. La
voltamperometria de redisolucion anddica de onda cuadrada (SWASV) se realizé
utilizando un prototipo (Figura 3.3) que consiste en un sistema Flow-batch
integrado con un potenciostato lab-made para la deteccién electroquimica de los
metales. Este dispositivo utiliza una plataforma basada en un microcontrolador
de bajo costo en un kit de hardware abierto Arduino. La reaccién electroquimica
tiene lugar en una camara de mezcla (CM) de 25,0 mL, que contiene una tapa
de PTFE con tres orificios para conectar los electrodos: electrodo de carbono
vitreo (GCE) como electrodo de trabajo, el electrodo Ag/AgCl (3M KCI) como

electrodo de referencia y un espiral de platino como contraelectrodo.
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Figura 3.3: Sistema embebido Flow-batch con deteccion electroquimica. MP:
bomba de diafragma; CM: cAmara de mezcla; AM: agitador magnético; Buffer:
solucion buffer 0,1 M de acético/acetato de sodio; H20: agua desionizada
ultrapura (>18MQ); Bis: solucion de bismuto acidificada; P/M: solucién estandar

de Cd, Pb o muestra. Fuente: Eggly y col. 2017.

3.3.3.2 Procedimiento para la cuantificacién de Cadmio y Plomo

Los experimentos se llevaron a cabo en la CM. EI GCE se pulié con una
suspension de alumina de 0,05 um y se enjuagd con agua desionizada. Con la
finalidad de estabilizar la superficie del electrodo de trabajo, se realizaron
voltamperogramas ciclicos entre -1,4 y -0,2 V empleando la solucion de
electrolito soporte (buffer acido acético-acetato de sodio pH 4,50), a una
velocidad de barrido de 100 mV s*. Las medidas de SWASV se llevaron a cabo
sumergiendo los tres electrodos en la celda CM que contiene el electrolito
soporte, 1000 ug L™ de la soluciéon de Bi®* y la solucién a analizar. De esta
manera se genera el film de bismuto “in-situ” sobre la superficie del electrodo de
carbono vitreo. El potencial de deposicion aplicado fue de -1,4 V durante 120 s
a una velocidad de rotacion del electrodo de trabajo de 6000 rpm. Luego, se
detuvo la agitacion y después de 10 s se registraron los voltagramas utilizando
un barrido de potencial de -1,2 V a 0,2 V. Los parametros de SWASV fueron:
salto de potencial (AEs) de 2 mV, amplitud de onda (AEsw) de 40 mV, frecuencia
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(f) de 25 Hz [32]. Estos pardmetros permitieron una buena resolucion de picos
de plomo y cadmio.

Finalmente, con el objetivo de limpiar la superficie del electrodo de trabajo, se
aplicé un potencial de 0,2 V durante 30 s bajo condiciones de agitacion de 6000
rom. Todos los experimentos se realizaron a temperatura ambiente y sin
eliminacién de oxigeno.

La Tabla 3.3 muestra los parametros Flow-batch utilizados para la determinacion
de cadmio y plomo en las muestras.

Antes del andlisis, se accionan las valvulas para que la muestra y respectivas
soluciones ingresen a los canales que se acoplan a la CM. Luego la solucién en
la CM es descartada al recipiente de desecho accionando la bomba de diafragma
MP5. Se enciende el controlador Flow-batch y se ingresan todos los pardmetros
detallados en la Tabla 3.3. Luego se activa MP1 durante 75 s para inyectar el
buffer, MP3 durante 25 s para que ingrese la solucion de bismuto y MP4 durante
5 s para incorporar la muestra a la CM. Estos pasos se realizan con agitacion
magnética. Posteriormente, se realiza la etapa de electrodeposicion durante 120
s, un tiempo de espera de 10 s y se procede a la etapa de redisolucién
empleando SWASV en 32 s. Finalmente, la CM es lavada y limpiada con agua

MP2 durante 480 s dejando la CM en condiciones para el proximo analisis.

Tabla 3.3: Procedimiento Flow-batch empleado.

Configuracién

Tiempo Volumen
Paso Evento de labomba
(s) (mL)
(uL) a 1Hz

1 Buffer (MP1) 75 200 15
2 Bismuto (MP3) 25 200 5
3 Muestra (MP4) 5 20 0,1
4 Electrodeposicion 120 - -
5 Espera 10 - -
6 Deteccion (SWASV) 32 - -
7 Limpieza 480 - -
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3.4 Resultados y discusién

3.4.1 Determinacién de cadmio y plomo. Parametros analiticos

Teniendo en cuenta la concentracion que los peces podrian presentar cuando
estan expuestos a dichos metales, se establecié el intervalo de valores de
concentracion de cadmio y plomo para la curva de calibrado en (1-30 pg L),
para ambos analitos, bajo las condiciones experimentales 6ptimas.

A continuacién, se presentan las curvas de calibracién para cadmio y plomo
donde Ipn representa la intensidad de corriente neta y C* la concentracion (ug L
1,

lpn= (0,244 * 0,009) C*cq + (0,192 £ 0,072) (R? = 0,996)

lon= (0,211 + 0,012) C*pb + (0,151 + 0,065) (R? = 0,998)

El limite de deteccién estimado como 3 veces Syx/pendiente fue de 0,88 ug Lty
0,92 pg L para el cadmio y el plomo respectivamente. La reproducibilidad se
evalu6 como el porcentaje de variacion de la desviacion estandar relativa
(RSD%) de seis mediciones independientes de 15,0 ug L* de soluciones de
cadmio y plomo. Los valores obtenidos fueron del 6,2% para el cadmio y del

5,3% para el plomo.

3.4.2 Estudio de bioacumulacion

Empleando SWASV y electrodo de film de bismuto se cuantifico la concentracion
de cadmio y plomo en las muestras de tejido de Cyprinus carpio empleadas para
el estudio de bioacumulacion.

Inicialmente se analizaron las muestras del grupo control, observandose que no
contenian niveles detectables de metales como se muestra en la Figura 3.4A (la
sefial a -0,2 V corresponde a iones Bi®*). Luego de esto, se procedié a cuantificar
ambos analitos en las muestras sometidas a bioacumulacion. En la Figura 3.4B
se muestra a modo de ejemplo, las sefales de plomo (-0,52 V) y cadmio (-0,74
V) en una muestra luego de 48 h de exposicion a los metales.

Los resultados obtenidos del estudio de bioacumulacion de estos analitos se
detallan en la Tabla 3.4. En la misma se muestra el contenido de cada metal
expresado como ug/g de tejido, en funcién del tiempo de exposicion en las
respectivas peceras. En la Figura 3.5 se puede observar unas graficas para

cadmio y plomo que plasman visualmente los resultados obtenidos.
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Se puede observar que la acumulacién de metales pesados en el higado de la
carpa aumenta paulatinamente durante el periodo de exposicion, presentando el
mayor aumento durante las primeras 24 h de exposicion. En las siguientes horas
el aumento no es significativo.

Enla Pecera 1, el orden de acumulacion de metales pesados fue Pb > Cd, siendo
gue ambos se encontraban en el agua con la misma concentracion, hecho que
concuerda con los resultados hallados en la literatura [23]. En la Pecera 2, en
donde la concentracion de Pb era 4 veces superior respecto a la de Cd y el orden
de acumulacion de metales pesados fue Pb > Cd. Finalmente, en la Pecera 3 el
Cd estaba en una concentracion 4 veces superior al Pb y el orden de
acumulacion de metales pesados fue Cd > Pb.

En todos los casos, ambos analitos se absorben muy rapidamente durante las
primeras 24 horas. Por otro lado, se puede observar en la Tabla 3.4, que en la
Pecera 2 aumenta la concentracion de estos metales después de las 48 horas,
mientras que en las peceras 1y 3 no hay variaciones detectables luego de este
tiempo.

Los contenidos de plomo y cadmio en las muestras con 48 h de bioacumulacion
en las tres peceras fueron validados por la técnica de espectrometria de emision
atomica de plasma acoplado inductivamente (ICP-AES) y los resultados

obtenidos fueron satisfactorios (Tabla 3.5).

4]

0,00025 0,00025
0,00020 0,00020

0,00015 0,00015

0,00010 0,00010

Intensidad (A)
Intensidad (A)

0,00005 ~ 0,00005 Cadmio
Plomo

0,00000 ~ 0,00000

T T T T T 1 T T T T T

T T T T
-4 1,2 -1,0 -0,8 -0,6 -04 02 0,0 02 14 12 -1,0 -0,8 -0,6 -04 02 0,0
Potencial (V) Potencial (V)

Figura 3.4: A) Voltagrama para una muestra de Cyprinus carpio extraida del rio
Colorado perteneciente al grupo control. B) Voltagrama para una muestra de

Cyprinus carpio luego de 48 h de exposicion a los metales.
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Tabla 3.4: Bioacumulacién de metales en cada pecera para los diferentes

tiempos medidos.

Pecera 1 Pecera 2 Pecera 3
Cd Pb Cd Pb Cd Pb
2,5 ppm 2,5 ppm 1,0 ppm 4,0 ppm 4,0 ppm 1,0 ppm
Mg/g de tejido
24 h 8,5+0,3 9,9+0,1 20+03 140+06 129+03 25%0,2
48 h 104+0,8 11,6+0,6 20+0,1 147+05 132+0,1 25%0,1
96 h 10,5+0,6 11,9+0,7 24+0,2 151+0,7 134+0,2 2,6+0,1

Tabla 3.5: Comparacién del método propuesto con el de referencia ICP-AES.

Pecera 1
Mg/g de tejido

Pecera 2
Mg/g de tejido

Pecera 3
Hug/g de tejido

Cd Pb Cd Pb Cd Pb
Método
104+0,8 11,6+0,6 2,0+0,1 14,7+05 13,2+0,1 25+0,1
propuesto
ICP-AES 11,1+05 10,8+0,3 221204 152+05 129+0,2 2,7+x0,1
RSD % 6,3 7,4 9,1 3,3 2,3 7,4
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Figura 3.5: Bioacumulacién de metales en funcion del tiempo para las diferentes

peceras.
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3.5 Conclusiones parciales
Teniendo en cuenta el origen natural y antrépico del plomo y cadmio y sus
caracteristicas quimicas en cuerpos de aguas naturales, hay grandes riesgos
gue exista un problema potencial de contaminacion para el rio Colorado en su
cuenca inferior, debido a la amplia actividad agropecuaria de la region, y otros
procesos de contaminacion generados a partir de los impactos antropogénicos.
En el presente trabajo se realizé la cuantificacion de plomo y cadmio en peces
Cyprinus Carpio procedentes del VBRC para implementarla:

v' Bajo las condiciones reales del rio.

v' En estudios de bioacumulacién temporal de metales contaminantes en la

biota.

v' Para la deteccién temprana del estresor en el medio ambiente acuatico.
Se comprobdé que existen relaciones significativamente positivas entre las
concentraciones de cadmio y plomo en el tejido de los bioindicadores y los del
agua, lo que indica que la principal biosorcién/acumulacion de metales por parte
de los peces fue a través de la misma. Los resultados obtenidos sefialaron que
en la especie Cyprinus carpio no existe relacion entre la presencia de metales
pesados y su longitud.
Para la cuantificacion de los metales, se empled un sistema Flow-batch con
deteccidn electroguimica empleando la técnica de SWASV y un electrodo de film
de bismuto. Los resultados obtenidos demostraron que mediante dicha técnica
se pueden determinar concentraciones muy bajas de metales a niveles incluso
inferiores a los de bioacumulacién de los peces.
La metodologia resultdé sencilla, de bajo costo y el sistema automatico
desarrollado podria incorporarse facilmente a monitoreos de cuerpos de agua
para detectar posibles contaminaciones que resulten toéxicas para los
organismos que alberga.
Las muestras obtenidas del rio Colorado, no contenian niveles de metales
detectables, concluyendo que el agua en la region se encuentra en condiciones
adecuadas para la vida acuatica con respecto a estos metales. En un futuro y
dando continuidad al convenio Marco, se deberian realizar estudios de

bioacumulacién en sedimentos y seleccionando un bioindicador adecuado.
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Conclusiones Generales

Los logros y probables aplicaciones obtenidos en esta Tesis son genuinamente
posibles a partir de esta original colaboracion interdisciplinar. En funcién de los
objetivos planteados y teniendo en cuenta la importancia del Convenio Marco
para la region del Valle Bonaerense del rio Colorado, en esta Tesis se

desarrollaron los siguientes trabajos:

v Se realizd una evaluacion estadistica hidrolégica temporal para

monitorear cambios y/o anomalias ambientales en tiempo real.

v Se desarrollaron dos trabajos interdisciplinarios que permiten automatizar,
miniaturizar y simplificar las etapas de las operaciones de analisis para la
determinacién de arsénico en aguas naturales involucrando una gota
suspendida (“lab in a drop”) mediante el empleo de imagenes digitales y

el modelo quimiométrico MCR-ALS.

v' Se llevé a cabo un estudio de bioacumulaciéon de plomo y cadmio en
peces Cyprinus carpio procedentes de la cuenca, empleando un sistema
automéatico Flow-batch y voltamperometria de redisolucion anddica de
onda cuadrada con un electrodo de film de bismuto como técnica de

deteccion.

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral pueden ser transferidos a las
autoridades del INTA-CORFO y por ende a las autoridades de la Provincia de
Buenos Aires. Por lo expuesto anteriormente, el empleo de sistemas analiticos
para el monitoreo de los analitos estudiados en aguas naturales es de suma
importancia debido a su vulnerabilidad a cambios asociados a presiones

naturales y antropogénicas derivadas de las actividades productivas de la region.
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Durante el periodo comprendido en esta Tesis, se obtuvo la siguiente

productividad:

PUBLICACIONES EN REVISTAS CIENTIFICAS

v' Computer-vision based second-order (kinetic-color) data generation:
arsenic quantitation in natural waters. Federico Belén, Federico D.
Vallese, Lisa G.T. Leist, Marco F. Ferrdo, Adriano de Araujo Gomes,
Marcelo F. Pistonesi. Microchemical Journal 157 (2020), 104916. DOI:
10.1016/j.microc.2020.104916

v' Exploiting a gradient kinetics and color histogram in a single picture
to second order digital imaging data acquisition with MCR-ALS for
the arsenic quantification in water. Federico D. Vallese, Federico Belén,
Paula V. Messina, Adriano de Arauljo Gomes, Marcelo F. Pistonesi.
Sensors and Actuators: B. Chemical 342 (2021) 130079. DOLl:
10.1016/j.snb.2021.130079

ARTICULOS ACTUALMENTE EN EVALUACION

v An improved successive projections algorithm version to variable
selection in multiple linear regression. Luciana S. Canova, Federico D.
Vallese, Marcelo F. Pistonesi, Adriano de Aradjo Gomes. Chemometrics
and Intelligent Laboratory Systems.
CHEMOLAB-S-22-00128

v' Colorado river (Argentina) water crisis scenarios and influence over
irrigation water quality conditions. Mariano Trillini, Jorge O. Pierini,
Luciana Dunel, Marcelo F. Pistonesi, Federico D. Vallese. Agricultural
Water Management
AGWAT-S-22-01091

ARTICULOS EN REDACCION
v' Determination of cadmium and lead in bioindicators of the Colorado
river. Use of a bismuth film electrode. Sofia Stupniki, Federico D.
Vallese, Marcelo F. Pistonesi.
v' Water quality index for human and livestock consumption purposes

in the Buenos Aires valley of the Colorado River (Argentina). Federico
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D. Vallese, Mariano Trillini, Luciana D. Guerra, Marcelo F. Pistonesi, Jorge

Pierini.

PRESENTACION EN REUNIONES CIENTIFICAS

9o Congreso Argentino de Quimica Analitica. Rio Cuarto, 7 al 10 de
noviembre de 2017. “Evaluacion de la variacion espacial y estacional de la
calidad del agua del rio Colorado utilizando técnicas multivariadas”. Luciana
Dunel Guerra, Mayara Ferreira Barbosa, Federico D. Vallese, Yael Robein, Mario
César Ugulino de Araujo, Ana M. Martinez, Juan |. Vanzolini, Marcelo Pistonesi.

19° Encuentro Nacional de Quimica Analitica (ENQA) y 7° Congreso
Iberoamericano de Quimica Analitica (CIAQA). Caldas Novas, Brasil, 16 al
19 de septiembre de 2018. “Sistema automatico “lab in a drop” para la
determinacion de arsénico en aguas naturales empleando videos digitales”.

Federico Belén, Federico D. Vallese, Marcelo Pistonesi, Adriano de Araujo

Gomes.

10m° Congreso Argentino de Quimica Analitica. Santa Rosa, 17 al 20 de
septiembre de 2019. “Cuantificacion de arsénico en aguas naturales empleando
porfirina de manganeso como sensor espectrofotométrico”. Caio V. de Lima,

Federico D. Vallese, Julio S. Reboucas, Marcelo F. Pistonesi.

10m° Congreso Argentino de Quimica Analitica. Santa Rosa, 17 al 20 de
septiembre de 2019. “Determinacién de cadmio y plomo en bioindicadores del
rio Colorado. Empleo de un electrodo de film de bismuto”. Sofia Stupniki,

Federico D. Vallese, Marcelo F. Pistonesi.

10m° Congreso Argentino de Quimica Analitica. Santa Rosa, 17 al 20 de
septiembre de 2019. “Generacion de datos de segundo orden basados en la
visiobn computarizada”. Federico D. Vallese, Federico Belen, Marco Flores

Ferrdo, Marcelo F. Pistonesi, Adriano de Araljo Gomes.

8v° Congreso Internacional sobre gestion y tratamiento integral del agua.
Congreso Virtual, Cordoba, 5-6-12-13 de noviembre de 2020. “Andlisis de la
influencia de la calidad del agua sobre los cultivos en la cuenca inferior del rio
Colorado”. Luciana Dunel Guerra, Federico D. Vallese, Yasmin Safe, Mariano

Trillini, Marcelo F. Pistonesi, Juan I. Vanzolini, Jorge Pierini.
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AmeriGEO Week 2021. Congreso Virtual, El Salvador, 23 al 27 de agosto de
2021. “Evaluacion del indice de calidad del agua de la cuenca del rio Colorado
(Argentina) para la gestion futura de la cuenca hidrografica”. Federico D. Vallese,

Jorge O. Pierini, Mariano Trillini.

AmeriGEO Week 2021. Congreso Virtual, El Salvador, 23 al 27 de agosto de
2021. “Evaluacion de la calidad del agua mediante monitoreos y practicas
agricolas sostenibles para aumentar la productividad en la cuenca del rio

Colorado, Argentina”. Mariano Trillini, Jorge O. Pierini, Federico D. Vallese.

Il Congreso Internacional de Rios y Humedales (CRYH 2021). Congreso
Virtual. Colombia, 25 al 31 de octubre de 2021. “Valle Bonaerense del rio
Colorado, efectos de la actividad humana o variabilidad climatica”. Federico D.

Vallese, Jorge O. Pierini, Mariano Trillini, Marcelo F. Pistonesi.

Il Congreso Internacional de Rios y Humedales (CRYH 2021). Congreso
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Mariano Trillini, Jorge O. Pierini, Federico D. Vallese, Marcelo F. Pistonesi.

11v° Congreso Argentino de Quimica Analitica. Congreso Virtual,
Corrientes 30 de noviembre al 3 de diciembre de 2021. “Cuantificacion de
aluminio y vanadio en muestras de implantes ortopédicos empleando
espectroscopia UV-VIS y MCR-ALS con restriccion de correlacién”. Federico
Belén, Federico D. Vallese, Adriano de Araujo Gomes, Paula V. Messina,

Marcelo F. Pistonesi.

11v° Congreso Argentino de Quimica Analitica. Congreso Virtual,
Corrientes 30 de noviembre al 3 de diciembre de 2021. “Sistema microfluidico
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Araujo Gomes, Marcelo F. Pistonesi.

11v° Congreso Argentino de Quimica Analitica. Congreso Virtual,
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