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RESUMEN

La importancia de la medicién de As (lll) en aguas naturales proviene de la gran
contaminacion de las aguas naturales en Estados centrales de México con este
componente toxico y cancerigeno. Actualmente para la determinacién de
concentracion de As (lll) se aplican métodos instrumentales de laboratorio como:
Espectrometria de Absorcion Atdmica (AAS), Plasma Acoplada Inductivamente

(ICP) y Cromatografia que necesitan equipos complicados y costosos.

El As (Ill) tiene afinidad grande al oxigeno y la presencia de éste lo convierte
facilmente en As (V) que es mucho menos toxico que el As(lll). La oxidacion de
As(Ill) durante el tiempo de transporte de las muestras de aguas naturales al
laboratorio afecta bastante y contribuye a la obtencién de resultados falsos para la
concentracion real de la forma toxica del arsénico: As(lll). Este problema se puede
resolver desarrollando un método simple y aplicable “in-situ” que permita medir las
muestras inmediatamente. La cuantificacion de especies de arsénico “in situ” es
de una gran importancia para obtener resultados correctos, porque las Normas
requieren conservacién de las muestras con la adicion HNO3; o EDTA [1] que

cambia el equilibrio entre As (lll) y As (V)

Para resolver el problema se propone un nuevo método para la deteccion y la
cuantificacion del As (lll), basado en:

e La técnica voltamétrica con alta resolucion y sensibilidad: Voltametria
Diferencial de Pulsos Alternativos (DAPV) [2].

e Electrodos de BDD con superficie modificada con nano-particulas de Au y
TiO, que proporcionara alta sensibilidad debido de la afinidad del Au al
As(lll) y propiedades de adsorcion de TiO,



La modificacion de la técnica voltamétrica DAPV permite su aplicacion en modos
de: “stripping” catédico y anddico con la aplicaciéon de electrodos solidos
modificados y de mediciones directas, sin extraccion de As (lll) en laboratorio

aplicando métodos quimicos.



CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES

La contaminacion de aguas naturales con Arsénico es un problema grave para los
Estados centrales de México como Durango, Coahuila y Jalisco. Esta
contaminacion proviene de varios procesos naturales y artificiales: degradacion de
desechos industriales, lixiviacion de pesticidas, procesos de erosion de rocas y
minerales con la contribucion de las lluvias acidas, procesos magmaticos,
procesos industriales como: mineria, fundicibn de metales, plantas carbo-

eléctricas etc.

Figura 1.1 Arsénico

Figura 1.2 Arsenopirita



Méas de dos millones de mexicanos podrian sufrir alteraciones en el sistema
nervioso, digestivo y respiratorio debido al consumo de agua contaminada con
arsénico. El arsénico tiene dos efectos sobre la salud humana: su toxicidad y sus
propiedades cancerigenas. El efecto téxico del arsénico actia sobre todos los
organos del cuerpo humano y los nifios son mas sensibles a intoxicaciones con

arsénico que los adultos.

Los métodos industriales de rutina utilizados para el tratamiento de agua potable
no pueden eliminar este contaminante. En algunos Estados de México las
concentraciones de arsénico son mas altas que lo permitido por las Normas
Oficiales Mexicanas (0.05 mg/l). El limite maximo permisible de la Organizacién
Mundial de la salud sobre la concentracion de arsénico en agua potable es 0.01
mgl/l. [3]

La Unica manera prevenir la intoxicacién con arsénico es la purificacion local (en
casa) con la aplicacion de cartuchos de intercambio i6nico combinado con
medicion de concentraciones. El desarrollo de un método simple y confiable es el

objetivo de este proyecto.

Existen dos estados de oxidacion de arsénico: As (Ill) y As (IV) La forma trivalente
As (Ill) es 10 veces mas toxica, la dosis letal para adultos es 1-4 mg/kg de peso de
cuerpo humano. Para otros compuestos de arsénico la dosis letal estan entre 1.5
mg/kg y 500 mg/kg [4]. La toxicidad de compuestos de arsénico depende del
grado de oxidacion, la estructura quimica y solubilidad en medios bioldgicos y
disminuye en el siguiente orden: arsina > As*™ inorganico > As*® organico > As*®

inorganico > As*® organico > arsenico elemental [5].
La toxicidad del As (lll) esta basada sobre la inhibicién de varias enzimas celulares

contenidas en grupos sulfhidrilo blogueando el consumo celular de glucosa, la

oxidacion de acidos grasos y la produccion de glutacion.
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La toxicidad del arsénico pentavalente ocurre como resultado de la reduccion a
arsénico trivalente y se parece a fosfatos inorganicos y sustitutos de fosfatos en la
respiracion celular. El cuerpo humano se protege particularmente con la metilacion

del arsénico, produciendo metabolitos menos téxicos y mas extraibles [6]

Los métodos utilizados para controlar la calidad de agua incluyen la medicion de
concentraciones de arsénico. La alta toxicidad de arsénico (lll) determina la
necesidad de medicion de concentraciones muy bajas en el rango de ppb y
distinguirlo del As(V) (la forma de arsénico menos toxica). Los métodos de
Cromatografia lonica (IC) acoplada con ICP-MS, Espectrometria de Absorcién
Atémica por Generacion de Hidruros (HGAAS) y la Espectrometria Atémica
Fluorescente (AFS) pueden proveer informacion de las especies de arsénico en
formas inorganica y organica. Desafortunadamente estos métodos son muy

complicados y requieren de equipo sofisticado y costoso. [7-12]

Los métodos electroquimicos proveen mediciones precisas de concentraciones
bajas en el rango de ppb de As (lll) con la aplicaciéon de equipo simple y barato.
Estan publicadas muchas aplicaciones de la voltametria desarrolladas para la

medicion de concentraciones de arsénico como aplicaciones de los métodos:

e Voltametria de Disolucion Anddica (ASV)
e Voltametria de Disolucién Catédica (CSV)
e Voltametria Diferencial de Pulsos de Disolucion Anddica (DPASV)

e Voltametria Diferencial de Pulsos de Disolucién Catddica (DPCSV)
Para la determinacién de arsénico con varios tipos de materiales utilizados como

electrodos con superficies puras y modificadas como: Hg, Pt, Au, carbono etc. [13-
25]
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e Simm et al [26] describe un método que involucra vibraciones metalicas con
frecuencias de audio y electroanalisis para deteccion de arsénico con

electrodo de oro.

e El método Anodic Stripping Voltammetry fue aplicado por Dai et al [27] con
electrodo de carbono modificado con nanoparticulas de oro. Donde un

limite de deteccion (LOD) como 0.0096 ppb fue obtenido.

e Alternativamente se han utilizado ligandos tales como ditiocarbamato de
pirrolidina para acomplejar arsenita, la cual es adsorbida sobre electrodo de
gotas de mercurio HMDE [28]

e Fueron desarrollados también métodos para separacion de las dos formas
de arsénico utilizando resinas i6nicas de intercambio que

desafortunadamente no se puede aplicar “in-situ” [29, 30].

Existen métodos calorimétricos comerciales como “kit” para aplicacion “in-situ”.
Generalmente estos métodos proveen resultados para la concentracion de
arsénico total solamente. Por ejemplo, el mas frecuentemente utilizado Merck Test
Kit [31] obtiene resultados como: <10 o >100 mg/l y no puede diferenciar entre
estos dos valores. Muchos métodos fueron desarrollados para ser aplicados “in-
situ”: electroquimicos [18], colorimétricos [31, 33, 34] y fotométricos [35].
Unicamente los métodos electroquimicos son simples, sensibles, baratos, con

capacidad para distinguir las especies de arsénico [35].

La medicion de la concentracion de As (lll) aplicando la voltametria es
enmascarada por la interferencia de otros metales como: Pb (1), Cu (Il), Sb (lll),
Ag (1), Se (1V), Bi (ll), Hg (II), Fe (1), TI (I) cuyos picos de potencial son cercanos
al potencial de pico de As (lll). Entre ellos, el cobre (Il) es el contaminante mas
comun en todas las aguas en el mundo en concentraciones relativamente altas.

Por esto el cobre (Il) representa un problema potencial para la medicién de As (lll),
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cuando se aplican métodos voltamétricos y especialmente en modo “stripping”. El
cobre se co-deposita como compuesto intermetalico CusAs, y como metal puro,
cambiando el potencial de pico de arsénico en fase de disolucion o formando un

segundo pico empalmando el pico de As (llI).

Para evitar este problema, Lown et al [36] desarroll6 un método para la deteccion
de arsénico basado en la oxidacién de As(lll) hasta As(V) utilizando un electrodo
de Pt en celda de flujo de tipo “flow-through”. Williams et al [37] desarrolld un
meétodo voltamétrico de impulsos con la aplicacion de electrodo rotatorio de Pt. El

problema de estos métodos es la baja sensibilidad de mediciones.

Hasta el momento existen muchos tipos de electrodos sélidos aplicados en la
deteccidén de As (lll): Cui et al [38] describe un electrodo de carbono modificado
con nanoparticulas de platino. Electrodos con superficies de capa delgada de
oxido de iridio (ITO) modificados fueron aplicados con oro [40-42] o con aplicacion
de polimetros [42-44]. Desafortunadamente la aplicacion de todos los tipos de
electrodos sélidos es limitada por el “efecto de la memoria”. El electrodo HMDE
con superficie de mercurio renovada tiene una aplicacion limitada debida a la

toxicidad del mercurio. [45-50].

La problematica durante la medicion “in-situ” de la concentracion de As (lll) en
niveles ppb sin interferencias de otros metales (particularmente el cobre)
contenidos en el agua es probable. Las técnicas analiticas espectrométricas son
técnicas costosas, sofisticadas y solo pueden ser aplicadas en laboratorio. Las
técnicas analiticas voltamétricas como DDP, DPASV, DPCSV son técnicas
simples y baratas pero no tienen suficiente resolucion y son desarrolladas hasta el

momento en electrodos sin efecto de memoria o no téxico para aplicacion “in-situ”.

La aplicacién de la técnica voltamétrica con alta resolucién y sensibilidad DAPV

desarrollado por Zlatev [1] muestra una modificacién para ser aplicada en modo
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“stripping” catddico y anddico combinado con electrodos con superficie modificada,

cambiables de uso Unico puede resolver este problema.
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1.2 Planteamiento del Problema

El Arsénico es un metaloide de alta toxicidad que en la actualidad se encuentra
presente en sus diferentes estados de oxidacidn en aguas naturales superficiales
y subterraneas. Los rios, lagos y lagunas donde se encuentra el metaloide son

importantes fuentes abastecedoras de agua para consumo humano.

Por lo general, se puede encontrar el arsénico en su estado de oxidacién As**
(arsenito) en aguas subterraneas y As°* (arseniato) en aguas superficiales, que es

donde se tiene un mayor contenido de oxigeno [51].

En México se ha identificado este problema en diferentes regiones que incluyen a
los estados de Baja California Sur, Chihuahua, Coahuila, Durango, Guanajuato,
Hidalgo y Morelos [52-53], donde se rebasa el limite maximo permisible de
Arsénico de 10ug/L establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-127SSA-1-
1994 para el afio 2004, lo que representa problemas de moderados a graves para

la salud publica [54].

La presencia del Arsénico en estas aguas se debe a distintas causas, entre
algunas de ellas esta la contaminacioén por pesticidas utilizados en el campo y
agricultura, por contaminacion industrial, de las plantas de procesamiento de
minerales y por disolucion en los lagos y rios al pasar el agua por las rocas donde
se puede encontrar incrustado el metaloide [55-58].

La ingesta del Arsénico es muy riesgosa para la salud debido a que el cuerpo
humano no lo desecha, éste se acumula en el organismo y si su consumo es
prolongado, pueden ocurrir distintas enfermedades cronicas, tales como cancer de
piel, arsenicosis, problemas con la presion arterial, entre otras [59] (ver Figura
1.3).
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Figura 1.3 Enfermedades de la piel por ingesta de Arsénico

El As (lll) tiene una toxicidad aproximadamente 10 veces mayor a la del As (V),
convirtiéndolo asi en un contaminante ambiental de gran importancia [60]. La
Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) ha establecido un
limite maximo permisible de 10mg/L para el As (lll) en agua potable y es por eso
que la determinacion de éste es de gran importancia para los conocimientos

ecolégicos.

Comunmente, el Arsénico se encuentra en aguas contaminadas por otros
componentes toxicos y el Plomo en su estado de oxidacion (1) es con frecuencia
uno de ellos. El As (Ill) en bajas concentraciones se oxida a As (V) en presencia
de Fe (Il) 6 Fe(lll) debido al oxigeno disuelto durante el almacenamiento o el
transporte de la muestra de agua, arrojando resultados no confiables para la

concentracion de ambas especies [61-65].

Existen algunos métodos usados para detectar la concentracion de Arsénico, entre
ellos se encuentran los métodos espectrales, como la espectrometria de absorcién
atobmica acoplada inductivamente (ICP), espectrofotometria, asi como la
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), pero generalmente se aplican en
muestras de laboratorio, dando asi resultados poco confiables de concentracion
de As (lll). Sélo la aplicacion de un método de analisis in-situ puede resolver este

problema.
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1.3 Objetivos

Objetivo general.

El objetivo general de la tesis es: desarrollar un método voltamétrico a base de la
técnica Voltametria Diferencial de Pulsos Alternativos para medir in-situ la

concentracion de Arsénico (Ill) en aguas naturales.

Objetivos especificos.

1. Modificar la técnica DAPV [1] (Voltametria de Pulsos con Alta Resolucién) y

aplicarla para medir in-situ el arsénico (lll) en aguas naturales.
2. Desarrollar la técnica con un electrodo desechable con superficie modificada

para ser aplicable en mediciones de bajas concentraciones de arsénico (Ill) en

presencia de metales pesados.
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1.4 Justificacion

La mayoria de métodos analiticos instrumentales enfocados en la medicion de la
concentracion de arsénico sirven en general para medir la concentracion total del
arsénico sin distinguir su estado de oxidacibn. Como se ha comentado
anteriormente, el As (lll) es la especie mas importante respecto a la toxicidad que
éste representa para el ser humano. Por otro lado, el As (lll) se oxida facilmente
hasta As (V), lo que provoca resultados falsos en la evaluacion de la toxicidad del
agua. Es por eso el desarrollo de un método confiable aplicable in-situ para medir

solamente la concentracién de As (Ill) en aguas naturales.

18



CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1 Arsénico y sus propiedades quimicas

El arsénico es un elemento quimico que pertenece a la tabla periddica cuyo
namero atémico es el 33. El arsénico raramente se presenta en estado sdlido, es
mas comun encontrarlo en forma de sulfuros. Se considera a este elemento como
un metaloide debido a que presenta propiedades entre los metales y los no

metales.

Figura 2.1 Arsénico gris metalico puro

Se le conoce la propiedad al arsénico de ser un compuesto extremadamente
toxico. Este metaloide es utilizado en la fabricacién de semiconductores y algunos
de compuestos de arsénico se usan como componentes de algunos

medicamentos.
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2.2. Diferentes especies del Arsénico

Arseniato As(V)

Arsenito As(lIl)

Acido dimetilarsinico DMAY
Acido dimetilarsenioso DMA"
Oxido de trimetilarsina TMAO"
Arsenobetaina AB

Cation tetrametilarsonio TMA*
Arsenoazlcares

Arsenolipidos

AsO>
Arscniato

Cf{,
O—A';s—OH
OH

Acido monometilarsénico

Cf—l,
CH;—A}S—O

CH,

Oxido de tnmetilarsina

CH,
CHAs—CHsCOO"

CH,
Arscnobetlaina

CH,
CHr¢F—CHrCH£nl

O

Dimetilarsinoiletanol

CH,
O —A:s —OH
CH,
Acido dimetilarsinico
CH,
CHr¢F—CH,
CH,

I6n tetrametilarsénico

CP,
CH;—AIS:—CH:—CHQOH

CH,
Arscnocolina
CH,
O—Al.s'—CH-
CH,
Arsenoazucares HO OH

Figura 2.2 Estructura de las especies de arsénico
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2.2.1. Especies de arsénico inorganicas 0

Arseniato As (V): HzAsOy , HoAsOy4 , HASO,> y AsO," HO—As—OH

OH
Es la especie mas difundida en el ambiente.

U Mayoritaria en agua y suelos.
O Presente en plantas, algas y animales acuaticos terrestres.
U Mayoritaria en agua potable con altos niveles de As.

Los arseniatos tienen mayor capacidad de ionizacion debido a la presencia del
doble enlace, la molécula que al perder el ion hidrégeno por la disociacion, queda

con carga negativa formando varios aniones segun las ecuaciones:

H,AsO, —2¢22 s 4 AsO, +H " =0
HASO,  + H™ —2 s AsOX + H*

100

80

60

40

% especies

20

Figura 2.3 Equilibrio de los compuestos de As (V) en formacién de pH
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Arsenito As(lll): HsAsOs, HoAsO3', H,AsOy4 , H,AsO4% en pH entre 5 a 9.

As,
\ “OH
OH

HO™~

Acido arsenioso

El arsenito:
U Presente en aguas, suelos y seres vivos de forma minoritaria.

U Considerada durante mucho tiempo la especie arsenical mas toxica.

Como resultado de la disociacion del &cido arsenioso caracteristico en aguas

subterraneas con pH mayor de 7, se presentan las siguientes formas:
Ka=9,2 — Kal4,22
H,AsO, —PK&=22 s H AsO; +H*—2 >
2— K,=19,22 3—
HAsO; + H™ —F== >AsO; +H"

100
80 H.AsO,
i 15
2 60
@
Q_ =
>
20 H.AsO.
I HAsO.*
0 | 2 | 1 1
< TR 5 & 7 8 9 19 11
pH

Figura 2.4 Equilibrio de los compuestos de As (lll) en formacion de pH
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v' Diagrama potencial redox (Eh)-pH del sistema Arsénico — Oxigeno — Agua

El arsénico esta entre los elementos quimicos con estado de oxidacion, el cual

depende de condiciones como el potencial redox (Eh) y pH:
Bajo condiciones oxidantes, predomina As(V) sobre As(lll), en la forma

de H,AsO,~ (en pH < 6.9) y en la forma de HAsO4* (en pH mayor).
En pH < 2 (extrema acides) especie dominante es H3zAsO,.
En pH > 12 (extrema basicidad): especie dominante es AsO,>.

En condiciones reductoras y pH < 9.2, predomina especie neutra

H3zAsOs3.
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Figura 2.5 El equilibrio de los compuestos de As (lll) en formacién de pH y potencial redox del
sistema Fh

En aguas superficiales, el As (V) predomina sobre el As (Ill) mientras que en las

aguas subterraneas pueden estar presentes ambos.
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2.2.2. Especies de arsénico organicas

Las especies de arsénico organicas son ampliamente distribuidas en la atmésfera,
sistemas acuaticos, suelos, sedimentos y tejidos biologicos. El As (V) y el As (ll)
se unen al carbono de grupos funcionales organicos por enlaces covalentes
formando especies como alquil y arilderivados. Participan en la metilacion
mediada biolégicamente que ocurre en organismos terrestres y marinos y que
convierte el arsénico inorganico en compuestos metilados de toxicidad moderada

0 no toxicos.

Referente al agua en forma particular tienen mayor importancia las especies

siguientes:

Formas organicas del H,AsO3 - arsenato,
- HAsCH30O" - metilarsenato,

- As(CHj3),0" -dimetilarsenato,

Formas organicas del H,AsOs - arseniato,
- HAsCH3;0, - metilarseniato,

- As(CHj3),0; - dimetilarseniato

Las formas orgénicas de arsénico suelen aparecer en concentraciones menores
que las especies inorganicas, aunque pueden incrementar su proporcion como
resultado de reacciones de metilaciébn catalizadas por actividad microbiana
(bacterias, algas). Las formas organicas dominantes son: el acido dimetilarsinico
(DMAA, (CH3)2AsO(OH)) y el acido monometilarsonico (MMAA, CH3AsO(OH),),

donde el arsénico esta presente en ambos casos como As (V).
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2.2.3. Orden de la toxicidad de las especies de arsénico inorganico y

organico y Norma de concentracion maxima permitida en el agua potable.

La toxicidad de las especies de arsénico disminuye en el orden siguiente [66]:

As" > 6xido de monometilarsina (MMAsQO") > dimetilarsénico (DMAsOY) >

monometilarseniato (MMAsO") > As”

y estas especies pueden ser transformadas de una en otra debido a su actividad

biolégica, el potencial redox o el pH.

La forma trivalente As (lll) es 10 veces mas téxica, la dosis letal para adultos es 1-
4 mg/kg de peso de cuerpo humano. Para otros compuestos de arsénico la dosis
letal estan entre 1.5 mg/kg y 500 mg/kg [67]. ElI cuerpo humano se protege
particularmente con la metilacion del arsénico, produciendo metabolitos menos

toxicos y mas extraibles [6]

La OMS (Organizacion Mundial de la Salud) advierte que la maxima
concentracion de Arsénico segura en el agua para la salud es de 10 ppb [18],
aunque la Norma Oficial Mexicana es de 50 ppb. Los métodos industriales de
rutina utilizados para el tratamiento de agua potable no pueden eliminar este
contaminante 'y como resultado en algunos Estados de México las
concentraciones de arsénico son mas altas que lo permitido por Normas Oficiales
Mexicanas. Por ejemplo en Chihuahua: hay aguas subterraneos con
concentracion de Arsénico total 49 - 750 ug/l. El arsénico puede encontrarse en
aguas superficiales también en las aguas subterraneas, las cuales son la principal

fuente de arsénico en agua potable.

En otros paises hay aguas subterraneas mucho mas contaminadas con arsénico

gue México. Por ejemplo en Calcuta, India fue medida concentracién de arsénico
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total 50 — 23,800 ug/l y en Cordoba, Argentina: 100 — 3800 ug/l. EI Promedio
mundial es menos que la Norma de 10 ug/l.

2.3. Métodos espectroscoépicos utilizados para la determinacién de arsénico

Existen varios métodos para la determinacion de las especies de arsénico y

arseénico total (la suma de las concentraciones de todas las especies).

Tabla 2.1 Limite de deteccién de métodos aplicados para la determinacion de As

Método Limite de Deteccion, ug/l

Colorimétrico con Dietilditiocarbamato de plata 5

Colorimétrico con Azul de molibdeno 1-15
AAS con Generacion de hidruros 0.1
ICP con Generacion de hidruros 0.1
AAS - ET 0.05
ICP-MS 0.03
Fluorescencia de rayos X 50

Cada uno de estos métodos tiene sus caracteristicas analiticas como sensibilidad

y resolucién y su campo de aplicacion [59-64].

2.4 Métodos Electroquimicos utilizados para la determinacion de arsénico

Los métodos electroquimicos proveen mediciones precisas de concentraciones

bajas en el rango de ppb con la aplicacion de equipo simple y barato. Estan
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publicadas muchas aplicaciones de la voltametria desarrolladas para la medicion

de concentraciones de arsénico usando:

- Voltametria de Onda Cuadrada (SWV)

- Voltametria Diferencial de Pulsos (DPV)

y sus modos de Disolucion Anddica o Catddica:
- Voltametria de Onda Cuadrada de disolucién anédica (SWASV)
- Voltametria de Onda Cuadrada de disolucién catodica (SWCSV)
- Voltametria Diferencial de Pulsos de Disolucién Anddica (DPASV)
- Voltametria Diferencial de Pulsos de Disolucién Catodica (DPCSV)

Varios tipos de materiales fueron utilizados raramente como electrodos con
superficies puras y modificadas tales como: Hg, Pt, Au, carbono etc. [38-40]. Simm
et al [26] describe un método voltamétrico para la deteccion de arsénico con
electrodo de oro. El método ASV fue aplicado por Dai et al [68] con un electrodo
de carbono modificado con nano particulas de oro con un limite de detecciéon
(LOD) alrededor de 0.0096 ppb. Alternativamente se han utilizado ligandos, tales
como ditiocarbamato de pirrolidina para acomplejar el arsenito, la cual es
adsorbida sobre una superficie de HMDE [69]

Fueron desarrollados también métodos quimicos para separar las dos formas de
arsénico utilizando resinas ionicas de intercambio que desafortunadamente no se

puede aplicar “in-situ” [70, 71].

La medicion de la concentracion de As (lll) aplicando la voltametria se puede
complicar debido a la interferencia de otros metales presenten en la muestra tales
como: Pb(ll), Cu(ll), Sb(), Ag(l), Se(lV), Bi(ll), Hg(l), Fe(l), TI(I) cuyos
potenciales de picos son cercanos al potencial de pico del As (lll). Entre ellos esta
el Cu (ll), que es el contaminante mas comun en todas las aguas en el mundo en

concentraciones relativamente altas. Por esto el Cu (ll) representa un problema
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potencial para la medicién de As (lll) cuando se aplican métodos voltamétricos y
especialmente en modo “stripping”. El cobre se co deposita como compuesto
intermetélico CuszAs, y como metal puro, cambiando el potencial de pico de
arsénico en fase de disolucion o formando un segundo pico enmascarando el pico
de As (lll).

Para evitar este problema, Lown et al [72] desarroll6 un método para la deteccion
de arsénico basado en la oxidacién de As (Ill) hasta As (V) utilizando un electrodo
de Pt en celda de flujo de tipo “flow-through”. Williams et al [73] desarroll6 un
método voltamétrico de impulsos con la aplicacién de un electrodo rotatorio de Pt.
El problema de estos métodos es la baja sensibilidad de mediciones.

Hasta el momento existen muchos tipos de electrodos sélidos aplicados en la
deteccion de As (lll): Cui et al [74] describe un electrodo de carbono modificado
con nanoparticulas de platino. Electrodos con superficies de capa delgada de
oxido de iridio (ITO) modificados con oro fueron aplicados [75 - 77] o con

aplicacion de polimetros [77 - 79].

Desafortunadamente la aplicacién de todos lo tipos de electrodos sélidos esta
limitada por el “efecto de la memoria”. El electrodo HMDE con superficie de
mercurio renovada tiene una aplicacion limitada debido a la toxicidad del mercurio
[80 — 85].

Que se presente una problemética durante la mediciéon de la concentraciéon “in-
situ” del As (lll) en niveles ppb sin interferencias de otros metales (particularmente
el cobre) contenidos en el agua es probable. Las técnicas analiticas
espectrométricas son técnicas costosas, sofisticadas y para ser aplicadas en
laboratorio. Las técnicas analiticas voltamétricas como DDP, DPASV, DPCSV son
técnicas simples y baratas pero no tienen suficiente resolucion y son desarrolladas
hasta el momento con electrodos sin efecto de memoria 0 no toxico para

aplicacion “in-situ”.
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La aplicacion de la técnica voltamétrica con alta resolucion y sensibilidad DAPV [1]
muestra una modificacion para ser aplicada en modo “stripping” catédico y anddico
combinado con electrodos con superficie modificada, intercambiables de uso Unico

puede resolver este problema.

2.5. Método voltamétrico con alta resolucién DAPV y sus caracteristicas

analiticas

La voltametria es uno de los pocos métodos analiticos que proporciona una alta
sensibilidad, con un limite inferior de deteccion (LOD) y una alta resolucion en la
determinacidén simultanea de especies en matices concentrados. Otras ventajas
son los procedimientos simples de pre tratamiento de la muestra, asi como un
tiempo corto y bajo costo de las determinaciones. Sin embargo, la aplicacion de la
voltametria se ha restringido recientemente debido a la toxicidad del mercurio, el
material mas utilizado como electrodo de trabajo en el pasado. El electrodo de
mercurio puede ser sustituido con éxito por materiales sélidos, como se ha

demostrado por muchos autores [86 - 88].

Las determinaciones simultdneas de voltamétrica de las parejas de especies que
tienen potenciales de semionda E1» muy cercano tales como Pb ** y TI *; In 3ty
Cd %, Co * y Ni ", etc. Asi como las parejas de especies con una relacién de

concentracion muy alta son problemas que se presentan.

En la aplicacion de técnicas de voltametria como Voltametria Diferencial de Pulsos
(DPP) [89 - 93] o Voltametria de Onda Cuadrada (SWP) [94 - 102] ocurre un
empalme picos, por lo que la medicion precisa de alturas de los picos es
complicada y como consecuencia, las determinaciones de la concentracion siguen

siendo insatisfactorias.
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La aplicacion de algunos procedimientos de separacion preliminar quimicos o la
aplicacion de electrolitos soporte adecuados que contienen agentes especificos
formando complejos permiten limitar o incluso superar el problema. Sin embargo la
aplicacion de estos métodos hace el andlisis largo y en algunos casos menos

preciso [56].

La explotacion de algunos de los procedimientos matematicos de procesamiento
de datos, tales como APC [103, 104] pueden ser utiles, pero desafortunadamente
este método es también bastante complicado y puede resultar en una disminucion

de precision.

Una forma mas simple y eficiente proporcionando una mejor separacion de los
picos es la aplicacion de algunas de las técnicas de segundo orden voltamétrica
como Radio-Frecuencia Polarografia (RFP) [105, 106], el diferencial de Faraday
Rectificacion Polarografia (DFRP) [107] o Polarografia de Segundo Orden
Armonica AC (SHACP) [108 - 115].

La forma del voltagrama que se registre de estos métodos corresponde a la
derivada de primer orden del pico: un pico catddico seguido inmediatamente por
un pico anddico. Esta forma de la curva permite que los picos queden situados
ambos lados de la linea de cero, lo que sera util para la determinacion de la
concentracion en caso de un empalme de picos. Muchas reacciones
electroguimicas sin embargo, llegan a ser irreversibles en la aplicacién de
frecuencias altas aplicadas en RFP (0,1 MHz hasta 6,4 MHz), lo que disminuye la
sensibilidad de las determinaciones [116, 117]. Por otro lado, la sensibilidad de
algunas técnicas de segundo orden (tal como SHACP) no es satisfactorio [59]. La
combinacion optima de alta sensibilidad y simplicidad instrumental esta alcanzada
en el DPP y el SWP que permite su amplia aplicacién. Desafortunadamente los
equipos electronicos especificos no comerciales requeridos por las técnicas de
segundo orden gque limita su uso mas amplio, a pesar de su poder de resolucién

superior.
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La aplicacion de la técnica DAPV, suministré una alta resolucion como la de las
técnicas de segundo orden, combinada con la alta sensibilidad y sencillez
instrumental. La sensibilidad de DAPV fue determinada por los criterios comunes y
la resolucion se evalué comparativamente con las otras técnicas voltamétrica en
las mismas condiciones, ya que los iones par ideal no existen se proporcionan las
propiedades que corresponden a la definicién estricta de poder de resolucion [118
- 120].

2.5.1. Principios del Método Voltamétrico DAPV
v’ Caracteristica Corriente — Potencial de un sistema electroquimico

Las reacciones electroquimicas reversibles de difusion controlada son descritas
por la siguiente ecuacion, la curva de rendimiento en forma de ola que tiene un

punto de inflexion para E = Ej» [121]:

RT, I,—1
E=E«»+ —|nt1—t 1
1/2 nFn I, ()

Donde:

E es el potencial,

E1/, es el potencial medio de la onda,

R es la constante de los gases,

T es la temperatura absoluta,

n es el numero de electrones transferidos,
F es la constante de Faraday,

I, es la corriente limite,

I es la corriente instantanea.
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Todos los métodos voltamétricos aplicados recientemente como DPP, SWP, asi
como los de segundo orden utilizan esta relacibn no lineal. Las pequefas
desviaciones del potencial en forma de pulsos rectangulares (DPP y el SWP) o
senoidales (técnicas de segundo orden) generan respuestas actuales los cuales

siguen la pendiente de esta curva | / E, produciendo curva con forma de pico.

La curva dIy/E tiene la forma de pico con una altura proporcional a la
concentracion del analito, y el potencial de pico correspondiente a E1, desplazado
con dE/2[89-93, 122, 123].

Las técnicas voltamétricas del segundo orden se basan en el efecto de
rectificacion de Faraday, descrito por primera vez por Doss y Agarwal [124 - 126]
como "efecto cinético redox". Su teoria se explica mas adelante por Oldham [127],
Delahay et al. [128, 129] y otros [130 — 137]. Una de sus formas de manifestacion
es la aparicion de un componente de la CC ifr actual resultante de la superposicion
de una amplitud pequefia (<RT / nF) y la tension sinusoidal bipolar en el electrodo
principal de potencial E. La frecuencia puede ser muy alta, de hasta 6,4 MHz,
como fue reportado por Barker [105, 106], asi como por debajo de 1 kHz segun lo
informado por Saur [29]. Como se muestra en Barker, Saur y Chernenko [105,
137, 138], la aparicidén de los efectos de la rectificacion Faradaica se debe a la no
linealidad de E / | caracteristica Unica y que no depende de la frecuencia, que

pueden influir en la amplitud de una respuesta Unica.

2.5.2. Caracteristica Corriente — Potencial del método DAPV

Como se ha demostrado tedricamente por Delahay et al. [125], la corriente de la
respuesta generada por rectificacion faradaica y la respuesta generada por el
método potenciostatico son iguales, o que demuestra que el origen de ambas
respuestas es el mismo: la no-linealidad de la E / E caracteristica de la reaccién

electroquimica.
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El mismo tipo de respuesta podria esperarse si la superposicion de pares de
pulsos rectangulares del potencial E con amplitudes iguales (< RT / nF) y duracion
(de 1 a 100 ms), pero polaridades opuestas (+ dE y DE- respectivamente) y con un
tiempo de retardo entre ellos, de acuerdo con la Figura 2.6A. La combinacion de
esta forma de potencial con un procesamiento de sefal de acuerdo a la ecuacion
(4), ontiene un método voltmétrico: con alta resolucion como los métodos de
segundo orden (RFP y DFRP) y con alta sensibilidad y simplicidad instrumental de
los métodos DPP y SWP.

! /
/
-dip +
dlp
A | +dio
Tiempo
-dlp <E
+dlp >
+dE
B < C
Tiempo

Figura 2.6 Forma de pulsos utilizados en la técnica voltamétrica DAPV

La superposicion de pulsos catddicos y anddicos rectangulares generan pulsos de
corriente respectivamente descrito por las ecuaciones siguientes: (2) y (3) [92,
123, 139]:

P
AC(~dE) % o ;7)2 (2)

22
n“F
dl =
P- RT
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22
P
dip, =0°F ACdE\/E—+ (3)
RT nt (1+P,)?

dE, nF dE, nF
con: P_= E-E,,,——)—]and P, = E-E =) —1,
_ =exp[( V275 )RT] = exp( 1/2 1 > )RT]

Donde:

R es la constante de los gases,

T es la temperatura absoluta,

n es el numero de electrones transferidos,
F es la constante de Faraday,

A es el area del electrodo,

C es la concentracion,

dE es la amplitud del pulso,

D es el coeficiente de difusion y

t es el tiempo de retraso de medicion de corriente

Estés ecuaciones son validos para las reacciones reversible, y la reversibilidad
puede ser cuantitativamente fiable caracteriza por la técnica propuesta por

Osteryoung et al. [62].

De acuerdo a las ecuaciones (2) y (3) para E = const, los valores absolutos de la
respuestas faradicas catddica y anddica no son iguales en general. Su diferencia
se debe a la no linealidad de la I-E caracteristica del sistema electroquimico,
expresada por la ecuacion (1), que se ilustra en la Figura 2.6C.

Para cada valor del potencial E principal el desplazamiento de la respuesta de

pulsos media se puede expresar por la siguiente ecuacion valida para las

reacciones electroquimicas reversibles:

22
dip="F ACdE\/E[ . P 4 4)
RT mt (1+P,)% (@1+P.)?
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La curva dIp/E pasa tres veces por cero como se muestra cualitativamente en la
Figura 2.7A. Las curvas 1 y 2 presentan las respuestas anddica y catddica de
acuerdo a las ecuaciones (2) y (3), mientras que la curva 3 representa Sus

resultados: la curva DAPV.

Para las reacciones electroquimicas irreversibles, esta curva es asimétrica similar
a la curva registrada por DPV, que puede ser muy util en la determinacion de las

especies gue tienen potenciales de la semionda cercanos.
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10 r 08 b -50 mV
08 | o5t
0.6 F . -40mv
i o 041
% 0,4: ] i -30mv
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o 02F 3 — -20mv
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T 00F g -5mv
€ E = r
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4 3 z r
04} 04l
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L _08 L
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S B N T B Qo b b e b L L
0.20 -0.15 -0.10 -0.05 0.00 0.05 0.10 015 0.20 -0.16 -0.12 -0.08 -0.04 0.00 0.04 008 0.12 0.16
E-E12 (V) E-E12(V)

Figura 2.7, A: Respuesta de la corriente provocada por pulsos anédicos y catodicos (curvas 1y 2)

y su suma — la curva DAPV (curva 3); B: DAPV curva en funcion de la amplitud de los pulsos

De acuerdo con la ecuacién (4) las alturas de los picos (para la misma
concentracion) dependen de la amplitud del pulso dE tal como se presenta
graficamente en las Figuras 2.7B y 2.8B. De acuerdo con la ecuacion (4), la
amplitud de la respuesta de la corriente se eleva con el cuadrado de la dE (la
amplitud del pulso), como se muestra en la Figura 2.8B. Una completa

presentacion 3D de la ecuacion (4) se muestra en la Figura 2.8A, donde la
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P

Normalized dl

Current, pA

inclinacion de respuesta actual se representa frente a la E potencial del electrodo y

la dE la amplitud del pulso.

Normalized Peak Height

Pulse amplitude (mV)

Figura 2.8, A: 3D Curva DAPV tedrica, B: Altura del pico como funcién de la amplitud de los pulsos
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Figura 2.9. Curvas DAPV reales

36



La curva real coincide muy bien con

las Figuras 2.9y 2.10.
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Figura 2.10, Comparacion de la resolucion de DPV y DAPV con una muestra real

Las curvas DPP y DAPV en la Figura 2.10 muestran la resolucién elevada del

método DAPV. Los picos de Pb #*y Tl *, tal como los picos de In * y Cd #* no se

pueden distinguir en la curva DPP, mientras en la curva DAPV cada uno de estas

especies tiene su pico por separado. Eso permite determinar las concentraciones

de las especies presentes en conjunto en la muestra sin la aplicacion de métodos

quimicos para separar las especies.

37



CAPITULO 3. METODOLOGIA

Técnica Voltamétrica: El método propuesto en este proyecto esta basado en la
técnica DAPV [1]. En esta técnica se aplican dos impulsos con polaridad
alternativa que permiten para cada componente medido obtener en la curva
corriente — potencial picos menos anchos con parte positiva y parte negativa. En
caso de la medicibn de componentes con potenciales de picos muy cercanos y
que pueden interferir, uno de los componentes sera determinado por el pico
positivo, y el otro por el pico negativo, aumentando la resolucion 6 veces con

respecto de técnica DPP.

Para aplicar la técnica DAPV en modo “stripping” anddico y catédico el
cronograma de impulsos deber ser modificado, haciendo el periodo entre cada
pareja de impulsos cero y cambiando el orden de impulsos segun el modo
catodico o anddico.

Electrodo: La aplicacion de electrodo de gota de mercurio tiene muchas ventajas
como la reproducibilidad muy precisa de la superficie, sobre el potencial de
hidrogeno en la mayoria de los electrolitos soportes, pero también una desventaja
grande, la toxicidad y alto costo del mercurio. Sin embargo, el electrodo de
mercurio tiene una ventaja que no se puede realizar con ninguno de los electrodos
sélidos: no tiene “efecto de memoria” y cada muestra se mide con la superficie del
electrodo limpia. El efecto de memoria de electrodos solidos se puede eliminar
utilizando electrodos desechables de uso Unico y también electrodos reusables de
superficie inerte que se puede limpiar facilmente (con HNOj3; por ejemplo sin
cambiar el estado de la superficie). Los electrodos desechables tienen una
reproducibilidad de superficie no muy alta que afecta la precision de las
mediciones. Estos problemas se puede resolver utilizando electrodos sélidos de
superficie inerte y uso multiple como por ejemplo el BDD (Diamante Dopado con

Boro) que permite limpiar la superficie sin cambiar su estado.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Electrodo de BDD (Diamante Dopado con Boro) y sus modificaciones

La ventaja principal del electrodo de BDD es su superficie inerte que permite su

aplicacion multiple sin “memoria” combinado con su rango aomplio de potenciales.

4.1.1. Preparacion del electrodo de BDD

El diamante sintético altamente dopado con boro que proporciona una buena
conductividad eléctrica fue depositado sobre obleas de Si (100) con tamafios de 5
x 5 mm, utilizados para la preparacion de electrodos de trabajo usados en la

determinacién de arsénico por voltametria.

El contacto eléctrico se hizo desde el lado de la cara del BDD para evitar la
resistencia de la oblea. Una pequefia gota de pasta de plata curada a temperatura
ambiente se puso en contacto con una parte muy pequefa de la superficie, junto
con un alambre delgado que sirve como contacto. El area de contacto fue aislado
con una gota de resina acrilica y el alambre delgado estaba conectado a la
terminal del electrodo. El electrodo de BDD se aplico verticalmente para evitar la
acumulacion de gases en su superficie producida durante los procesos

electroquimicos.

Para obtener mejores resultados (sensibilidad mas grande) en determinacién de
As (llI) con el electrodo de BDD una activacion del mismo con la deposicién de
nanoparticulas de Au y TiO, fue aplicada. ElI As (lll) forma compuestos en la
superficie de Au debido a su afinidad quimica que facilita la reaccion
electroquimica y como resultado aumenta la sensibilidad. Por otro lado, el TiO,
proporciona propiedades de un adsorbente fuerte y especifico de As (lll) que
aumenta la concentracion local del As (lI) en la superficie del electrodo y también

la sefal analitica.
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4.1.2. Modificacion del electrodo BDD con Au

El procedimiento propuesto por Yamada et al. [140] se aplicé sin cambios donde
se utilizaba una concentracion muy baja (50 mM / |) de sal de oro en H,SO,. Las
propiedades del electrodo modificado con Au estaban verificadas aplicandolo para
mediciones de la concentracion del As (lll) en soluciones modelos. Los resultados

de estas mediciones son presentadas abajo.

4.1.3. Modificacion del electrodo BDD con TiO».

El procedimiento propuesto por Kavan et al [141] adaptado posteriormente por
Manivannan et al. [142] para la modificacion del BDD con TiO, fue aplicado. El
oxido de Ti (IV) se deposita en el potencial electroquimico constante de una
solucién acuosa diluida (50 mM/L) de TiCl; a pH = 2. El porcentaje de la cobertura
de la superficie deTiO, en funcién del tiempo de deposicion, alcanza valores
alrededor de 75%.

Figura 4.1, Foto SEM de la superficie de BDD. Area Visible: 4 x 3 ym
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Los resultados obtenidos con la aplicacién de los electrodos modificados y sin
modificaciones permitieron evaluar el efecto de adsorciébn de As (lll) sobre la
superficie de TiO, y también su influencia sobre la sensibilidad de la determinacion
de As (lll). La superficie de BDD modificada se visualizé aplicando un SEM (ver
Figura 4.1).

Seis electrodos de BDD de tamafios iguales se prepararon y sus superficies se
han modificado (activado) por nanoparticulas de oro, aplicando el procedimiento
desarrollado por Yamada antes mencionado. A continuacion, cinco de los
electrodos fueron modificados por la aplicacion de TiO, obteniendo asi diferentes
porcentajes de cobertura de la superficie, sin la aplicacion de un tratamiento

térmico a 450 ° C de acuerdo con el procedimiento propuesto por Kavan [141].

4.2. Aplicacion de los electrodos de BDD en la determinacién de As (lll)

La técnica de Voltametria Diferencial de Pulsos en modo de disoluciéon anddica
(SWASV) se aplico como técnica analitica utilizada para la cuantificaciéon del

As(Ill) en aguas naturales.

Durante la etapa de deposicion del arsénico sobre la superficie del electrodo fue
aplicado un valor de potencial de - 400 mV con respecto de (Ag / AgCl)
provocando una reduccion de As (lll) a As (0). ElI As (0) formd una capa mono
molecular sobre la superficie del electrodo. Durante la etapa de la disolucién
anadica el As (0) se oxida de nuevo hasta As (lll) en el valor de potencial cerca de

0 V con respecto de (Ag / AgCl).

Las nano particulas de oro depositadas en la superficie de BDD juegan un papel
importante durante la formacién de compuestos intermetélicos con el As (0)
durante la etapa de deposicion, mientras que el TiO, aumenta la concentracién

local del As (lIl) sobre la superficie del electrodo.
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Debido a la conductividad insignificante de los depdsitos de As (0), una pelicula de
monocapa solo se puede formar en la superficie del electrodo de BDD durante la
deposicion por electrdlisis de As (lll). EI aumento del tiempo de deposicion no
puede influir mucho en el porcentaje de recubrimiento de la superficie del
electrodo con As (0) depositado sobre su superficie debido a que la formacion de
mono capa que cubre la superficie completa del electrodo la hace aislante y logra
que la deposicidén electroquimica sea imposible. Como resultado, la demasiada
prérroga del tiempo de deposicion no resulta en el aumento de la altura del pico
registrado durante la etapa de disolucion anddica que limita el rango de la
determinacion de respuesta lineal. La solucion de este problema exige una
regulacion preliminar del tiempo de deposicion de acuerdo a la concentracion del
As (111).

La presencia de TiO, afecta a la primera etapa del analisis: la deposicion por
electrolisis que resulta en un aumento de la concentracion local de As (lll) en la
superficie del electrodo (X = 0) debido a las propiedades adsortivas del TiO, hacia
el As (llIl). Como resultado el tiempo de deposicion debe ser mas corto comparado
con la aplicacion de electrodo de BDD no modificado con TiO,. Evitando la
saturacion de la superficie con As(0) y salir fuera del rango de la linealidad.

Una familia de curvas SWASV de As (lll) en el rango de concentracién de 0 a 50
ppb en solucién buffer de fosfato PBS con pH = 5 utilizado como electrolito de
soporte registrado en electrodo de BDD de 25 mm? modificado con Au/TiO, se
presentan en la Figura 4.2. Los parametros del experimento fueron los siguientes:

potencial de deposicion, E g4ep = - 0,4 V, tiempo de deposicion = 60 s.

La influencia del porcentaje de cobertura de TiO, sobre el aumento de la altura de
pico de As (lll) se muestra en la Tabla 4.1. EI aumento del porcentaje de la
cobertura de la superficie del BDD por diéxido de titanio controlado por el tiempo
de deposicion provoca el aumento de la altura de pico del As (lIl). Este efecto sin

embargo, aparece para mayores porcentajes de cobertura (> 45%) solamente.
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Este hecho se explica por la distribucion no uniforme de las nanoparticulas de

TiO,y Au en la superficie del BDD.
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Figure 4.2, Familia de curvas SWASYV para As(lll) con concentraciones de 0 hasta 50 ppb en buffer
PBS con pH =5 sobre electrodo de BDD modificado con Au/TiO,

Debido a la propiedad de las nanoparticulas de Au como zonas activas sobre las
cuales se deposita el As (0) durante la primera fase del analisis se pela a saber,
las nanoparticulas de TiO, deben estar ubicadas muy cerca de las nanoparticulas
de Au al aparecer el efecto del aumento de la sefial analitica que ocurre nada mas
en porcentajes altos de cobertura con TiO,. Practicamente el TiO2 y la distribuciéon
de las nanoparticulas de Au en la superficie de BDD no estan relacionados el uno
con el otro y su distribucion es cadtica. Por eso, la mayor cobertura de la superficie
de TiO2 BDD aumenta la probabilidad de deposicion de TiO, cerca del Au

aumentando asi el efecto de la adsorcion del TiO».
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Tabla 2. La altura del pico en funcién del porcentaje de cobertura con TiO,.

Porcentaje de cubertura con TiO, Aumentacion de la altura del pico %
10 0
22 0
31 0
45 3
58 22
75 57

4.3. Comparacion con electrodos de BDD no modificados

En la Figura 4.3 se presenta la curva de calibracion (B) basada en los picos
presentados en la Figura 4.2 realizados con un electrodo de BDD modificado con
AU/TiO,. La curva A corresponde a las mismas concentraciones de As (lll) en las
mismas condiciones pero con la aplicacion de electrodo de BDD modificado

solamente con Au.
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Figura 4.3, Curvas de calibracién de 0 a 500 ppb As(lll) in PBS, pH = 5. A: electrodo de BDD
modificado con Au; Curva B: electrodo de BDD modificado con Au y TiO,.
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El aumento de la sensibilidad de la determinacion del As(lll) esta determinada por:

49.8 % con respecto al resultado obtenido con el electrodo no modificado

4.4. Determinacion da As (lll) en presencia de Pb(ll)

La medicion confiable de las concentraciones de As (lll) en muestras reales de
aguas naturales requiere que se conozcan las interferencias de las otras especies
en las muestras. Hay un contaminante, el Pb (ll) que interfiere mas que los otros
en la determinacion de As (lll) porque casi siempre viene en conjunto con el As(lll)
en las aguas contaminadas y ademas su potencial de pico esta muy cerca del

potencial de pico del As (lll).

Para encontrar las mejores condiciones para medir de manera simultanea el As(lll)
en concentraciones muy bajas y el Pb(ll) varios electrolitos de soporte fueron
aprobados. La naturaleza del electrolito de soporte determina el potencial del pico
porque el anion forma complejos mas estables con una de las especies
determinadas, puede desplazar su potencial en direccibn negativa. De esta
manera la diferencia entre los potenciales de picos se aumenta permitiendo

determinarlos de manera simultanea.

Los resultados obtenidos en diferentes electrolitos de soporte mostraron que la
altura de pico de arsénico es mas alta en 1M/L HCI. La sensibilidad de las
mediciones en los otros electrolitos de soporte no es satisfactoria porque no se
pueden medir las concentraciones previstas por las Normas con precision. Para
determinar los mejores valores de los parametros por el método DAPV como
duracion de los pulsos y el intervalo de tiempo entre los pulso catodico y pulso
anddico estan determinados los potenciales de pico de As(lll) y Pb(ll) en 1 M HCI

como electrolito de soporte.
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4.4.1. Determinacion de los potenciales de picos de As(lll) y Pb(ll) aplicando

la técnica DPP con soluciones modelo

El primer pico de As (lll) (que es de interés analitico) aparece en -430 mV vs
Ag/AgCIl/3M KCI en HCI 1M como electrolito soporte aplicando el método DPP,
correspondiente a la reduccion de As(lll) a As(0). Este valor coincide asi con los
datos obtenidos por Myers et al. [25] en condiciones similares. El pico de Pb (II) en
las mismas condiciones aparece en -480 mV y no interfiere con el pico de
hidrogeno catalitico observado a -0,7 V en presencia del As (Ill) como se ve en la
Figura 4.4.
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Figura 4.4 Curvas registradas en HCI 1M contenido: 5 mM As(lll) y 1 mM Pb(ll) por DPP. Amplitud

del pulso = -50mV; velocidad del barrido de potencial = -10 mV s tiempo de purga = 4 minutos

El ancho del pico del As(lll) en la mitad de su altura (alrededor de 102 mV) es mas
de tres veces superior que el valor teérico de 30,2 mV correspondiente a la
reduccion reversible de tres electrones (90,6 / n, n = 3), demostrando que el As(lll)

se reduce en forma irreversible. Otro hecho que comprueba la irreversibilidad de la
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reduccion del As (lIl) es la altura del pico del As (Ill), en comparacion con la dicha
de Pb (lIl) en mismas concentraciones. De este modo, ocurre una completa
superposicion de As (lll) y Pb (ll) en los picos en cualquier relacion de
concentracion, como se ilustra en la Figura 4.4, haciendo que la determinacion del
As (Ill) en HCI 1M sea imposible en la presencia de Pb(ll) aplicando la técnica

voltamétrica DPP.

4.4.2. Aplicacion preliminar de la técnica DAPV con soluciones modelos

Soluciones modelos de As (lll) y Pb (ll) con relacién de concentraciones de 0,25 a
1 hasta 20 a 1 preparadas directamente en la celda voltamétrica que contiene HCI
1M se utilizaron en los experimentos, de acuerdo con la relacion maxima de las
concentraciones de As(lll) y Pb (Il) en las aguas subterraneas contaminadas

tomadas de San Luis Potosi, México.
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Figura 4.5, Curvas DAPV de: 1 mg L™ de Pb (Il) sélo; 5 mg L™ de As(lll) sélo; Solucién mixta de 1
mg L™ de Pb(ll) y 5 mg L-1 de As (llI);
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Las curvas registradas aplicando el método DAPV se muestra en la Figura 4.5 con
las siguientes condiciones: amplitud del pulsos = + / -50 mV, velocidad de barrido
= -10 mV s-1 tiempo de purga = 4 minutos. Como se muestra en la Figura 4.5 el
As(lll) se puede determinar utilizando el pico catddico, mientras que el Pb(ll) se

determina por pico anédico.

4.4.3. Determinacion de las caracteristicas analiticas del método

El limite de deteccién de medicion de la concentracion de As (lll) aplicando el
método DAPV en la ausencia de interferencias resulté ser 0.12 + 0.016 uM (8,7
mg L™ + 1,13 mg L™?) de acuerdo a las condiciones experimentales de la Figura
4.5.

El rango de linealidad de las concentraciones de As (Ill) medidas por DAPV en
las mismas condiciones fue 0,12 a 27,1 uM (8,7 a 2000 mg L™) en HCI 1M en la

ausencia de interferencias.

Parametros de la curva de calibracién: Los parametros de la curva de
calibracion para el rango de linealidad de concentracion mencionados
anteriormente obtenida por la aplicacion DAPV fueron: pendiente = 6,723 nA mg
L™ interceptar = -8.7364 nA (R2 = 0,9980).

La precision de las determinaciones del As (lll) aplicando la técnica DAPV en la
ausencia de interferencias se calcul6 en términos de reproducibilidad de la
cuantificacion de los cinco grupos de cuatro muestras diferentes cada uno
(soluciones artificiales modelo) con 0,14 / M, / M 1, 10 / M, y 25 / M. Las
concentraciones fueron evaluadas por cuatro diferentes calibraciones empleando
la altura del pico catédico solamente. Los valores obtenidos para los cuatro grupos

de muestras fueron: 12,8%,5.11%, 3.51%, y 3.12% respectivamente.
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4.4.4. Determinacion de As (lll) en aguas naturales en presencia de
concentracion menor de Pb(ll).

No se manifiesta una interferencia en caso de que exista la presencia de Pb (Il) en
concentracion menor que la concentracion de As (lll). EI As (Ill) de determina
utilizando el pico catddico de la curva DAPV que no esta afectado por la presencia
del Pb(ll) como se muestra en la Figura 4.6. La relacion Concentracion de As(lll) /

Concentracion del Pb(ll) es practicamente ilimitada.
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Figura 4.6, Curvas DAPV de 1 mg L™ de Pb (I1) en HCI 1M y concentraciones de As (lll) de:a =1
mg LY b=2 mg LY c=3 mg L', d=4 g L', e=5 mg Lt =10 mg L™. Condiciones: amplitud de

pulsos = +/-10 mV; velocidad del barrido de potencial = -10 mV s tiempo de purga = 4 minutos.
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4.45. Determinacion de As (lll) en aguas naturales en la presencia de un
exceso de Pb (I

La determinacién de As (lll) en la presencia de exceso de Pb (II) se muestra en la
Figura 4.7 bajo las siguientes condiciones: amplitud de pulso = + / -10 mV,
velocidad de barrido = -10 mV s; tiempo de purga = 4 minutos, temperatura 25
°C. A pesar de la completa superposicion de los picos por DPP en estas
condiciones, la presencia de Pb (II) no interfiere en absoluto el pico negativo del
As (Ill) en el voltagrama de DAPV en exceso de As (lll). El grafico de calibracion
DAPV de As (lll) en el rango de concentracion de 1 a 10 mg L-1 en presencia de 1
mg L-1 de Pb (Il) proporciona una pendiente: nA 6,8378 mg L-1 y la interseccién: -
12.0635 nA (R 2 =0,9972). Como la altura del pico de As (lll) se midi6 frente a la
tangente trazada a la linea de base en el lado izquierdo del As (lIl) después de un

pico de extraccion de fondo realizado por el software Z 54.
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Figura 4.7, Zoom del pico de 1 mM de As (lll) en presencia de Pb (Il) con concentraciones: 1 M/L

de la curva a, 2 M/L de la curva m, 4 M/L de la curva n.
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Como se menciono anteriormente este caso es mas complicado debido a la menor
sensibilidad hacia la reduccion irreversible de As (lll) en comparacién con Pb ().
El pico catddico de As(lll) puede ser empleado para la evaluaciéon de la

concentracion hasta el exceso de 6 veces Pb (II).

En casos de exceso mas grande, con la aplicacion del procedimiento matemético
gue se basa en las variaciones de la altura de los dos picos traslapados, mientras
que la curva resultante coincide con la registrada dentro de un porcentaje
preestablecido, los datos necesarios son: los potenciales de pico, el ancho del pico
en la mitad de su altura y asi como la curvas de calibracion de los pardmetros
(pendiente y la interseccion) para cada una de las dos especies en las mismas

condiciones.

El R.S.D. de los resultados depende de las concentraciones de As(lll) y Pb (ll) asi
como del relacién de sus concentraciones. Para el caso ilustrado en la Figura 4.7,
el RSD se determiné de la siguiente manera: 5,14% para la curva uno, 5,87% para
m curva y 6,02% para la curva numero N. EI mismo procedimiento se aplicd para
la cuantificacion de Pb (Il) en el caso de exceso de As(lll), que permite la

determinacién simultanea.

51



CAPITULO 5. CONCLUSIONES

Se desarroll6 un nuevo método para la deteccion y la cuantificacion de los
contaminantes ambientales tales como As (lll). El método esta basado sobre la
técnica voltamétrica con alta resolucion y sensibilidad voltametria aplicada de
pulsos diferencial alternativas (DAPV) modificada y electrodos de BDD con
superficie modificada que proporcionara alta sensibilidad

La modificacion de la técnica voltamétrica DAPV permite que sea aplicada en

modo “stripping”.

Los electrodos de BDD se modificaron con nanoparticulas de Au y TiO;
permitiendo mediciones directas, sin extraccion de las especies de As(lll) por

procedimiento quimico en el laboratorio.

El método se aplicdé para la determinacion de especies de As(lll) “in situ”
permitiendo obtener resultados correctos porque la exposicion de muestras de
aguas naturales al oxigeno durante su transporte y almacenamiento provoca
oxidacion de As(lll) a As(V).

La DAPV se aplicé para determinar in situ el As(lll) en aguas de las muestras
tomadas de una zona industrial en el estado de San Luis Potosi de México, donde
el Pb (Il) en exceso de concentracion fue inferior a 2 frente a As (lll). La
concentracion de As (Ill) determinada aplicando el método de adiciones
estandares para una de las muestra real fue de 0,59 + 0,031 uyM (43,7 £+ 2,1 mg L
1Y en 1.3 veces el exceso de Pb (ll). Este resultado estaba de acuerdo (error
relativo del 3,95%) con el resultado de (0,61 + 0,03 uM 0 455 + 2.3 mg L-1),
obtenido aplicando el método espectrofotométrico basado en dietilditiocarbamato

de plata después de tratamiento quimico adecuado en la muestra.

Se aplicd por primera vez la DAPV para determinar el As (lll) en la presencia de

Pb (I1) en un electrolito de soporte HCI 1M sin tratamiento previo de la muestra. El
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Pb (II) en concentraciones inferiores a la concentracion de As (lll) no interfiere en
la determinacion de arsénico. En la presencia de concentraciones de Pb(ll)
superiores de las concentracion de As (lll) las determinaciones se pueden realizar

hasta el coeficiente de la relacion de concentraciones de Pb (1) / As (lll) igual a 6.
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Activated by Au nanoparticles Boron Doped Diamond (BDD)
electrode was modified electrochemically by TiO, and applied for
As(I11) determination in natural ground waters. The modification
with TiO; results in up to 49.7% sensitivity increase compared with
the non modified electrode, achieved at the maximum TiO,
coverage percentage of about 73% of the BDD surface.

Introduction

As(I11) is chemically active, toxic and carcinogenic environmental pollutant affecting many
regions of the planet (1-10), which determines the importance of its quantification. Among
the four arsenic oxidation states found in the nature: As(V), As(l11), As(0) and As(-111) (1),
As(I11) provides the highest toxicity, about 10 times higher than As(V), the second most
dominating and toxic arsenic specie (1). As(lll) and As(V) affect the health mainly through
the contaminated ground and underground water used as drinking ones.

The different toxicity, biological activity and physiological action of As(I11) and As(V)
require their distinct determination. EPA set the maximal concentration level for As(I11) in
drinking waters to 10 pg/L (11). This imposes the application of analytical techniques
which must be selective and sensitive as well.

As it is known the arsenic species in water may undergo oxidation state conversion
which depends on factors as pH, dissolved oxygen, presence of catalytic acting substances,
etc. As known the oxygen dissolved in the water samples oxidizes As(l1l) to the less toxic
form As(V) at low pH and presence of iron compounds within hours (6-10). This time is
long enough to be changed the As(Il1)/As(V) ration and hence the real sample toxicity
during the time of its transportation to the analytical laboratory. The HNO3 added to the
water samples to prevent hydroxides precipitation according to the sample conservation
procedures favors this process. That is why the only way to obtain reliable data about the
real arsenic species concentrations and the real water toxicity is their determination “in
situ”.

The Atomic Absorption Spectrometry (AAS) (2, 3), the Inductively Coupled Plasma
(ICP) (4) and the High Performance Liquid Chromatography (HPLC) (5) require heavy,
complicated and expensive laboratory equipment not applicable for “in situ”
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determination. On the other hand some of the spectral methods such as AAS are not able to
distinguish the arsenic species, determining “total” arsenic only. The AAS sensitivity is not
satisfactory even with the application of the hydride system as well. In case of complicated
matrixes containing relatively high concentration of some impurities, the AAS and ICP
require preliminary laboratory As(I1l) separation from the matrix to prevent damaging of
the equipment due to the high temperature salts crystallization.

The electroanalytical techniques such as Square Wave Anodic Stripping Voltammetry
(SWASV), Differential Pulse Anodic Stripping Voltammetry (DPASV) and Differential
Pulse Voltammetry (DPP) however provide high sensitivity and resolution (12-18)
allowing the direct As(lll) determination even in high salt containing matrixes applying
simple and portable equipment. On the other hand the two main arsenic oxidation forms
As(111) and As(V) can be easily distinguished since As(V) is not electrochemically active
(19). Thus, after the As(lll) quantification, the As(V) is reduced chemically by KJ for
example to As(Il) which is determined again. As(V) concentration is found by the
difference between the two As(l11) quantifications (1).

The working electrodes based on mercury (mercury drop or mercury thin film) usually
applied in the As(lll) voltammetric determinations provide excellent electrochemical
properties such as wide potential window and always clean surface. The toxicity of mercury
however strongly limits its application as an electrode material. In attempt to replace the
toxic mercury, some solid materials such as Au, Pt, carbon (graphite, glassy carbon, carbon
paste, BDD) were tested until now as working electrodes. It was found for example that
gold performs higher hydrogen overpotential than platinum, resulting in lowering of the
hydrogen evolution during the pre-deposition stage of the stripping determination.

If applied for stripping As(I1l) determination the intermetallic Au-As(0) compound
formed on the gold electrode surface during the electro-deposition results in higher and
sharper oxidation peaks compared with platinum working electrode (20) favoring the Au
application for As(l11) determination. The response of both, gold and platinum electrodes
however is strongly depended upon the past history of the electrode surface. The surface
pretreatment and oxide film formation greatly alter the electrode reaction kinetics (21).
Reproducible results can be obtained after carefully controlled electrode pretreatment only
or by the application of disposable electrodes (22). The main disadvantage of the gold
electrodes, the “memory effect” is manifested itself as dependence of the height and the
potential of the registered peak on the electrode history.

The “memory effect” does not appear on Boron Doped Diamond Electrode (BDDE)
combining its wide potential window with a high chemical and extremely high
electrochemical stability. All these properties make this material suitable for application in
As(111) determination (23, 24). BDD’s are passive in nature and do not interact or bind to
organic pollutants nor do they catalyze the oxidation of pollutants present in the determined
water samples (25).

Yamada et al. (24) introduced recently the application of activated by Au nanoparticles
BDD electrode for As(lll) quantification. On the other hand, as it is known, the TiO,
performs adsorptive properties to As(l11) used in the commercial As(111) adsorbents such as
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Adsorbsia™ Gto™ produced by Dow Chemical for example. Manivannan et al. (26)
developed a simple electrochemical technique for TiO, deposition on BDD surface based
on the procedure applied by Kavan et al. for TiO, deposition on indium tin oxide (27).

Combining the electrochemical stability and wide potential window of the BDD with
the adsorption property of the TiO, toward As(lll), a solid electrode was developed
performing increased sensitivity toward the As(lll) quantification. Its characterization in
terms of sensitivity of As(I11) stripping determination is the goal of the present work.

Experimental

Electrochemical cell and instrumentation

A model POL 150 Tracelab Polarographic Analyzer (Radiometer Copenhagen)
controlled by a PC was employed together with an especially modified EG&G PAR model
303A electrode stand. The glass capillary was removed and replaced by the BDD electrode
using a special support. The 10 ml glass electrochemical cell, the reference Ag/AgCl/3M
KCI electrode and the Pt wire counter electrode were the PAR 303A stand original ones.
An EG&G PAR Model 305 Stirrer was used during the deposition step of the stripping
determination.

Reagents

All the reagents were of analytical grade purity. Standard solution of As(lIl) (1000
mg/l) were used for more diluted stock solution preparation used daily. The deionized water
produced by MiliQ reverse osmoses installation (Millipore) was employed for the
preparation of all the solutions. The supporting electrolyte was 0.1 M PBS (pH=5). The
As(I11) low concentrated solutions were prepared directly in the electrochemical cell using
small volume (ul) of the diluted stock solution automatic pipettes.

BDD electrode preparation and modification with Au nanoparticles

Pieces measured 5 x 5 mm of Si(100) wafer, covered by highly boron doped diamond
(BDD) providing a good electrical conductivity were fixed on acrylic stick supports. The
electrical contact was made on the face side of the BDD to avoid the wafer resistance. A
small drop of a silver conducting paste cured at ambient temperature was put in contact
with a very small part of the BDD surface and a thin wire, the other end of which was
connected to the electrode terminal. The BDD contact area was insulated by a drop of fast
cured at room temperature acrylic resin. The BDD surface was used vertically to avoid the
accumulation of gas bubbles produced on its surface during the electrochemical processes.

The BDD electrode activation by Au nanoparticles deposition was made as described

without any modifications according to the procedure applied by Yamda (24), using very
low (50 uM/1) concentration of gold salt in H,SO,.
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Results and discussion

BDD electrode modification with TiO,

The procedure proposed by Kavan et al. (26) for deposition on indium tin oxide, later
improved by Manivannan et al. (27) and adapted for BDD modification with TiO, was
applied in the present work for BDD modification with TiO,. The TiO, was deposited
electrochemically at constant potential from diluted (50 mMY/L) aqueous solution of TiClj at
pH 2 following the Manivannan et al. procedure (27). The maximal coverage percentage of
the BDD surface by TiO, was determined to be about 73% using SEM micrographs (Figure
1).

Figure 1. SEM picture of the modified BDD surface. Visible area: 4 x 3 pm

Two types of modified BDD electrodes were employed for As(I1l) concentration
determination: (a) activated by Au nanoparticles only and (b) activated by Au nanoparticles
and modified with TiO,. The obtained results allowed to evaluate the influence of the TiO,
adsorption properties on the sensitivity of the As(I11) determination.

Six identical BDD electrodes were modified (activated) by Au nanoparticles, applying
the procedure developed by Yamada mentioned above. Five of them (from number 2 to
number 6 in Table I) were modified by TiO, as well applying five different deposition
times at same conditions, obtaining thus different percentages of surface coverage. No
thermal annealing at 450°C according to the procedure proposed by Kavan (26) was
applied.

Voltammetric measurements

The Square Wave Anodic Stripping Voltammetry (SWASV) was used as As(I1I)
quantification technique in all the experiments. During the deposition step performed at a
potential value of —400 mV, a reduction of As(I11) to As(0) occurred. During the dissolution
step the deposited on the electrode surface As(0) monolayer is oxidized back to As(lll) at a
potential value near to 0.00 V (Ag/3M AgCl).
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Because of the negligible conductivity of the deposited As(0) due to its semiconductor
properties, a monolayer film only can be formed on the BDD electrode surface during the
electrolysis, making complicated the application of all type of solid electrodes in As(I1I)
stripping determination. The long electrochemical deposition, applied at high As(l1l)
concentrations and small electrode areas leads to complete covering of the entire electrode
surface by As(0) monolayer, which small electrical conductivity prevent the further
development of the process. As a result, the dissolution step yields peaks having equal
heights not dependent on As(lIl) concentration, corresponding to the deposited As(0)
monolayer, thus limiting the quantification linear response range. To avoid this problem a
preliminary determination to adjust the deposition time according to the As(llI)
concentration and electrode area must be performed.

The presence of TiO, affects the deposition step of the stripping determination only
resulting in an increase of the local As(lll) concentration on the BDD electrode surface
(X=0), due to the TiO, adsorptive properties towards As(l11). As a result, the quantity of the
deposited As(0) increase compared with the activated with Au only BDD electrode at same
conditions. As a result the height of the registered peak increases.

A family of SWASV curves for As(l11) in the concentration range from 0 to 50 ppb in
phosphate buffer solution with pH=5 supporting electrolyte registered with the Au/TiO,
modified BDD electrode of 25 mm? and 73 % of coverage are presented in Figure 2. The
stripping parameters were the following: deposition potential, Eqep=-0.4 V, deposition time,
Taep=60 s.
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Figure 2. Family of SWASV curves for As(l11) in the concentration range from 0 to 50 ppb
in PBS (pH=5) with Au/TiO, modified BDD electrode with 73 % TiO, coverage
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Influence of TiO, coverage percentage (deposition time) on As(111) SWASV peak height

As shown in Table I the increased coverage percentage of the BDD surface by TiO,
controlled by deposition time results in increase of the registered by SWASV As(l11) peaks.
This effect however appears for the highest (>45%) coverage percentages only.

Table 1. Dependence of the peak height on TiO, coverage percentage of activated BDD

Number of electrode Percentage of coverage by TiO,, % Peak Height Increase, %
1 0 0
2 22 0
3 31 0
4 45 3.4
5 58 22.1
6 73 49.7

This fact can be explained by the random (chaotic) distribution of the TiO, and Au
nanoparticles on the BDD surface. Since the Au nanoparticles serve as active zones of
As(0) depositions during the first step of the stripping analysis, the TiO, nanoparticles must
be located very near around to appear the effect of the As(l1l) adsorption by TiO,. That is
why the higher TiO, coverage of the BDD surface increases the probability of TiO;
nanoparticles deposition near the Au ones, increasing thus the adsorption effect of the TiO,
toward As(I11).

Curve B in Figure 3 presents the calibration plot based on the measurement series
partly shown in Figure 2, performed with Au-73 % TiO, modified electrode, while the
curve A corresponds to the same As(l11) concentrations at same conditions but registered
with the application of Au activated onlv BDD electrode.

30

25 4

Peak Height, pA
& S
L L

=
o
|

0 \ \ \ \ \ \
0 100 200 300 400 500 600 700

As(lll) concentrations, pg/l

68



Figure 3. Calibration curves for 0 to 500 ppb As(l1l) in PBS, pH=5. Curve A: Au only
modified BDD electrode; curve B: Au/TiO, modified BDD electrode, 73 % coverage.

Conclusion

Highly Boron Doped Diamond electrodes (BDD) activated by Au nanoparticles were
modified electrochemically by TiO, and applied for As(ll1l) determination. The adsorption
properties of TiO, deposited on the BDD electrode surface results in sensitivity increase of
the As(l11) SWASV determinations with 49.7% at maximum surface coverage by TiO, of
73 % compared with the non modified BDD electrode. The small coverage percentages (<
45 %) do not affect the sensitivity of quantification due to the random (chaotic) distribution
of the Au and TiO, nanoparticles.
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ALTERNATIVE PULSES VOLTAMMETRY
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The Differential Alternative Pulses Voltammetry (DAPV) introduced by the author earlier' combines the
high sensitivity of the Differential Pulse Polarography (DPP) and the high resolution power of the second
order polarographic techniques. The small peaks half-width and the shape of the DAPV curve, as second
derivative of the polarographic wave allow direct simultaneous determination of species having very small
EY difference as well as at high concentration ratios using the peaks situated at both side of the zero line
(Figure 1).

Normalized A1

Potential, V

Figure 1. Theoretical DAPV curves (left); Pb(I1) and As(l11) at 0.5:1 ratio DPP and DAPV polarograms in
HCI (right)

DAPV was applied for direct determination of As(l11) in ground water containing also Pb(ll) using HCI
as supporting electrolyte where the As(111)/Pb(1l) E% difference is about 40 mV. No chemical pretreatment
procedure was applied for analyte separation. Complete peak overlapping occurs at 0.5:1 Pb(Il) to As(lI)
concentration ratio applying DPP, while the DAPV application yields distinct peaks registration up to ratio as
high as 12:1. The DAPV allows reliable, rapid, simple and precise in-situ As(l1l) determination preventing
thus its oxidation to electrochemically inactive As(V) by the oxygen during the sample transportation to the
analytical laboratory.

This work was supported by research grants: # 91241 (SNI 1), 2008 from CONACYT, Mexico and # 2409 (13
Convocatoria de Proyectos de Investigacion) from UABC, Mexicali, Mexico.

REFERENCES

1 Zlatev R., Stoytcheva M, Valdez B., Magnin J-P., Ozil P.: Electrochem. Comm, 8, 1699,(2006)
2. Kraus T., Budésinsky M., Zavada J.: Carbohydr. Res. 304, 81 (1997).

71



3. Kune§ J., Hrabalek A., Pour M., Pilat M., Waisser K., Odlerova Z.: Zh. Org. Chim. 34, 786 (1998).

72



