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RESUMEN

Los metales pesados, también conocidos como téxicos, constituyen un grupo de
riesgo para el medio ambiente por sus caracteristicas toxicas y acumulativas. Estos
elementos, entre los que destacan As, Cd, Cr, Cu, Ni, Pb y Zn, participan en ciclos
biogeoquimicos que en muchos casos tienen como receptor ultimo el ser humano.
Aparecen por acciones naturales o por actividad antropogénica y pueden producir a largo
plazo problemas en la salud de las personas. En este Trabajo, se han estudiado los
sedimentos procedentes del Rio Quinto en la region de la Pampa Argentina, ya que es en
los sedimentos fluviales o marinos donde estos metales pesados pueden permanecer por

un tiempo, para posteriormente ser liberados causando un problema medioambiental.

Los metales de estos sedimentos se han estudiado de dos formas diferentes: (i) a
través de los contenidos pseudototales, que representan el total movilizable de los mismos
en el sedimento y (ii) por medio de un fraccionamiento quimico, atendiendo a las diferentes
formas fisico-quimicas o de asociacidn en las que se pueden encontrar los metales en los
sedimentos. El riesgo medioambiental global depende tanto del contenido pseudototal

movilizable, como de la presencia de formas fisico-quimicas poco ligadas al sedimento.

En este estudio, los metales pseudototales se han cuantificado mediante la norma
US-EPA 3051, consistente en una digestion acida asistida por microondas. Por su parte, el
fraccionamiento quimico se ha llevado a cabo por medio del método B.C.R., que implica
extracciones sucesivas con tres extractantes diferentes, para obtener distintas fracciones,
correspondientes cada una a diferentes formas fisico-quimicas o de asociacion de los

metales en el sedimento.

- Fraccidn asociada a carbonatos, extraida con acido acético 0,11 M.

- Fraccion asociada a oxidos hidratados de hierro y manganeso, con clorhidrato de
hidroxilamina 0,5 M.

- Fraccion asociada a materia orgdnica y a sulfuros, con peréxido de hidrégeno 8,8
M seguido de acetato amoénico 1 M.

- Fraccion residual, obtenida por diferencia entre el contenido pseudototal y las

fracciones quimicas.



Los contenidos de As, Cd, Cr, Cu, Ni, Pb y Zn metales presentes en los diferentes
extractos fueron cuantificados por medio de técnicas espectroscopicas: ICP-OES en el caso
de los contenidos pseudototales e ICP-MS para el fraccionamiento quimico, validandose

los procedimientos mediante los apropiados Materiales de Referencia Certificados.

Los valores medios obtenidos para los contenidos pseudototales fueron del orden
de 10 mg/kg de Cry Zn, y un orden de magnitud inferior para el resto, estando todos ellos
en concentraciones inferiores a los niveles guia indicativos de peligrosidad
medioambiental. El fraccionamiento quimico medio mostrd que la fraccidn residual era la

mayoritaria para todos los metales en los sedimentos.

Los resultados analiticos fueron también interpretados mediante técnicas
guimiométricas multivariantes: Analisis en Componentes Principales y Analisis de
Conglomerados. En el caso de los contenidos pseudototales, se demostrd un
comportamiento diferencial del As respecto del resto de elementos, ademas de localizarse
con facilidad las muestras con mayor contenido pseudototal. Por su parte, el analisis del
fraccionamiento quimico aportd que As, Pb y Zn se comportan de forma diferente al resto
de los metales, Cd, Cr, Cu y Ni, asi como que el Cu tiende a concentrarse en la Fraccion 3

mientras que Asy Pb tienden a hacerlo en la Fraccién 2.

Finalmente, observando conjuntamente los resultados obtenidos, se concluydé que
los metales presentes en los sedimentos analizados procedentes del Rio Quinto, no
suponen un riesgo medioambiental ya que se encuentran en la Fracciéon Residual, la mas

ligada al sedimento vy, por tanto, la menos movilizable.



ABSTRACT

Heavy metals, also known as toxic metals, are dangerous for the environment,
because of their poisonous and cumulative characteristics. These elements, among them
As, Cd, Cu, Ni, Pb and Zn, take part in biogeochemical cycles having as last receptor, in the
majority of the cases, the human beings. They appear in the environment because of
natural actions or anthropogenic activities and can produce long-term health problems in
people. This work has been focused on the study of sediments collected at the Rio Quinto
(located in the Argentinean Pampa), because the river and marine sediments act as
temporary sinks, where these metals can remain for a long time, to be later released

causing an environmental problem.

The metals included in these sediments, have been evaluated in two different ways:
(i) through pseudo-total contents, which represent the total mobilizable or available
amount of metals in the sediment and (ii) by using a chemical fractionation procedure,
differentiating amongst the several physicochemical or bonding possibilities in which
these elements appear in the sediments. The real environmental risk will depends both
on the pseudototal contents as well as on the existence of physicochemical forms weakly
bonded to sediments.

In this study, the pseudototal metals have been quantified by the US-EPA 3051
norm, a microwave-assisted acid digestion. On the other hand, chemical fractionation has
been carried out by the B.C.R. procedure, based on sequential extractions using three
different extractantes, in order to obtain several fractions corresponding to different

physicochemical or bonding forms of the metals in the sediments:
- Fraction associated to carbonates, extracted by 0.11 M acetic acid.

- Fraction associated to hydrous iron and manganese oxides, using 0.5 M

hydroxylammonium chloride.

- Fraction associated to organic matter and sulphides, with 8.8 M hydrogen peroxide

followed by 1 M ammonium acetate.

- Residual Fraction, obtain by subtraction between the pseudototal contents and the

sum of the 3 above fractions.



The concentrations of As, Cd, Cr, Cu, Ni, Pb and Zn in the different extracts were
quantified by using spectroscopy techniques: ICP-OES for the pseudototal contents and
ICP-MS for the chemical fractionation. Besides, both procedures were validated with the

appropriated Certified Reference Materials.

The average values obtained for pseudototal contents were around 10 mg/kg for Cr
and Zn, and one magnitude order for the other metals, all these concentrations being under
the reference values for environmental risk. On its behalf, chemical fractionation showed

that residual fraction was the majoritarian one for all metals in the sediments.

In addition, the results were also interpreted by multivariate chemometrics
techniques: Principal Component Analysis and Hierarchical Clustering. Firstly, in the case of
pseudototal contents, a different behaviour was demonstrated for As and the samples with
large pseudototal contents were easily located. On the other hand, their application to
chemical fractionation showed a similar behaviour for As, Pb and Zn, different with regards
to the rest of metals, Cd, Cr, Cu and Ni. It was also shown that Cu tends to concentrate in

Fraction 3, while As and Pb tend to do it in Fraction 2.

To sum up and by taking in account all the found results, it can be concluded that
toxic metals present in the sediments of the Rio Quinto, do not pose any environmental
risk: their mobilizable or available levels are lesser than the reference values and,
moreover, they are mainly concentrated in the Residual fraction, the more bonded to

sediment and, therefore, the less available one.
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Capitulo 1

INTRODUCCION






Introduccion

1.1.- Problematica medioambiental de los metales toxicos

Ciertos elementos traza y metales pesados, tales como As, Cd, Cr, Cu, Ni, Pb y Zn
entre otros, constituyen un grupo de elementos ubicuos en la corteza terrestre y en el
medio natural y que se asocian con efectos negativos en los campos medioambiental y
sanitario. Aunque en ese grupo se incluyen algunos no-metales, como el selenio, o
metaloides como el arsénico, la mayor parte de sus componentes son metales, lo que ha
hecho que todos ellos fueran conocidos popular y colectivamente como metales pesados,
un término muy confuso cientificamente (Duffus, 2002; Hodson, 2004; Pardo, 2010). Dicho
término en ocasiones se complementa, por razones obvias con el de elementos traza, y en
general hoy dia tiende a ser evitado, siendo sustituido progresivamente por el de ‘metales
téxicos’. Esta denominacion no goza aun de consenso absoluto, pero sera generalmente
utilizado en el presente trabajo para referirnos colectivamente a los elementos estudiados

en el mismo.

Todos ellos conforman un grupo muy peligroso de contaminantes
medioambientales debido a sus caracteristicas téxicas y acumulativas (Harup, 2003; Cruz-
Guzman Alcala, 2007; Kabata-Pendias, 2011; Alloway 2013): no son biodegradables y
tienen unos periodos muy grandes de semi-eliminacion de los seres vivos. Participan en
ciclos biogeoquimicos globales, circulando por los diversos compartimentos
medioambientales hasta llegar a los seres humanos, a través de la cadena alimentaria,
pudiendo tener efectos significativos a largo plazo sobre la salud. Mientras que algunos
procesos naturales (erupciones volcanicas, incendios...) constituyen una fuente relevante
de dichos elementos en el medioambiente, el problema esta en las aportaciones por accion
antropogénica, tales como la actividad industrial y algunas actividades agricolas: abonado

con residuos urbanos, aguas residuales, residuos ganaderos, etc. (Figura 1).

Los suelos y los sedimentos fluviales y marinos pueden actuar como reservorios
temporales, de los cuales los metales tdxicos pueden ser removilizados y liberados al

medio-ambiente (Chabukdhara y Nema, 2012). Por este motivo, para estos elementos, se
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debe considerar como riesgo ambiental tanto su concentracidn total como la movilidad de

los mismos (Ebdon et al, 2001; Yan et al 2007; Pardo et al, 2008;).
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Figura 1.- Ciclo biogeoquimico global de los ‘metales téxicos’

Habitualmente, los contenidos totales de elementos traza y metales pesados en
muestras medioambientes sélidas, tales como suelos o sedimentos, se evalian a través de
los denominados contenidos ‘pseudo-totales’, determinados en los extractos obtenidos a
partir de la digestién de las muestras con acido fuerte o agua regia. La utilizacién de
procedimientos que originen la disolucion total de los sedimentos (ataque por fusion
alcalina o bien con mezclas acidas conteniendo acido fluorhidrico) o bien el empleo de
técnicas de espectroscopia de rayos X (Manceau et al, 2004), permitiria conocer la

concentracion total de los elementos en la muestra, incluyendo aquella fraccién de los
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mismos, por formar parte del reticulo cristalino o estar en forma de un compuesto muy

insoluble, es dificilmente movilizable.

Por el contrario, los denominados contenidos pseudo-totales muestran el
contenido maximo potencialmente movilizable o disponible a largo plazo o en condiciones
medioambientales extremas (Sierra et al, 2007; Rao et al, 2008), y que es por tanto capaz
de circular con mayor facilidad por los compartimentos medioambientales y la cadena
tréfica (Figura 1) y llegar en dltimo término al hombre. Permiten por lo tanto, conocer de
una manera mas realista el maximo riesgo medioambiental. El procedimiento mas utilizado
es el tratamiento, ayudado con microondas, de la muestra sélida con acido nitrico
concentrado, que es la base de la denominada norma EPA-3051 (USEPA, 1994). Dicho
procedimiento ha sido adoptado por muchos paises e incluso en nuestra comunidad
auténoma de Castilla y Ledn (UTE SINAE-ITSEMAP AMBIENTAL, 1999) y cuenta ademas con
el suficiente nimero y variedad de Materiales de referencia certificados, como para poder

ser validado con perfectas garantias.

1.2.- Fraccionamiento quimico y movilidad

Los contenidos pseudo-totales muestran el maximo riesgo medioambiental que una
muestra medioambiental sdlida tiene a largo plazo, pero los metales téxicos en suelos y
sedimentos pueden existir en diferentes formas quimicas y/o de asociacidn (binding) con
diferentes toxicidad y movilidad (Rauret, 1993). Mientras que el concepto de especiacion
(speciation) como ‘determinacidn de las diferentes formas fisico-quimicas de un elemento’
(Florence, 1982) ha resultado de gran utilidad en muestras acuosas, el problema es mas
complejo en muestras sélidas. Por un lado estd el problema de las diferentes formas
quimicas en las que un elemento puede estar presente y que tienen distinto
comportamiento en términos de toxicidad y movilidad (véase por ejemplo Henke (2009)
para el caso del arsénico) y por otro el de su asociacidn concreta con la fase sélida (Gleyzes
et al, 2002). Todo esto, unido a que la herramienta fundamental para estudios de este tipo
sea la extraccion/lixiviacion con diferentes reactivos quimicos, que es fuertemente

dependiente de parametros operacionales, tipo y concentracion del reactivo, relacion
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extractante/muestra, temperatura, tiempo de agitacion... (Sutherland et al, 2000) hace que
los términos preferidos para referirse a esta metodologia en el caso de muestras soélidas,
sean los de extraccion/lixiviacion o fraccionamiento quimico, antes que al antiguamente

utilizado de especiacion.

El fundamento del empleo de la extraccién/lixiviacidon, es que la toxicidad vy
movilidad de los elementos toxicos en muestras sélidas dependen, no solo de su especie
quimica concreta como también de su forma de asociacién al sélido: adsorbido
superficialmente, precipitado dentro de minerales primarios o secundarios, complejado
por ligandos orgdnicos, etc. (Gleyzes, 2000). Por tanto, los cambios de condiciones
medioambientales, tales como el pH, el potencial red-ox o el aumento de la concentracion
de ligandos organicos, pueden originar la removilizacion del metal téxico de la fase sélida
a la liquida y favorecer por tanto la contaminacion de las aguas cercanas y por tanto su
circulacién en el ciclo biogeoquimico global. Por tanto, la identificacién de los puntos y
fases principales de asociacién de dichos elementos en suelos y sedimentos nos ayudara a
comprender los procesos geoquimicos subyacentes y a evaluar el potencial de

removilizacién y los riesgos medioambientales que se corren (Sutherland et al 2000).

La extraccion/lixiviacion se lleva a cabo mediante el tratamiento de la muestra
medioambiental sélida con una disolucion extractante conteniendo uno o varios reactivos
guimicos. El proceso puede hacerse en un solo paso (single extraction procedures) o en
varios (sequential extraction procedures). La utilizacion de un unico (single) extractante
tiene la ventaja en principio de que al menos en teoria se puede conseguir mediante la
adecuada eleccién del reactivo quimico, extraer una determinada especie, fase o forma de
asociacion con el sdlido. Entre las fases y fracciones universalmente reconocidas estan (Rao

et al, 2008):

e Fraccion intercambiable adsorbida inespecificamente. Incluye metales retenidos
superficialmente por interacciones electrostaticas débiles, que pueden ser
removilizados facilmente por cambios en las concentraciones de K*, Ca*, Mg?* o NH4*
o el pH del liguido circundante.

e Fraccion intercambiable adsorbida especificamente. Incluye elementos ligados por
fuerzas covalentes y que no son desplazados por K* o Ca?*, pero si por Pb?* o Cu?*, que

se emplean para su determinacion.
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e Fraccion complejada orgdnicamente. Incluye metales procedentes de procesos de
complejamiento/bioacumulacién. Su determinacion se efectia por oxidacion de los
complejantes en dos pasos (i) peréxido de hidrégeno y (ii) acetato amdnico, lo que
implica que también se determinan metales ligados a fases sulfuradas. En la
naturaleza, este proceso se lleva a cabo por aumento del potencial red-ox, por
oxidacion natural o por degradacion bacteriana

e Fase carbonatada (fraccion asociada a carbonatos). Fase muy sensible a cambios
ambientales naturales que impliguen aumento de la acidez. Los metales ligados se
determinan mediante utilizacion de extractantes acidos a pH no muy extremo.

e Fraccion asociada a oxidos hidratados de hierro y manganeso. Estos oxidos conforman
uno de los sumideros mas habituales para acumular metales toxicos, y operan por
varios mecanismos: coprecipitacién, adsorcidn, complejamiento superficial,
intercambio idnico o incorporacion al reticulo cristalino. Los metales ligados suelen
determinarse por medio de reductores de fuerza media como la hidroxilamina,

ditionito, citrato y oxalato.

La Tabla 1 presenta un resumen de las fases y los reactivos mas utilizados (Ure et al,

1993). Una relacién mas exhaustiva puede encontrarse en Rao et al (2008).

Tabla 1.- Resumen de fracciones y reactivos

Fraccion Reactivo y concentracion
Fracciones intercambiables KNOs 0,1 mol /L

MgCl> 1 mol /L CaCly

0,05 mol /L Ca(NO3s)2

0,1 mol /L NH40Ac 1

mol /LpH_7
Fase carbonatada (fraccion asociada a HOAc 0,5 mol /L
carbonatos) HOAc:NaOAc 1 mol /LpH 5
Fraccidon asociada a 6xidos hidratados de NH>O0H, HCI 0,04 mol /L en
hierro y manganeso medio acético o nitrico

Oxalato amodnico

Ditionito Sédico + Citrato sddico
+ Bicarbonato sddico (DCB)
Fraccion complejada organicamente H20.

NaOCl
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La utilizacion de extractantes Unicos (single extractants) como los propuestos en la
Tabla 1, presenta en principio la ventaja de que se puede liberar una fase o fraccién
especifica. Sin embargo, esto no es estrictamente cierto (Rao et al, 2008) ya que un
extractante dado puede en principio movilizar mayoritariamente una fase, pero
simultaneamente sera capaz de liberar fracciones o fases retenidas con menos fuerza. Este
tipo de extracciones/lixiviaciones con un Unico extractante se usan en muchos casos en
investigaciones de tipo mas agroquimico, en los que se puede correlacionar el contenido

lixiviado con otros parametros propios de los vegetales estudiados.

La informacién obtenida a partir de la extraccion/lixiviacién con reactivos
apropiados a las diferentes fases o fracciones, puede ser aumentada mediante la
combinacion de una serie de ellos, en un esquema secuencial de extraccion/lixiviacion
conocido como fraccionamiento quimico, en el cual el residuo de la primera extraccion es
empleado como material para la segunda y asi sucesivamente. El orden de aplicacion de
los diferentes reactivos se elige de tal forma que su agresividad o reactividad quimica vaya
aumentando, liberandose asi en primer lugar los metales asociados a las fases o fracciones
menos retenidas y que presentan por tanto un mayor riesgo medioambiental por su mayor
disponibilidad. Segun va avanzando el proceso de fraccionamiento, los metales lixiviados
presentan una menor disponibilidad y una menor peligrosidad, hasta llegar a fracciones

gue contienen metales practicamente inmovilizables (Rao et al, 2008; Okoro et al, 2012).

El primer esquema que fue aceptado por la comunidad cientifica, fue el propuesto
por Tessier et al (1979), que utilizaba cuatro reactivos (a) cloruro magnésico a pH=7, (b)
disolucion reguladora acido acético/acetato de pH=5, (c) clorhidrato de hidroxilamina en
medio acido acético a pH=2 y (d) perdxido de hidrégeno en medio nitrico, seguido de
acetato amadnico, obteniéndose cuatro fracciones que corresponden de forma aproximada
a los metales (a) intercambiables, (b) asociados a carbonatos, (c) asociados a Oxidos
reducibles de Fe y Mn y (d) asociados a Materia Organica y sulfuros. Unos afios mas tarde
aparecid una modificacién (Kersten y Forstner, 1986) que utilizaba cinco reactivos vy
originaba por tanto cinco fases, al dividir la fraccion (c) de Tessier en dos, conteniendo los
metales asociados a 6xidos ‘facilmente’ o ‘moderadamente’ reducibles, repectivamente.
Ambos esquemas fueron utilizados durante una serie de afios, en los que se pusieron de

manifiesto algunas carencias, particularmente la falta de concrecion de algunos
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parametros operacionales, tales como las concentraciones o los tiempos de extraccion o la

falta de Materiales de Referencia Certificados.

Con objeto de enfocar el problema de la extraccion de elementos traza en suelos y
sedimentos, el Bureau Communautaire de Référence (B.C.R.), hoy denominado Standards,
Measurements and Testing Program (S.M.T.P.) de la Unidn Europea, comenzé en 1987 una
serie de programas de estudio para la armonizacién de procedimientos de extraccidon Unica
o secuencial de metales téxicos en suelos y sedimentos. En 1992, durante una reunién
celebrada en Sitges (Barcelona) un grupo de expertos propuso un procedimiento de
extraccion secuencial que incluye tres pasos y emplea por tanto tres reactivos (Ure et al,
1993): (a) acido acético, (b) clorhidrato de hidroxilamina y (c) perdxido de hidrégeno,
obteniéndose tres fracciones que corresponden de forma aproximada a los metales (a)
extraibles y asociados a carbonatos, (b) asociados a éxidos reducibles de Fe y Mn y (c)
asociados a Materia Orgénica y sulfuros, a la vez que daba una serie de recomendaciones
practicas sobre reactivos, matrices analiticas y problemas producidos después de la
extracciéon (Griepink, 1993; Quevauviller et al, 1993). El procedimiento inicial (Ure et al,
1993) fue comprobado, estudiado y validado y sufrié algunas modificaciones hasta alcanzar
su forma final (Ure et al, 1999; Rauret et al, 2000) que presenta algunas modificaciones
respecto del primitivo, fundamentalmente en el tratamiento de la Fraccion 2. La Tabla 2
presenta un esquema del procedimiento B.C.R. (esa es su denominacion informal) en su
forma actual, adaptado de Mossop and Davidson (2003) que hacen un estudio comparativo

de ambas versiones del procedimiento.

No incluida en el procedimiento B.C.R., esta la denominada fraccién ‘Residual’ que
puede obtenerse tratando el residuo procedente de la obtencién de la Fraccidn 3 con agua
regia (Rauret et al, 2000) o bien por diferencia, restando la suma de las fracciones 1, 2 y 3

del contenido pseudo-total obtenido en una muestra aparte.

El procedimiento B.C.R. se ha venido utilizando a lo largo de estos ultimos anos,
aplicandolo a diferentes matrices medioambientales, suelos (Davidson et al, 1998; Madrid
et al, 2007; Pueyo et al, 2008; Pardo et al, 2008), sedimentos (Tokalioglu et al, 2000;
Guevara et al, 2004; Kartal et al, 2006; Alomary and Belhadj, 2007), residuos urbanos e
industriales (Pardo et al, 2013; Li et al, 2014), suelos vegetales (Kubova, 2008). Para mas

aplicaciones, ver Okoro et al (2012).
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Tabla 2.- Resumen esquematico del procedimiento B.C.R.

Fraccion | Denominacion Fracciones extraidas Reactivo
Intercambiable y| Fracciones, solubles, inter-
1 soluble en agua y| cambiables y asociadas a| Acido acético 0,11 M
en acido carbonatos
Fraccién asociada a 6xidos| Clorhidrato de
2 Reducible hidratados de hierro y| hidroxilamina 0,5 M a
manganeso pH 1,5
. . .| Peréxido de hidrégeno
. Fraccion asociada a materia .
3 Oxidable organica y sulfuros seguido de acetato
amoénico 1,0 M a pH 2

1.3.- Técnicas analiticas

Una vez separadas las diferentes fracciones o extractos, tres procedentes del
esquema BCR y uno de la norma USEPA 3051, se deben determinar los contenidos de los
metales toxicos mediante la correspondiente técnica. En nuestro caso, se han utilizado ICP-
OES e ICP-MS. A continuacién se describe brevemente el fundamento de ambas técnicas

(Skoog et al, 2000)

1.3.1.- ICP-OES

La Espectroscopia de Emision Atdmica con fuente de Plasma de Acoplamiento
Inductivo es una técnica muy utilizada actualmente debido a las grandes ventajas que
ofrece. El plasma que es una mezcla gaseosa (Ar) conductora de la electricidad contiene
una concentracion significativa de cationes y electrones, que de forma neta tiene una carga
neutra. Gracias a las altas temperaturas que alcanza el plasma debido a la energia que
absorben los iones del gas, se consigue que las interferencias entre elementos sean
menores. Por ello, el ICP-OES es una técnica en la que se pueden analizar simultaneamente
diferentes elementos. Ademas, se obtienen buenos espectros de emision para los
elementos a analizar en unas mismas condiciones de excitacion. Con esta técnica se

consiguen buenos limites de deteccion, llegando al nivel de trazas.
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Un equipo de ICP-OES esta formado por la fuente de plasma denominada antorcha
(Figura 2). Consiste en tres tubos concéntricos de cuarzo a través de los cuales fluyen
corrientes de argodn. El consumo total de argdn puede ser de 5-20 L/min dependiendo el
disefio de la antorcha. Rodeando la parte superior del tubo externo hay una bobina de
induccion alimentada por un generador de radiofrecuencia capaz de producir una potencia
de 0.5 a 2 kW. La ionizacion del argdén que fluye por el tubo interior se inicia por medio de
una chispa; los iones y electrones formados interaccionan con el campo magnético
producido por la bobina de induccidén y toman una trayectoria circular. El plasma toma una
temperatura elevada que hace necesario el aislamiento térmico del cilindro exterior, se

consigue haciendo fluir argdn de forma tangencial alrededor del tubo.

“E o pasma de argom

i %‘Xﬁ Flujo Langencial goe soporia

MWl en forma de
arerusgl o vaporizida
oIy ATREn

Figura 2.- Antorcha ICP (Skoog et al,2010)
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La introduccién de la muestra se hace mediante un nebulizador. La muestra liquida
se transforma en un aerosol en el nebulizador, introduciéndose en el plasma. Debido a las
altas temperaturas del plasma, la muestra se atomiza y los elementos se excitan segun la
altura de observacién. Esto es debido a que la temperatura, y en consecuencia la energia,
del plasma varia segun la altura de la llama en la que se produzca la observacion. Esto se
produce cuando se tiene una antorcha radial, la observacién se produce de forma
perpendicular con el detector. En cambio, la observacion puede hacerse de forma axial, es
decir, la antorcha se alinea horizontalmente con el detector. En este segundo caso, variara

la profundidad de observacion.

La deteccion de la radiacion emitida por los elementos excitados se hace mediante
un espectrometro (Figura 3), consistente en un policrcomador de red de escalera. Tiene un
prisma de fluoruro de calcio que clasifica la radiacion que llega a la red de escalera donde

se separan las radiaciones de cada elemento segun las longitudes de onda de emision.

Figura 3.- Esquema del espectrometro ICP-OES

Eligiendo la longitud de onda a la cual el elemento emite mayor energia, se obtendra
el espectro de emision de dicho elemento. Cuantificando la intensidad de las lineas de

emision se conocera el contenido de la muestra en dicho elemento.
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1.3.2. ICP-MS

La Espectrometria de Masas con fuente de Plasma de Acoplamiento Inductivo se ha
convertido en una de las técnicas mas importantes para el analisis elemental, debido a sus
bajos limites de deteccién, alto grado de selectividad y razonable buena precisiéon vy
exactitud. La antorcha del ICP sirve en este caso como atomizador e ionizador. La muestra
liquida se introduce y el nebulizador se encarga de formar un aerosol. En ocasiones, una
vez que se ha formado el plasma, este pasa a una camara de reaccién/colision donde se
eliminan las especies formadas que puedan ser interferencias a la hora de determinar los

iones.

La parte critica del instrumento es la interfase que acopla la antorcha del ICP que
trabaja a presidén atmosférica con el espectrémetro de masas que trabaja a vacio. Esto se
consigue a través del cono de muestro, a través del cual pasa el plasma a una regién donde
la presién es menor. En este punto el plasma sufre una expansién rdpida produciendo su
enfriamiento. A continuacion, una fraccién del plasma pasa a un segundo cono llamado
separador o skimmer que lleva a una cdmara que se mantiene a la presién del
espectrometro de masas. En este punto se separan los cationes de los electrones y de las
especies moleculares mediante un potencial negativo y son enfocados y acelerados por
diferentes lentes magnéticas hacia el orificio de entrada del analizador de masas

cuadrupolar (Figura 4).

Plasma

Plasma gas Quadrupole

Auxiliaryj Torch

gas \
il

>

™~
Carrier~" ? Spray
gas chamber
Sample taiah
etector
Nebulizer renlens

Figura 4.- Esquema de un ICP-MS

El cuadrupolo esta formado por cuatro barras cilindricas paralelas que actian como

electrodos. Las barras opuestas estan conectadas eléctricamente, unas al polo positivo de
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una fuente de corriente continua y las otras al polo negativo. De esta forma, los iones iran

alcanzando el detector segun su relacién m/z.

Los espectros de masas obtenidos en este caso, son mucho mas sencillos de
interpretar que los espectros épticos. La cuantificacion de los elementos se hara por medio
de la intensidad de las lineas de estos espectros de masas, correspondientes a las relaciones
m/z de los elementos deseados. Los ICP-MS consiguen separar iones con una unidad de
relacion m/z de diferencia. Ademas, lo hacen en un intervalo dindmico de 6 6rdenes de

magnitud.

Ambas espectrometrias, ICP-OES e ICP-MS, se vienen utilizando de forma rutinaria
en la determinacién de metales téxicos en muestras medioambientales incluyendo
estudios de fraccionamiento quimico (Pardo et al, 2002, 2004, 2008, 2013; Guevara-Riva et
al, 2004, Alomary et al, 2007; Kubova et al, 2008; Pueyo et al, 2008; Karlsson et al, 2010;
Okoro et al, 2012)I

1.4.- Técnicas quimiométricas

La extraccion de informacién de los datos obtenidos experimentalmente puede
hacerse por procedimientos estadisticos clasicos, pero en este caso en que los datos son
de naturaleza multivariante, ya que se determinan distintas variables (metales) sobre
diferentes objetos (fracciones o sedimentos), da lugar a que los datos puedan ser
presentados en forma de matriz bidimensional. Estos procedimientos son de gran utilidad
en esos casos, pues permiten visualizar de forma sencilla informaciéon no asequible a
primera vista en una tabla de datos. En este trabajo, hemos utilizado dos de los
procedimientos mas habituales; el Analisis en Componentes Principales (A.C.P.) y el Analisis
Cluster o de Conglomerados (A.C.), cuyo fundamento resumimos brevemente a
continuacion (Pardo y Barrado, 1988; Ramis y Garcia, 2001; Departamento de Quimica

Analitica, 2013; Vandeginste et al, 1998).
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1.4.1.- Analisis en Componentes Principales

El Analisis en Componentes Principales (A.C.P.) es uno de los procedimientos mas
utilizados para reducir la dimensionalidad de una tabla de datos, bien procedente de una
técnica analitica multivariante, o bien de la combinacién de una serie de anélisis
independientes llevados a cabo sobre muestras idénticas. Independientemente de su
origen, una tabla de esas caracteristicas siempre corresponde a la determinacion de
diferentes variables pertenecientes a distintos objetos y en nuestro caso, la determinacién

de una serie de metales en diferentes muestras.

Variable
Objeto 1 2 p
1 X11 X12 X1p
2 X21 X22 X2p
n an Xn2 “ee an

En estos casos, la informacién puede ponerse en forma matricial. Cada uno de los n
objetos esta caracterizado por un vector linea: x; = [xi1, Xi2,..., Xip] formado por los elementos
xij que son los valores de las p variables, los cuales se colocan uno debajo de otro para dar
lugar a una matriz X de dimensiones (n x p). En nuestro caso las variables son los metales y

los objetos las diferentes muestras.

Una tabla de datos permite representar cada uno de los n objetos como un punto
en un espacio de p dimensiones. El objetivo del A.C.P. es reducir la dimensionalidad de X
de forma que al disminuir el nUmero de variables, hasta un valor F < p), la visualizacién sea
mas facil. Para ello, se parte de la hipotesis de que no todas las p variables originales
medidas contienen informacidn relevante sobre los objetos y de que algunas de ellas estdn
correlacionadas entre si, por lo que la reduccién en su nimero hasta F, no implica una

pérdida significativa de informacidn. El modelo matematico que se busca es:

F

X, = Zu.fbf. +e.
ij — i i ij

En esa ecuacion, F es el niumero de factores o componentes ortogonales

significativos del modelo, el cual debe ser tan pequefio como sea posible (2 6 3). uif son las
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puntuaciones (o scores), es decir los valores que toma para cada objeto cada una de las F
nuevas variables. bg son las cargas (o loadings) que muestran como participa cada una de
las variables originales en las F nuevas variables, y ejj es el error, es decir la cantidad de
informacién no explicada por el modelo. Los uif se agrupan en una matriz U (n x F) o matriz
de scores, y los bsj en una matriz B (p x F), por lo que el modelo en forma matricial es X =U

B

Las puntuaciones, ui, se suelen denominar componentes principales, factores o
variables latentes y no coinciden con las variables determinadas experimentalmente, sino
qgue son una combinacidn lineal de las mismas, participando éstas ultimas en las nuevas en
una cuantia que depende del grado de informacidon que realmente aportan al conjunto de
datos original. Los nuevos F componentes son ademas ortogonales entre si, lo que hace
gue no compartan informacién los unos con los otros. El algoritmo utilizado por nosotros
se basa en la diagonalizacion de la matriz de correlacidn, lo que implica un autoescalado
previo de todas las columnas a media cero y varianza unidad, lo que evita sesgos

indeseados causados por las diferentes magnitudes de las p variables originales.

Los resultados del A.C.P. se presentan mediante una serie de graficos. El primero,
es el grafico de Scree (o grafico de sedimentacidn) en el que se representa la importancia
decreciente de cada una de las nuevas variables en la descripcién de la informacidn
contenida en la tabla X. Ese grafico permite elegir los F componentes mas significativos y
que explican por tanto una mayor cantidad de la informacidn original. Los graficos de cargas
o loadings presentan los valores bfj para cada componente F y muestran por tanto la
participaciéon de las variables originales en las nuevas, asimilados a coeficientes de
correlacién entre cada variable original y cada uno de los F componentes. Por su parte, el
grafico de puntuaciones o scores muestra los valores, uir, que toman cada una de las nuevas

variables para cada uno de los objetos.

La interpretacion del A.C.P. se hace visualizando por separado o conjuntamente, los
graficos de cargas y puntuaciones. En general, las variables originales que aparezcan
cercanas entre si en el grafico de cargas, estaran muy relacionadas entre si. Asimismo,
aquellos objetos que aparezcan cercanos entre si en el grafico de puntuaciones, se
comportaran de forma similar y se pareceran entre ellos. Por el contrario, aquellas variables

u objetos que aparezcan separadas en dichos graficos, se pareceran muy poco entre si.

16



Introduccion

Habitualmente, y con el fin de facilitar la interpretacion, se representan solo los 2 o 3
primeros componentes, lo cual suele bastar para explicar una cantidad significativamente

importante de informacion.

Las cargas y puntuaciones se pueden representar conjuntamente, en lo que se
denominan graficos bivariados. Su interpretacion es similar a la indicada mas arriba, pero
ahora se pueden sacar conclusiones acerca del comportamiento conjunto de objetos y
variables. Hay que tener en cuenta que cada grafico que se construya, explicard una
cantidad de informacion que sera la suma de la explicada por cada uno de los componentes
representados, ya que son ortogonales y no comparten informacion. En cualquier caso, y

salvo excepciones, la cantidad de informacion representada es inferior al 100%.

En ocasiones se aplican a los resultados del A.C.P. lo que se conoce como rotaciones,
entre las que la mas conocida es la rotacién Varimax. Mediante ella, se sacrifica la condicion
de ortogonalidad en aras de encontrar factores mas “limpios”, lo que suele complicar la

interpretacion al aumentar el nimero de factores o componentes significativos.

El A.C.P. se viene utilizando con profusién en aquellos campos cientificos como el
medioambiental, en que se conocen una gran cantidad de parametros quimicos
correspondientes a muchas muestras (Barbieri et al 1998; Salman y Abu Ruka’h, 1999;
Helena et al, 2000; Simeonov et al, 2000; Singh, et al 2007; Salman et al, 2009; Cid et al
2011) o a estudios de fraccionamiento quimicos (Pardo et al, 2002, 2004, 2008, 2013;
Abollino et al, 2011; Wang, 2014).

1.4.2.- Analisis de Conglomerados

Se trata de un método de Reconocimiento de Pautas (Pattern Recognition), que son
un conjunto de herramientas de tipo matematico y estadistico, que analizan datos
multivariantes y permiten clasificar objetos en clases diferentes de acuerdo con la
informacidén proporcionada por una serie de variables. Estos métodos suelen ser divididos
en dos grandes grupos en funcion de si se conocen o no las clases de antemano. El Analisis
de Conglomerados (A.C.) es un Métodos de Reconocimiento no Supervisado de Pautas,
MRNSP (Non-Supervised Pattern Recognition, y su objetivo es precisamente el visualizar la

existencia de clases. Como la informacion aparece en forma de darbol jerarquizado,
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dendrograma, los métodos A.C. son métodos jerarquicos y de hecho la forma mas habitual

de referirse a ellos es hierarchical clustering.

El procedimiento se basa en agrupar los objetos o las variables en funcién de su
parecido, que se cuantifica por medio del concepto de distancia, el cual tiene que cumplir

una serie de propiedades. Asi, dados dos objetos A y B, la distancia entre ellos, das, debe

ser tal que:
das>0
dAA = 0
das = dga

Si das < dac es preferible agrupar Ay B antes que Ay C

De entre las diferentes alternativas (Departamento de Quimica Analitica, 2013) la mas

utilizada es la distancia euclidea

En el caso de las variables la distancia se cuantifica en funcidn del coeficiente de
correlacién, bajo la premisa de que dos variables que se comporten de forma parecida,
estaran correlacionadas positivamente, de forma que cuando una aumente, la otra
aumente, y cuando una disminuya, la otra disminuya. Asi, dadas dos variables i y j, la

distancia entre ellas se puede cuantificar como:
d =1-r
ij ij

A partir de la matriz de distancias, se construye un dendrograma, diagrama en
forma de arbol, en el cual los objetos o variables se van agrupando en funcién de su
distancia. Existen diversos métodos (linkage methods) para construir los dendrogramas
(Departamento de Quimica Analitica, 2013), eligiéndose el que produzca los resultados mas
faciles de interpretar. Hay que hacer notar que, al contrario que en el A.C.P., la cantidad de
informacién que se representa en un dendrograma de A.C. es siempre del 100%. La forma
del arbol depende del procedimiento de construccion (linkage), pero las conclusiones
suelen coincidir y apoyar las que se extraen a partir del A.C.P. Ambos métodos coinciden
en su objetivo de presentar informacién multivariante de una forma visualmente

comprensible, siendo la principal diferencia entre ambos el que el A.C.P. trata de buscar un
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modelo matematico para explicar los datos, mientras que el A.C. se limita a agruparlos en

funcidn de su parecido.

El resultado final es un diagrama similar al de la Figura 5, cuya interpretacién es

inmediata e intuitiva.
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Figura 5.- Ejemplo de dendrograma

Los métodos A.C. se emplean de forma rutinaria en multitud de areas cientificas
(Singh et al, 2000; Wang et al, 2014). Su aplicacidn a datos medioambientales se detalla en
Smolinski (2002) y en el caso de los procedimientos de fraccionamiento quimico en a

Giacomino et al (2011)

1.5. Area de estudio

Los métodos y procedimientos descritos mas arriba, se han aplicado a muestras de
sedimentos procedentes del rio Quinto en Argentina. La cuenca del rio Quinto
(Subsecretaria de Recursos Hidricos, 2014) es de caracter interprovincial y pertenece al
Sistema Pampeano. Con sus nacientes en la provincia de San Luis, drena el faldeo oriental
de la sierra homdnima. Tiene un drea de 34.360 km?, abarcando parte de las provincias

argentinas de San Luis, Cérdoba, Santa Fe y Buenos Aires (Figura 6).
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La parte de la cuenca correspondiente a la provincia de San Luis, sobre todo la zona
del embalse de La Florida, donde se puede considerar que nace realmente el rio Quinto, ha
sido objeto de diversos estudios medioambientales para cuantificar el nivel de
contaminacién originado por compuestos organoclorados y metales toxicos, tanto en la
fauna asociada, aves, anfibios, peces, (Cid et al. 2007, Cid et al. 2009, Jofré et al. 2012),

como en aguas (Luco et. al. 1992; Cid et al. 2011).

Republica de San Luis province
la Argentina ' Wt
San Luis
oV

~

area of
P influence

Villa
Mercedes

Figura 6.- Localizacion esquematica del Rio Quinto (Cid et al, 2001)

Muchos de esos trabajos han sido publicados por el equipo de investigacién del Dr.
Fabricio D. Cid de la Universidad de San Luis, con el que colaboran activamente (Cid et al,
2011) los Dres. R. Pardo Almudi (tutor de este Trabajo Fin de Grado) y M. Vega Alegre del
Departamento de Quimica Analitica de la UVa. El Dr. Cid ha suministrado las muestras
analizadas en este Trabajo Fin de Grado, que se convierte asi en el primer estudio en el que
se aborda la problematica de los metales toxicos, en muestras de sedimentos procedentes

del rio Quinto.
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Objetivos

El presente Trabajo Fin de Grado pretende aportar informacion acerca del
contenido y movilidad de metales toxicos (Cr, Ni, Cu, Zn, As, Cd y Pb), en muestras de
sedimentos fluviales procedentes del rio Quinto (San Luis. Argentina), con el fin Gltimo de

contribuir al diagndstico medioambiental del mismo.

Con este fin se han utilizado muestras de sedimentos recogidas a lo largo del cauce
del rio Quinto, desde su nacimiento hasta que abandona la provincia de San Luis, y que nos

han sido proporcionadas por el Dr. Fabricio D. Cid de la Universidad de San Luis.
Dichas muestras se han caracterizado sobre la base de la determinacion de:

- Contenidos movilizables o pseudototales, mediante el empleo de la norma
US-EPA 3051 (extraccién con HNOs ayudada por microondas).

- Fraccionamiento quimico B.C.R., basado en una extraccidén secuencial que
proporciona 3 fracciones de movilidad, y por tanto peligrosidad

medioambiental, decreciente.

Para ello, en primer lugar, se ponen a punto las correspondientes técnicas analiticas
espectrométricas, ICP-OES e ICP-MS, necesarias para la determinacién de los contenidos
de los elementos en los extractos generados. Los procedimientos han sido validados

mediante el correspondiente Material Certificado de Referencia.

Los datos generados, tanto de contenidos pseudototales como de fraccionamiento
quimico, han sido estudiados mediante técnicas estadisticas univariantes y multivariantes
(Andlisis en Componentes principales y Analisis de Conglomerados), con objeto de
encontrar las relaciones entre los elementos analizados y sacar la mayor cantidad de
informacidn, referente a las relaciones entre los elementos analizados y/o las muestras de

sedimentos, extrayéndose las correspondientes conclusiones.

La informacidon generada, que constituye el primer estudio realizado sobre
contenidos de metales toxicos en sedimentos del rio Quinto, contribuira al diagndstico
medioambiental de este recurso hidrico, tan importante para la provincia de San Luis

(Argentina).
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3.1.- Zona de muestreo

La cuenca hidrografica endorreica del rio Quinto es la mas extensa y caudalosa de
la provincia argentina de San Luis. Abarca una extension aproximada de 11.000 km?, de los
cuales 2.500 corresponden a las sierras y 8.500 a las planicies (Garelis y Bistoni, 2010). El
rio Quinto (Popopis) nace en el embalse La Florida, lugar donde se unen los rios Grande
(que fluye del norte) y Trapiche (que lo hace desde el oeste). Ademas, tiene como afluentes
los rios Riocito, Canada Honda y el Rio del Rosario, y los arroyos Saladillo, La Barranquita y
La Petra entre otros (Subsecretaria de Recursos Hidricos, 2008) y en su curso se encuentran
los Embalses Saladillo, Paso de Las Carretas y Vulpiani. Después del embalse del Paso de
Las Carretas, el rio Quinto atraviesa una amplia llanura donde se encuentran situadas las
ciudades de Villa Mercedes (111.391 habitantes) y Justo Daract (10.135 habitantes), ambas
en la provincia de San Luis. A continuacién el rio entra en la provincia de Cérdoba, atraviesa
unos 110 km en direccidn sudeste a través de una planicie y se subsume en los Banados de
La Amarga (Cérdoba), desapareciendo de la superficie. Durante periodos hiumedos, el rio
Quinto sobrepasa ampliamente los Bafados de la Amarga, y se divide en dos brazos. El
primero, o brazo norte, aporta sus aguas al Bafiado del Destino en los limites de las
provincias de Cordoba y Santa Fe. Mucho mas importante es el brazo que toma la direccion
sur, que llega hasta la provincia de Buenos Aires desembocando en el rio Salado, afluente

del Rio de la Plata.

3.2.- Procedimiento de muestreo

Las muestras utilizadas en este Trabajo Fin de Grado, fueron proporcionadas por el
Dr. Fabricio D. Cid, de la Universidad de San Luis (Argentina). Se tomaron un total de 11
muestras, recogidas en el cauce del rio Quinto durante su paso por la provincia de San Luis.
Las Figuras 7 y 8 muestran, respectivamente, su posicion global y una vista mas detallada

de los puntos de muestreo.

27



Materiales y Métodos

RVY IIRV‘I 0]

& RVSal
RVEIRV7

j'I
RV6

| JRVA
RVA

VillaMercedes

|
|
|

S G()(‘)SIC earth

Fechas/de imag g 665 m alt. 0joi134.60 km

Figura 7.- Localizacion general de los puntos de muestreo

La Tabla 3 resume las principales caracteristicas de los puntos de muestreo

Tabla 3.- Localizacion de las muestras

Referencia Punto de muestreo

RV1 Aguas abajo de la ciudad de Justo Daract

RV2 Aguas arriba de la ciudad de Justo Daract

RV3 Aguas abajo de la ciudad de Villa Mercedes

RV4 Aguas arriba de la ciudad de Villa Mercedes

Rv4’ Aguas arriba de la ciudad de Villa Mercedes

RV6 Aguas abajo del embalse del Paso de las Carretas

RV7 Aguas arriba del embalse del Paso de las Carretas
Arroyo Saladillo, afluente del rio Quinto, antes del Embalse Paso de

RVSal
las Carretas.

RV8 Aguas abajo del dique Saladillo

RV9 Rio Trapiche, aguas arriba del embalse de la Florida

RV10 Rio Grande, aguas arriba del embalse de la Florida
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Las muestras fueron tomadas en el lecho del rio utilizando material y recipientes de
plastico para evitar contaminacidon metalica. Una vez llevadas al laboratorio, se secaron al
aire y se tamizaron con un tamiz de plastico de 2 mm, almacenandose en bolsas de plastico
herméticas. Las muestras fueron posteriormente enviadas por correo aéreo al
Departamento de Quimica Analitica de la UVa, donde se mantuvieron en ambiente

herméticoy a 42 C.

3.3.- Procedimientos analiticos

3.3.1.- Determinacion de contenidos pseudo-totales

Para la determinacion del contenido pseudototal de metales de los sedimentos
estudiados se utilizé el método descrito en la norma EPA-3051 (USEPA, 1994). Esta norma
describe el procedimiento consistente en una digestion acida de los sedimentos en un
horno microondas y posterior analisis mediante las técnicas de ICP-MS 6 ICP-OES. Con este
procedimiento se consigue conocer la cantidad que contiene cada sedimento de metales

movilizables, es decir, la cantidad de metales mas perjudiciales para el medio ambiente.

El reactivo digestor utilizado debe ser un acido fuerte o agua regia. En este caso, se
utilizo acido nitrico concentrado al 65%. Es necesario que el acido nitrico sea de calidad P.A.
para que su contenido en metales sea minimo; ya que en caso de tener una presencia

elevada en metales interferiria en los resultados dando lugar a conclusiones errdneas.

La digestidon de los sedimentos se realiza en un horno Microondas, el cual es un
equipo cerrado con el que se evitan las pérdidas energéticas y las contaminaciones de las
muestras. Se utilizé un horno microondas ETHOS PLUS MILESTONE como el de la Figura 9,
ubicado en el Departamento de Quimica Analitica (Facultad de Ciencias). Este horno
microondas consta de 6 vasos de digestion de teflén (TFM) acompafiados de sus
correspondientes encamisados (Figura 10). El horno microondas contiene un termopar, el
cual se introduce en un vaso de control de digestion diferente a los otros cinco vasos
digestores y en el que se introduce el blanco analitico. De esta forma, se conoce en todo

momento la temperatura exacta en la que se encuentra el proceso de digestién. El proceso
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de digestién se basa en una rampa de temperaturas controlada y combinada con agitacién,
gue se consigue por el movimiento semi-rotatorio del carrusel en el que se emplazan los

vasos digestores.

Figura 10.- Vaso de digestion y
encamisado.

Figura 9.- Horno microondas en el que se
realizo la digestion.

El material y los reactivos utilizados en todo el proceso de digestiéon han sido:

- Pesasustancias de vidrio, espatula de plastico
- 6 vasos digestores de microondas de teflon junto sus encamisados
- Llave dinamométrica calibrada

- Pipetade5mL

- Embudo cénico de vidrio

- 6 matraces aforados de 25 mL

- Tubos de centrifuga

- Filtros de jeringa (nylon 0.45 um)

- Jeringas

- Botes de polietileno de 25 mL

- Balanza analitica con precisién 0.0001 g

- Acido Nitrico concentrado 65 % calidad P.A.

- Agua de calidad MilliQ
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Procedimiento experimental

En el vaso digestor etiquetado como 1, y diferente al resto de los vasos digestores,
se introdujo 5 mL de acido nitrico concentrado 65% medido con pipeta. De esta forma, se
tiene el blanco analitico al que se le realizaron las mismas operaciones que al resto de
muestras con sedimentos. Ese vaso digestor es el que viene preparado para introducir el
termopar del horno microondas y con el que se controla la temperatura del proceso de
digestion. A continuacion, se pesan aproximadamente 0,25 g, apuntando el peso exacto,
de cada sedimento en un pesasustancias utilizando la balanza analitica. En una campana
extractora, se traspasa el contenido del pesasustancias a uno de los vasos digestores y se
afiaden 5 mL de acido nitrico concentrado. Este proceso se realiza hasta completar el total
de 6 vasos digestores que componen el carrusel del horno microondas. Una vez que se
tienen todos los vasos digestores con sus correspondientes muestras, se cierran con ayuda

de la llave dinamomeétrica calibrada para aplicar la misma fuerza en todos los vasos.

Seguidamente, se introduce el carrusel en el horno microondas, introduciendo en
el vaso digestor 1 el termopar en su cavidad correspondiente y se enciende el horno
microondas. El proceso de digestion se controla mediante un ordenador acoplado al horno
microondas en el que se elige el programa de la EPA-3051. Este programa controla la
potencia de microondas necesaria para conseguir la rampa de temperaturas utilizada en el
proceso. En esta rampa, la temperatura comienza ascendiendo de forma constante hasta
alcanzar 180+2°C, consiguiéndolo en aproximadamente 5,5 minutos. A continuacién, se
mantiene la temperatura a 180+2°C durante un periodo de 10 min, gracias a la aplicacion
constante de la radiaciéon de microondas. Pasado este tiempo, se corta la aplicacion de
radiacion microondas y se deja que la temperatura descienda progresivamente hasta 40°C.

Este periodo de tiempo suele durar 1h, finalizando entonces el proceso de digestion.

A continuacion, se saca el carrusel del horno microondas y en una campana
extractora se abre cada vaso digestor con ayuda de la llave dinamométrica. Se observa que
se desprende un gas amarillento debido al dxido nitroso formado en la digestion de los
sedimentos. Tras dejar enfriar el contenido de los vasos digestores, se procede a
traspasarlo con ayuda de un embudo cénico a matraces aforados de 25 mL. Se arrastra el
contenido del vaso digestor con ayuda de agua destilada y se enrasan. Seguidamente, se

traspasa a tubos de centrifuga, asegurandose de que el sélido residual también caiga en el
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tubo de centrifuga. Se introducen los tubos en una centrifuga ALC Centrifuge PK120 (Figura

11) manteniéndose a 3800 rpm durante 10 min. Se retiran los tubos y se procede a filtrar
la disolucién sobrenadante con filtros de jeringa de 0,45 um llevandolo a botes de
polietileno en los que se conserva la muestran para su posterior analisis. Es necesario
conservar las muestras digeridas en refrigeracion a 4°C para evitar su degradacion y posible

contaminacion.

Figura 11.- Equipo de Centrifuga.

El proceso de digestion se realizd por triplicado para cada muestra de sedimento,
por lo que se repitid todo el proceso descrito anteriormente un total de 6 veces, hasta tener

todas las muestras digeridas.

3.3.2.- Fraccionamiento quimico B.C.R.

El procedimiento B.C.R. consiste en llevar a cabo tres extracciones en forma
secuencial (Rauret et al, 2000), aplicando cada extractante al residuo proveniente de la

anterior extraccion, de acuerdo con el esquema presentado en la Figura 12.
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Figura 12.- Esquema del procedimiento BCR.

El material y reactivos utilizados fueron los siguientes:

- Tubos de centrifuga

- Pesasustancias de vidrio

- Espatula de plastico

- Pipetade 25 mLy 20 mL

- Probeta de 100 mL

- Matraces aforados de 50 mL, 250 mLy 1L
- Filtros de jeringa de 0.45 um

- Jeringas

- Botes de polietileno de 50 mL

- Bafio de agua.

- Agitador magnético rotatorio

- Balanza analitica

- Equipo Vibromatic

- pH metro

- Acido acético glacial de calidad P.A.

- Clorhidrato de Hidroxilamina P.A.

- Acido nitrico concentrado 65% de calidad P.A.
- Amoniaco al 25 % de calidad P.A.

- Perdxido de hidrégeno al 33 % P.A.

- Agua destilada de calidad MilliQ
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Procedimiento experimental

El procedimiento debe llevarse a cabo durante cuatro dias seguidos, pues las
extracciones se deben llevar a cabo durante mas de ocho horas. De esos cuatro dias, el
tercero es el mas laborioso, ya que el procedimiento para obtener la Fraccidon 3 es bastante

complicado.

Fraccion 1 (Asociada a carbonatos)

El reactivo extractante es el acido acético 0,11 M. Se toman 25 mL de acido acético
glacial de calidad P.A. y se llevan a un matraz aforado de 1000 mL enrasando con agua
destilada; de esta forma se obtiene acido acético de 0.43 M. De esta disolucion que se
acaba de preparar se toman 64 mL y se llevan a un matraz de 250 mL enrasando con agua

destilada, consiguiéndose asi el extractante acido acético de 0,11 M.

En un tubo de centrifuga se introdujo 20 mL de acido acético 0,11 M, el contenido
de este tubo actio como blanco analitico y se operd con él como con el resto de las
muestras. A continuacion, se pesd aproximadamente 0,5 g del sedimento en la balanza
analitica y se traspaso a un tubo de centrifuga; se anadieron 20 mL de acido acético 0,11 M
y se cerro el tubo. Esto se repitid con el resto de los sedimentos hasta tener 8 tubos en
total, ya que son las posiciones del Vibromatic (Figura 13) que se conectd, dejando los tubos

en agitacion durante 16 h a 500 rpm.

Figura 13.- Vibromatic utilizado en las extracciones.

Pasado el tiempo de extraccién se llevaron los tubos al equipo de centrifuga, el
mismo que se utilizé en el proceso de digestion acida. Se centrifugaron durante 25 min a

3900 rpm. A continuacién, se decanta el extracto de los tubos en matraces de 50 mL
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reservando los tubos de centrifuga con el residuo sélido para utilizarlo en la siguiente
extraccién. Se enrasan los matraces con agua destilada. Las disoluciones de los matraces
se filtran con filtros de jeringa de 0.45 um v se llevan a botes de polietileno de 50 mL. Estos
botes contienen los extractos resultantes de la primera extraccidén que son almacenados a

4°C hasta su posterior analisis.

Fraccion 2 (asociada a 6xidos hidratados de hierro y manganeso)

El reactivo extractante es clorhidrato de hidroxilamina 0,5 M (NH;OH-HCl). Esta
disolucién era necesario prepararla el mismo dia de su utilizacién ya que a lo largo de los
dias se va descomponiendo. Para la preparacién se disuelven 8,69 g de NH,OH-HCl en 100
mL de agua destilada. Se prepara a parte una disolucion de acido nitrico 2 M, tomando 1.4
mL de HNOs concentrado 65 % y se enrasan con agua destilada en un matraz aforado de
10 mL. Se toman 6,25 mL del HNO3 2 M y se afaden a la disolucion de clorhidrato de

hidroxilamina, se lleva todo a un matraz aforado de 250 mL y se enrasa con agua destilada.

Al residuo sdlido que se habia reservado de la anterior extraccion y al blanco
conteniendo Unicamente acido acético, se le afiaden 20 mL de NH,OH-HCI 0,5 M. Se colocan
los tubos de centrifuga en el Vibromatic y se deja en agitacién durante 16 h a 500 rpm.
Pasado el tiempo de agitacidn, se colocan los tubos en la centrifuga y se mantiene durante
25 min a 3900 rpm. A continuacion, se decanta el extracto de los tubos de centrifuga en
matraces aforados de 50 mL, reservandose el residuo sdlido para la siguiente y ultima
extraccidon. Los matraces se enrasan con agua destilada y esta disolucién es filtrada con
filtros de jeringa de 0,45 um en botes de polietileno. Se almacenan estos botes refrigerados

a 4°C hasta su andlisis, ya que contienen el extracto resultante de la segunda extraccion.

Fraccion 3 (asociada a materia orgdnica y sulfuros)

El extractante es una disolucién de H202 de concentracién 8.8 M. Se toman 204.26
mL H20; al 33%, y se disuelven en 200 mL de agua destilada. A continuacion, midiendo con
un pH-metro se afiade HNOs concentrado al 65% hasta conseguir un pH=2,
aproximadamente se necesitan dos gotas de acido nitrico para alcanzar este pH en la
disolucién. Se lleva a un matraz aforado de 250 mL y se enrasa con agua. También se
necesita acetato amadnico de concentraciéon 1.0 M. Se anaden sobre 500 mL de agua

destilada 74.9 mL de NH;3 al 25% y 57.25 mL de HAcO glacial (Esta disolucién debe
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prepararse en campana extractora ya que al afiadir los reactivos la disolucién se calienta y
desprende vapores de acetato amodnico). Una vez a temperatura ambiente, se aflade HNO3
concentrado al 65% hasta alcanzar pH=2, vigilando con pH-metro. Son necesarios 60 mL de
nitrico para conseguir acidificar la disolucion. Esta acidificacion debe hacerse
cuidadosamente porgue se calienta al afiadir el acido nitrico. Una vez que la disolucion se
a acidificado y estd a temperatura ambiente, se transfiere a un matraz aforado de 1000 mL

y se enrasa con agua destilada.

Al residuo sélido resultante de la segunda extraccién y al blanco, se le afiaden 5 mL
de H20, 8.8 M, se cierran los tubos de centrifuga sin apretar para que se puedan liberar los
gases producidos y se deja digiriendo a temperatura ambiente durante 1 h. De vez en
cuando se agita suavemente para homogeneizarlo. Se observa que durante el transcurso

de la digestion se liberan burbujitas de O3 resultantes de la reduccién del H;0x.

A continuacién se introducen los tubos cerrados en el bafio de agua a 85°C durante
1 h, agitando ocasionalmente. Transcurrido este tiempo, se destapan los tubos y se eleva
la temperatura del bafio de agua hasta conseguir la ebullicion de la disolucién de los tubos.
Se mantienen en ebullicién hasta reducir el volumen a 1,5 mL aproximadamente (30 min
aproximadamente). A continuacion, se afiaden otros 5 mL de H,0, 8,8 M a los tubos y se

mantienen en el bafio de agua a 85°C durante 1 h, agitando ocasionalmente.

Pasado ese tiempo, se destapan los tubos y se llevan de nuevo a ebullicidn pero esta
vez reduciendo el volumen de disolucion hasta 0,5 mL, sin llegar a sequedad completa
(unos 30 min). Por ultimo, se retiran los tubos del bafio de agua y se dejan enfriar hasta
temperatura ambiente. Se afiaden ahora 25 mL de NH4AcO 1,0 M a cada tubo y se

mantienen en agitacion en el Vibromatic durante 16 h a 500 rpm.

Una vez que haya terminado el tiempo de extraccidon, se colocan los tubos en la
centrifuga y se mantienen durante 25 min a 3900 rpm. A continuacién, se decanta el
extracto en matraces aforados de 50 mL y se enrasa con agua destilada. En este caso, el
residuo sdlido resultante de la extraccidn se desecha ya que no se va a realizar ninguna
operacion mds con él. La disolucién de los extractos se filtra con filtros de jeringa de 0,45
um y se lleva a un bote de polietileno. Estos botes se almacenan a 4°C hasta su posterior

analisis.
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3.3.3.- ICP-OES

Mediante esta técnica, denominada propiamente Espectrometria de Emision
Optica con Fuente de Plasma de Acoplamiento Inductivo, se determinan los elementos

pseudototales en los extractos obtenidos en el tratamiento con la EPA 3051.

La muestra liquida se introduce en continuo en un sistema de nebulizacién,
formando un aerosol que es transportado por el Argén a la antorcha del plasma acoplado
inductivamente por radio frecuencia. En dicho plasma de Argén y debido a las altas
temperaturas generadas, los analitos son atomizados e ionizados generandose espectros
de emisién atdmicos con lineas caracteristicas. Los espectros son dispersados por la red de
difraccidn y un detector mide la intensidad de las lineas, que es directamente proporcional
a la concentracion de analito en la muestra. La informaciéon es procesada por el
correspondiente software. En nuestro caso, el equipo utilizado fue un ICP-OES Varian
725ES, ubicado en el Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la UVa, como el que se

muestra en la Figura 14.

Figura 14.- Espectrémetro ICP-OES Varian 725ES

Los parametros operacionales del ICP-OES en el analisis de los contenidos
pseudototales de metales de los sedimentos fueron los siguientes:

- Potencia: 1,30 kW
- Flujo de plasma: 15,0 L/min
- Flujo auxiliar: 1,50 L/min
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- Presion del nebulizador: 200 kPA

- Alturavisiéon de la antorcha: 10 mm

- Tiempo de lectura por réplica: 15 s

- Retraso estabilizacion del instrumento 15 s
- Retraso de toma de muestra: 25 s

- Velocidad de bomba: 15 rpm

- Tiempo maximo de lavado: 20 s

- Numero de réplicas por muestra: 3

Los elementos se midieron a dos longitudes de onda cada uno (Tabla 4), eligiendo

aquella en la que mejores resultados se obtenian.

Tabla 4.- Longitudes de onda (nm) de medida mediante ICP-OES

Cr Ni Cu Zn As Cd Pb
205.56 221.65 324.75 202.55 188.98 214.44 217.00
267.72 231.60 327.40 213.86 193.70 226.50 220.35

La calibracién del equipo de ICP-OES se realizd con un patrén multielemental
SCHARLAB de 26 elementos (1000 mg/L) en acido nitrico 5%. A partir del cual se prepararon
por pesada diferentes disoluciones de 0,022; 0,045; 0,220; 0,500; 0,990 y 2,000 mg/L. De
esta forma se obtuvo una linea de calibrado para cada elemento estudiado, en las
condiciones indicadas anteriormente, seleccionando las longitudes de onda
correspondientes a los diferentes elementos en funcién de las interferencias producidas.
La Tabla 5 muestra un resumen de los parametros de las lineas de calibrado obtenidas a lo

largo de la experimentacion.

Tabla 5.- Parametros tipicos de lineas de calibrado de ICP-OES

Ordenada en el origen (l) Pendiente (I.L/mg)
Elemento A (nm) Valor Intervalo Valor Intervalo r?
Cr 205,56 8,48 -4,75-12,20 590,81 586,52 - 595,10 0,999
Ni 231,60 1,75 -9,23-14,74 242,07 229,42 - 254,73 0,998
Cu 327,40 18,39 -6,65-43,44 1832,11 1803,28 - 1860,95 0,999
Zn 202,55 6,45 -2,92 - 15,82 971,82 961,04 - 982,61 0,999
As 188,98 3,42 -0,53-6,31 50,42 47,09-53,75 0,996
Cd 226,50 13,71 -6,99 - 34,41 2324,04 2300,21-2347,86 0,999
Pb 220,35 4,58 -0,07 - 9,09 101,72 96,53 - 106,92 0,998
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Como ejemplo, la Figura 10 muestra la linea de calibrado correspondiente al Cr.

Cr (205.56 nm)

1500

1200

900 -

600

Intensidad

y =590,81x + 8,48
300

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

Concentracién (mg/L)

Figura 15.- Linea de calibrado del Cr mediante ICP-OES

Los limites de deteccion (LOD) para cada elemento, fueron calculados a partir de la

siguiente expresion (Massart et al, 1997):

2 toeccc@@cccc
x99, =

So%bbb 1+ 1/nn

Ut

donde sy es la desviacidn estdndar de las n réplicas del blanco analitico, n el nimero de

réplicas (en este caso 7) y bi1 la pendiente de la linea de calibrado para cada elemento. La

Tabla 6 muestra los valores obtenidos en mg/kg utilizando las masas y volimenes indicados

en3.3.1

Tabla 6.- Limites de deteccion (mg/kg) para ICP-OES

Cr Ni Cu Zn As Cd Pb
0,839 0,90 0,732 3,918 1,159 0,139 0,586
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3.3.4.- ICP-MS

Esta técnica, denominada propiamente Espectrometria de Masas con fuente de
Plasma de Acoplamiento Inductivo, ha sido utilizada para determinar los contenidos en los
extractos procedentes del fraccionamiento quimico B.C.R. Permite cuantificar la mayoria
de los elementos de la tabla peridédica en un rango dindmico lineal de 8 drdenes de
magnitud (ng/l - mg/l), con unos limites de deteccidn para la mayoria de los elementos de

unas pocas ppb — ppt.

La muestra liquida es vaporizada e ionizada gracias a un plasma de Ar. Los iones,
una vez formados, pasan al espectrémetro de masas donde son separados mediante un
analizador y detectados. El equipo esta dotado de un monocromador posterior a la muestra
y una serie de detectores dedicados a cada elemento en diferentes posiciones del plano
focal. El equipo utilizado ha sido un espectrémetro AGILENT 7500c equipado con un
sistema de reaccién octopolar y ubicado en el Laboratorio de Técnicas Instrumentales de

la UVa (Figura 16).

Figura 16. Espectrometro ICP-MS AGILENT 7500c.

Los parametros operacionales del equipo fueron los siguientes:

Parametros del Plasma

- Potencia de radiofrecuencia: 1530 W
- RF Matching: 1,68V

- Profundidad de muestreo: 7,4 mm
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- Altura de la antorcha: -0,3 mm
- Flujo portador: 1,05 L/min

- Flojo generador de plasma: 0,15 L/min
- Bomba nebulizadora: 0,15 rps
Lentes

- Lente de extracciéon: 4,4V

- Lentes Einzel 1,3:-80V

- Lente Einzel 2: 10,5V

- Entradaalacelda:-20V

- Salida de la celda: -23 V
Octopolo

- Radiofrecuencia: 190 V

- Desviaciéon: -15V

Celda de reaccion/colision

- Gas Hz: 0 mL/min

- Gas He: 3,5 mL/min

Se estudiaron dos posibles isdtopos de cada metal (Tabla 7), eligiendo aquel con

el que se obtenian mejores resultados.

Tabla 7.- Is6topos de los elementos

Cr Ni Cu Zn As Cd Pb
52 60 63 66 75 111 206
53 62 65 68 208

Los extractos del fraccionamiento quimico B.C.R. se analizaron mediante el método
de patrén interno o patréon externo. Como patrén interno se utilizd un patrén
multielemental que contenia 50 pg/L de Sc (45), Ge (72), Y (89) y Tb (159), elementos que
cubren un amplio rango de masas y que sirven para que no derive el equipo con el tiempo
y para eliminar interferencias de matriz. Las lineas de calibrado se prepararon a partir de
un patron multielemental SCHARLAB de 26 elementos en acido nitrico 5%, preparando
finalmente una serie de patrones con concentraciones comprendidas entre 1 y 100 pg/L.
Debido al elevado niumero de muestras y a su diferente matriz, las determinaciones se
hicieron en diferentes tandas, lo que dio lugar a una serie de lineas de calibrado. En aras
de la brevedad unicamente se presentan en la Tabla 8 y en la Figura 17, a modo de ejemplo,
los parametros correspondientes a las lineas de calibrado de la Fraccién 3 (patrén externo)

y la linea de calibrado del *'1Cd, respectivamente.
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Tabla 8.- Parametros tipicos de lineas de calibrado de ICP-MS

Ordenada en el origen (CPS) Pendiente (CPS.L/ug)

Elemento Isétopo Valor Intervalo Valor Intervalo r
Cr 53 386,5 -67,8 - 840,9 614,4 603,3-625,4 0,999
Ni 60 1041,8 -300,3 - 2384,0 1802,7 1770,1-1835,4 0,999
Cu 65 1785,5 -180,2 - 3390,7 2219,2 2180,1-2258,2 0,999
Zn 68 485,2 -143,4-1113,8 762,3 747,0-777,6 0,999
As 75 1311 -62,5-324,8 640,6 635,9 - 645,3 0,999
cd 111 498,2 -209,7 - 1206,1 1221,7 1204,4-1238,9 0,998
Pb 206 1999,3 -490,2 - 4488,9 614,4 603,3-625,4  0,9998
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Figura 17.- Linea de calibrado de **'Cd en la Fraccion 3.

La Tabla 9 muestra los limites de deteccidon (mg/kg) de cada elemento en cada
extracto, en funcién de las masas y voliumenes indicados en 3.3.2, y calculados de forma

analoga a como se hizo en los casos anteriores.

Tabla 9.- Limites de deteccion (mg/kg) para ICP-MS

Fraccion Cr Ni Cu Zn As Cd Pb
1 0,320 0,021 0,102 1,149 0,118 0,085 0,131
2 0,102 0,058 0,086 0,461 0,086 0,031 0,502
3 0,081 0,104 0,119 1,367 0,045 0,254 1,181
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3.3.5.- Validacidn de los procedimientos

Los procedimientos descritos en 3.3.1 (determinacién de contenidos pseudototales
mediante la EPA-3051) y 3.3.2 (fraccionamiento quimico B.C.R.), fueron validados mediante
su aplicacion al correspondiente Material de Referencia Certificado, ERA 540 (Lot No. D054
Method 3051 HNOs) para la EPA-3051 y MRC 601 para el fraccionamiento quimico. Cabe
destacar que este ultimo MRC no indica valores certificados para el As. Las tablas 10 Y 11

muestran los resultados obtenidos por nosotros.

Los intervalos de confianza obtenidos se han calculado a partir de los
correspondientes valores de teritico, cON un nivel de confianza del 95% y los adecuados g.d.l.
Como se puede comprobar, en todos los casos los intervalos de confianza obtenidos se
solapan con los certificados, por lo que la validacién de ambos métodos se puede

considerar satisfactoria.

Tabla 10.- Valores certificados y obtenidos en la validacion del MRC 540

ifi Intervalo Intervalo

ELEMENTO Valorn::r/tllgcado certificado obtenido*
Cr 118 98,1-138 89,2-116,5

Ni 99,8 82,0-118 26,9-106,8

Cu 82,5 69,1-95,9 49,2-94,4

Zn 116 96,7-135 97,5-126,2

As 152 119-185 56,5-194,2

Cd 95,2 81,1-109 77,8-90,4

Pb 120 100-140 77,9-129,8

* A partir de 4 réplicas
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Tabla 11.- Valores certificados y obtenidos en el analisis del MRC 601

Valor certificado

Intervalo

Intervalo

Metal mg/kg Incertidumbre certificado obtenido *
Extraccién 1
Cr 0,35 0,08 0,11-0,59 0,44-0,78
Ni 7,82 0,84 5,3-10,34 2,8-11,5
Cu 10 0,8 7,6-12,4 7,0-13,5
Zn 261 5 246 - 276 196,7 - 318,0
cd 4,45 0,67 2,44 - 6,46 2,5-5,1
Pb 2,28 0,44 0,96 -3,6 1,87-2,54
Extraccion 2
Cr 10,6 0,9 7,9-13,3 7,5-13,2
Ni 10,6 1,20 7-14,2 5,8-13,6
Cu 73,8 4,9 59,1- 88,5 42,2 -68,1
Zn 266 17,0 215-317 166,3 - 280,6
Cd 3,95 0,53 2,36-5,54 0,7-5,1
Pb 205 11,0 172 - 238 97,2-225,3
Extraccién 3
Cr 14,4 2,6 6,66 -22,6 12,1-18,5
Ni 6,04 1,27 2,23-9,85 4,4-9,0
Cu 78,6 8,9 51,9-105,3 58,7-124,2
Zn 106 11 73-139 61,4 - 148,5
Cd 1,91 1,43 0-6,2 0,1-1,3
Pb 19,7 5,8 2,3-37,1 18,9-43,5

* A partir de 5 réplicas

3.3.6.- Herramientas informaticas

Los calculos numéricos y estadisticos han sido realizados mediante EXCEL 2010,
STATSGRAPHICS Centurion XVI y MINITAB 16. El mapa de temperatura (heat map) ha sido
hecho con la ayuda de MATLAB 2013B.
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4.1.- Contenidos pseudototales

Los contenidos pseudototales representan la cantidad movilizable de metales
téxicos en una muestra sélida (suelo o sedimento), y son por tanto una indicacion mas

precisa del riesgo que dichas muestras pueden suponer al medioambiente.

La Tabla 12 muestra los valores medios de los contenidos pseudototales, en mg/kg,

obtenidos al analizar dos réplicas de cada una de las muestras disponibles.

Tabla 12.- Contenidos pseudototales (mg/kg)

Elemento
Muestra Cr Ni Cu Zn As cd Pb
RV1 6,05 0,59 2,38 21,93 2,88 <LD 4,50
RV2 4,05 <LD 1,29 5,68 3,83 <LD 0,80
RV3 1,31 1,21 1,08 10,08 0,65 < LD 1,59
RV4 5,03 3,18 3,92 7,09 1,56 0,26 1,28
RV4A 4,00 3,04 3,47 30,68 1,82 0,20 3,43
RV6 20,32 12,25 10,93 12,42 5,46 0,40 1,46
RV7 6,07 4,37 3,42 22,53 1,35 < LD 2,05
RV8 11,52 4,79 4,81 9,54 4,80 < LD 1,00
RV9 9,89 6,40 5,95 44,89 0,91 <LD 2,84
RV10 29,63 19,78 18,70 49,92 3,98 0,78 8,07
RVSAL 16,35 0,85 9,37 22,78 10,56 <LD 4,19

4.1.1.- Evaluacion de la peligrosidad medioambiental

A la hora de evaluar la peligrosidad de las muestras analizadas, deberia bastar con
comparar sus valores con los correspondientes valores guia o SQG (Sediment Quality
Guidelines). A pesar de la sencillez de la propuesta, lo cierto es que no existen criterios
uniformes de consenso para tal fin. Mientras que tradicionalmente la peligrosidad se
establecia comparando los valores encontrados con los niveles fondo del material
examinado, recientemente se empezaron a tomar en consideracién los efectos bioldgicos
causados (Burton, 2002). No obstante, existen multitud de criterios, ninguno de ellos con

el necesario consenso (Crane, 2003) y que se aplican en los diferentes paises (CEDEX, 1994).
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Incluso en Europa, donde existe la Directiva Marco sobre el Agua (Water Framework
Directive) es de obligado cumplimiento para los estados miembros, solo recientemente se
ha empezado a considerar a los sedimentos como susceptibles de ser incorporados en la
misma (Comisién Europea, 2012). En resumen, aunque la idea es muy atractiva y de facil
implementacidn, en la practica no tiene validez alguna. La Tabla 13 muestra unos ejemplos

caracteristicos.

Tabla 13.- Algunos niveles guia para sedimentos (mg/kg)

Elemento
Nivel guia Cr Ni Cu Zn As Cd Pb
CEDEX Accion 1 200 100 100 500 80 1 120
CEDEX Accién2 1000 400 400 3000 200 5 600
Effects Range
Low (ERL) 80 30 70 120 33 5 35
Effects Range 145 50 390 270 85 9 110

Medium (ERM)

CEDEX Accion 1y 2 se refieren, respectivamente, a niveles de concentracién que
permiten el vertido libre al mar o que implican el vertido controlado (CEDEX 1993),
mientras que ERL es el nivel por debajo del cual un sedimento origina raramente efectos
perjudiciales y ERM es el nivel por encima del cual es muy probable que dichos efectos se
produzcan (Burton, 2002). La disparidad evidente entre los dos tipos de criterios, proviene
del hecho de que el CEDEX se refiera sedimentos portuarios. Véase Burton (2002) para mas

criterios de calidad.

En cualquier caso, los valores encontrados por nosotros estan muy por debajo de
cualquiera de los criterios de calidad examinados, por lo que se puede decir que los

sedimentos no ofrecen peligro medioambiental alguno.

4.1.2. Analisis estadistico univariante

La Tabla 14 muestra un resumen de los parametros estadisticos mas habituales, de

los contenidos pseudototales de las muestras de sedimentos analizadas. La Figura 17 por
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su parte, muestra un grafico de caja y bigotes (box-plot) de los contenidos pseudo-totales,

gue permite una mejor visualizacion de dichos pardmetros.

Tabla 14.- Resumen de parametros estadisticos univariantes

Elemento

Muestra Cr Ni Cu Zn As Cd Pb
Media 10,38 5,13 5,94 21,59 3,44 0,149 2,84
s 8,58 5,97 5,25 15,02 2,865 0,2523 2,153
Smedia 2,59 1,8 1,58 4,53 0,864 0,0761 0,649
Varianza 73,56 35,65 27,52 225,57 8,21 0,0637 4,635
Minimo * 1,3 0,00 1,08 5,68 0,649 0,00 0,8
Maximo 29,63 19,78 18,7 49,92 10,558 0,783 8,07
Rango 28,32 19,78 17,62 44,24 9,909 0,783 7,27
Q1 4,05 0,85 2,38 9,54 1,346 0,00 1,28
Mediana 6,07 3,18 3,92 21,93 2,88 0,00 2,05
Q3 16,35 6,4 9,37 30,68 4,797 0,261 4,19
Sesgo 1,31 1,79 1,64 0,9 1,63 1,89 1,56
Curtosis 1,25 3,1 2,75 -0,21 3,27 3,48 2,68

* Los valores < LD se han sustituido por 0,00 mg/kg
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Figura 17.- Graficos de caja y bigotes (boxplots) de los contenidos pseudototales

51



Resultados y Discusion

En el grafico se observa que Cr y Zn aparecen a niveles un orden de magnitud mas
grandes que el resto de los elementos, asi como que todos los elementos, a excepcion del
Zn, presentan distribuciones sesgadas, con colas hacia valores elevados, pues tienen
coeficientes de sesgo positivos, y sus medias son mayores que las medianas. También se
aprecia la existencia de algunos elementos andmalos (situados mas alla de 1,5 veces el

intervalo intercuartil) para Ni, As y Cd.

4.1.3. Analisis en Componentes Principales

Como vya se indico en 1.4.1, el Analisis en Componentes Principales (A.C.P.) permite
concentrar la informacion de una tabla de datos, en la que se presentan varias variables
(contenidos pseudototales de los diferentes elementos) medidas sobre objetos diferentes
(muestras de sedimentos). Eso permite obtener, unas nuevas variables (factores o
componentes principales), cuya representacion grafica permite obtener informacién no
disponible a primera vista. El primer paso (aunque transparente al usuario en los paquetes
estadisticos habituales) es la construccién de la matriz de correlacion de las variables, que
en nuestro caso aparece en la Tabla 15, con los valores significativos en negrita. Como en

4.1.2, los valores < LD han sido sustituidos por 0,00.

Tabla 15.- Matriz de correlacion de los contenidos pseudo-totales

Cr Ni Cu Zn As Cd Pb
Cr 1,000
Ni 0,861 1,000
0,001
Cu 0,980 0,888 1,000
0,000 0,000
Zn 0,509 0,571 0,592 1,000
0,110 0,066 0,055
As 0,531 0,049 0,444 -0,078 1,000
0,093 0,887 0,171 0,819
Cd 0,759 0,891 0,831 0,435 0,061 1,000
0,007 0,000 0,002 0,181 0,859
Pb 0,639 0,559 0,707 0,802 0,204 0,599 1,000
0,034 0,074 0,015 0,003 0,548 0,052

En cursiva aparecen los valores de p a posteriori con un a = 0,05
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El valor de reritico con o = 0,05y 11-2 = 9 g.d.l es 0,602. El valor de p a posteriori nos
dice la fuerza con la que se mantiene la HO de que r = 0 (no hay correlacidon). Un valor de p
a posteriori menor de 0,05 indica que la correlacidn es significativa, y tanto mas cuanto mas
pequefio sea p. En la Tabla 15 se observa un buen nimero (11 de 21) significativas, y todas
ellas positivas. De entre las no significativas, 5 incluyen al Zn y 5 incluyen al As, que parecen

ser los elementos menos correlacionados con el resto.

El siguiente paso es la extraccion de los valores propios, A, de la matriz de
correlacién. El interés radica en que a partir de ellos se conoce la cantidad de varianza o
informacién que explicara cada uno de los nuevas variables o factores. Los valores

encontrados aparecen en la Tabla 16.

Tabla 16.- Valores propios y varianza explicada
(A.C.P. contenidos pseudototales)

% % Varianza
Factor  Valor propio Varianza acumulado
1 4,6506 66,44 66,44
2 1,2366 17,67 84,10
3 0,8005 11,44 95,54
4 0,2477 3,54 99,08
5 0,0532 0,76 99,84
6 0,0090 0,13 99,97
7 0,0024 0,03 100,00

La cantidad de informacidn se obtiene a partir del cociente Ai/Z Ai. Se consideran
significativos aquellos factores cuyo A>1, ya que explican mas informacién que una variable
original. En nuestro caso, hay dos factores significativos, sefialados en negrita, que

explicardn entre los dos el 84,10% de la informacion de la Tabla 12.

Otra forma tipica de eleccidon de los componentes o factores significativos es el
grafico de Scree o de sedimentacidn, en el cual se representan los valores de los Ai en
funcion del nimero de factor. Dada la forma de la grafica, se retienen aquellos factores que
estén por encima del umbral critico A=1. No hay que decir que ambos métodos son en
realidad el mismo y originan los mismos resultados. La Figura 18 muestra el gréfico

correspondiente a los valores de la Tabla 16.
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Valor propio

1 2 3 4 5 6
Numero del Factor

Figura 18.- Grafico de Scree del A.C.P. de los contenidos pseudototales

El siguiente paso del A.C.P. es la construccién de la matriz de cargas (loadings), es

decir de los coeficientes que permiten obtener los valores (o puntuaciones de las nuevas

variables), que aparece en la Tabla 17.

Tabla 17.- Cargas (loadings) de los contenidos pseudototales

Factor o componente

Elemento 1 2 3 4 5 6 7

Cr 0,940 -0,291 -0,077 0,129 0,083 -0,004 -0,036
Ni 0,908 0,152 -0,350 0,152 0,069 -0,041 0,026
Cu 0,978 -0,172 -0,063 0,060 -0,022 0,077 0,014
Zn 0,705 0,469 0,474 0,216 -0,108 -0,014 -0,004
As 0,312 -0,910 0,262 -0,013 -0,063 -0,030 0,011
Cd 0,861 0,127 -0,396 -0,266 -0,123 -0,015 -0,010
Pb 0,807 0,184 0,467 -0,294 0,102 -0,003 0,005
Valor propio  4,6506 1,2366 0,8005 0,2477 0,0532 0,009 0,0024
% Varianza 66,44 17,67 11,44 3,54 0,76 0,13 0,03
% Var.acum., 66,44 84,11 95,54 99,08 99,84 99,97 100,00

En dicha tabla aparecen en negrilla los valores maximos de los coeficientes para

cada elemento analizado. Se observa que casi todos ellos, a excepcion del As, aparecen

concentrados en el primer factor, mientras que el As lo esté en el segundo. La
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representacion grafica de las cargas de los dos primeros factores, permitirad visualizar un

84,10 % de las relaciones entre los elementos analizados, tal como se expone en la Figura

19.
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Figura 19.- Grafico de cargas de contenidos pseudototales

En la Figura 19 se observa que el As tiene un comportamiento diferente del resto

de los elementos analizados, que aparecen concentrados todos en la misma zona de la

grafica.

A continuacion se construyen las nuevas variables para cada una de las muestras, lo
gue da lugar a la llamada matriz de puntuaciones (scores), que se muestra en la Tabla 18.
La representacion grafica de los dos primeros componentes (Figura 20), explica un 84,11 %

de la informacion presente en la Tabla 12, en lo correspondiente a las relaciones entre las

muestras analizadas.
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Tabla 18.- Puntuaciones (scores) de los contenidos pseudototales

Factor o componente

Elemento 1 2 3 4 5 6 7
RV1 0,379 0,326 1,128 -1,147 1,546 -0,767 -1,374
RV2 -0,929 -0,513 -0,326 -0,298 -0,363 -0,875 -0,709
RV3 -0,928 0,575 -0,355 -0,474 0,838 1,118 1,344
RV4 -0,505 0,213 -1,193 -1,045 -0,928 1,642 -1,066
RV4A -0,182 0,903 0,505 -0,685 -1,872 -1,525 0,927
RV6 0,697 -1,003 -1,708 0,676 -0,204 -0,694 -0,151
RV7 -0,440 0,615 0,020 0,705 0,651 0,117 1,477
RVS 0,377 -0,851 -0,496 0,907 1,012 -0,739 0,077
RV9 0,097 1,216 0,836 2,134 -0,539 0,610 -1,163
RV10 2,629 0,629 -0,124 -0,685 0,486 0,144 0,170
RVSAL 0,317 -2,111 1,714 -0,088 -0,627 0,969 0,467
Valor propio  4,6506 1,2366  0,8005 0,2477 0,0532 0,009 0,0024
% Varianza 66,44 17,67 11,44 3,54 0,76 0,13 0,03
% Var.acum. 66,44 84,11 95,54 99,08 99,84 99,97 100,00
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Como se puede observar en la Figura 20, casi todas las muestras excepto las RV6,

RV9, RV10 y RVSal aparecen localizadas en la misma zona del grafico, cuadrantes 2 y 3, lo

gue indica que contienen contenidos pseudototales similares. Las cuatro muestras

antedichas, parecen comportarse de forma diferente al resto.

Una informacion mas completa de las relaciones entre muestras y metales, la

proporciona el denominado grafico bivariado, en el que se representan de manera

conjunta y un mismo espacio abstracto, las cargas de las variables (metales analizados) y

las puntuaciones de las muestras (sedimentos). La Figura 21 muestra dicha grafica.
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Figura 21.- Grafico bivariado de contenidos pseudototales

La interpretacidon del grafico bivariado es igual de intuitiva que en los dos casos

anteriores. Asi, las muestras que aparezcan en la misma zona del espacio abstracto que los

elementos analizados, tendran en general valores elevados en esos elementos. No hay que
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perder de vista que la mayor parte de la informacion (66,44%) corresponde al Factor 1, por
lo que lo mas significativo es la separaciéon a lo largo del eje de abcisas, es decir que las
muestras RV6, RV9, RV10 y RVSal, todas situadas a la derecha de dicho eje, son las mas
cargadas en los elementos analizados, tal y como se puede comprobar si se buscan dichas
muestras en la Tabla 12. Por su parte, el eje de ordenadas en el que se representa el Factor
2 (17,66%) permite diferenciar las muestras RVSal, RV6, RV2 y RV8 con contenidos altos en
As (el Unico elemento que aparece en la zona negativa del eje de ordenadas) mientras que

RV4A y RV9 presentaran niveles mayores de Zn.

Todas estas conclusiones deben ser matizadas por el hecho de que el modelo de
A.C.P. con dos factores que hemos estado describiendo, deja sin explicar un 15,99% de la

informacion de la Tabla 12.

La rotacion Varimax de los factores que, en teoria permite “limpiarlos” y obtener
factores mas puros, no aporta mejora alguna a la interpretacion, por lo que sus resultados

no se muestran en la presente memoria.

4.1.4.- Analisis de Conglomerados

Al contrario que en el A.C.P., los métodos de Analisis de Conglomerados (A.C.) no
tratan de buscar un modelo matematico para concentrar la informacién, sino que
simplemente tratan de presentarla en forma de dendrograma, o diagrama en forma de
arbol, en el que las variables (metales analizados) o los objetos (muestras de sedimentos)
aparecen situados en funcion de su similitud, siendo la interpretacion rapida e intuitiva. El
proceso se lleva a cabo por medio del adecuado paquete estadistico, debiendo controlar el
usuario, entre otros parametros, dos que resultan ser fundamentales: la magnitud utilizada
para cuantificar la distancia (o similitud) entre objetos o variables y el método de unién

(linkage) utilizado para construir el dendrograma.

En primer lugar se presenta en la Figura 22, el dendrograma correspondiente a los
elementos analizados. Para su obtencidén, se ha utilizado como distancia entre dos
elementos quimicos iy j el valor djj = 1 —rj;, siendo rjj el coeficiente de correlacion entre iy
j, lo que autoescala automdaticamente las variables a media cero y varianza unidad. Para

construir el dendrograma se ha preferido el método de Ward, que origina los mejores
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resultados visuales (Smolinski et al, 2002), ya que minimiza la separacidn entre variables

gue se parecen mucho, a la vez que maximiza las diferencias entre las que se parecen poco.
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Elemento

Figura 22.- Dendrograma de variables de contenidos pseudototales

De la observacion de dicha figura, se confirma el comportamiento diferencial del As,
ya detectado en el grafico de cargas del A.C.P. Se aprecia ademas ahora, la existencia de un
subgrupo, formado por Zn y Pb, dentro del conglomerado formado por el resto de los

elementos.

La Figura 23 presenta el dendrograma correspondiente a las muestras de
sedimentos. En este caso, se ha cuantificado la similitud entre dos muestras Ay B por medio

de la distancia euclidea:

Siendo xa; y xgj los valores de las variables (metales) para cada uno de los objetos o muestras

A y B. Para evitar sesgos derivados de la diferente magnitud de los metales analizados,
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todos éstos se han normalizado por autoescalado a media cero y varianza unidad, lo que
facilita ademas la comparacion de los resultados del A.C. con los del A.C.P., en los que se
lleva a cabo esa misma normalizacion. El procedimiento de construccidn del arbol (linkage)

ha sido también el método de Ward.
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Figura 23.- Dendrograma de objetos de contenidos pseudototales

De la observaciéon de la Figura 23, se deduce la presencia de dos grandes
aglomerados, uno de ellos formado por las muestras RV6, RVSal y RV10. El otro gran
conglomerado, puede subdividirse en dos, uno de ellos formado por las muestras RV2, RV3,

RV4y RVS, y el otro por las restantes RV1, RV4A, RV7 y RV9.

La visualizacién conjunta de los dendrogramas correspondientes a las variables y a
los sedimentos, puede hacerse por medio del método descrito por Smolinski (2002), que
consiste en reordenar las filas y columnas de la matriz de datos, previamente autoescalada
a media cero y varianza unidad, y aplicar un cddigo de colores por medio de la instruccién
pcol de MATLAB, generando asi un heat map o mapa de temperatura de los datos. La Figura

24 presenta los resultados obtenidos.
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1 0 1 2 25

Figura 24.- Visualizacion conjunta de los dos dendrogramas de contenidos
pseudototales

En ella se localizan facilmente las muestras con valores elevados de metales téxicos
(coloreadas de naranja a rojo oscuro), pudiéndose comprender inmediatamente la razén
del conglomerado formado por las muestras RV6, RVSal y RV10, ya que todas ellas son las
gue poseen valores relativos mas grandes en contenidos pseudototales de los elementos

analizados.

El otro gran conglomerado esta dividido en dos: el formado por las muestras RV2,

RV3, RV4 y RV8 con contenidos en general bajos en todos los elementos (salvo en As y Cd
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para las muestras RV2 y RV8) mientras que resto de las muestras, RV1, RV4A, RV7 y RV9
tienen un comportamiento mezclado, destacando los contenidos relativamente altos de

todas ellas en Zn y Pb.

En general, el A.C. confirma todas las conclusiones extraidas del A.C.P., lo que pone
de manifiesto su complementariedad. Mientras el A.C.P. trata de buscar un modelo
matematico basado en unos factores ortogonales entre si (que no comparten informacion),
concentrando la mayor cantidad de informacién (84,11%) de la tabla de datos original, el

A.C. representa toda la informacion, a partir del parecido entre objetos o variables.
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Figura 25.- Grafico bivariado de contenidos pseudototales

Eso permite revisitar la Figura 21, que resumia el A.C.P., para incluir la informacién

del A.C., tal como se muestra en la Figura 25, en la que se han agrupado las muestras que
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comparten caracteristicas comunes en base a sus contenidos en metales pseudo-totales.
Asi, en rojo aparecen las muestras con contenidos mas altos y en verde las menos cargadas,
mientras que los dos grupos en naranja presentan contenidos intermedios, relativamente
elevados en As o en Zn. Estas agrupaciones de muestras se hacen desde el conocimiento
previo de que los niveles de elementos pseudototales encontrados, no parecen presentar

riesgo medioambiental.

Si se compara la anterior visidén con la situacion de los puntos de muestreo (Tabla 3
y Figura 7) se observa que el factor antropogénico no parece tener efecto alguno. Los
puntos RV1 y RV3 situados respectivamente aguas debajo de las ciudades de Justo Daracy
Villa Mercedes, contienen siempre niveles de metales pseudototales situados entre los mas
pequefios. Las muestras con RV6, RVSal y RV10, las mas cargadas con metales
pseudototales, se encuentran en la zona de cabecera del rio Quinto. Esto parece apuntar a
un origen natural, relacionado con la geologia de la zona, un factor a estudiar en préximos

trabajos.

4.2.- Fraccionamiento quimico

El fraccionamiento quimico B.C.R. permite dividir los contenidos pseudototales en
4 fracciones, 1, 2, 3 y 4 (Residual), de disponibilidad decreciente. La Tabla 19 muestra los
resultados medios obtenidos, en mg/kg, al analizar 2 réplicas de las muestras disponibles.
Cabe resaltar que la Fraccion 4 (Residual) se obtuvo por diferencia de la suma de las

Fracciones 1, 2 y 3, del contenido pseudototal (Tabla 12).
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Tabla 19.- Fraccionamiento quimico B.C.R. (mg/kg)

Elemento
Muestra Fraccion Cr Ni Cu Zn As Cd Pb
RV1 1 <LD 0,10 <LD 3,00 0,34 < LD < LD
RV2 1 <LD 0,10 <LD 0,92 0,36 < LD < LD
RV3 1 0,02 <LD <LD 2,50 <LD <LD 0,28
RV4 1 0,34 0,09 <LD 3,27 0,22 <LD <LD
RV4A 1 <LD 0,04 <LD 0,57 0,20 <LD < LD
RV6 1 <LD 0,46 0,01 4,49 0,61 < LD < LD
RV7 1 <LD 0,06 0,18 1,18 0,12 <LD <LD
RVS8 1 <LD 0,14 0,27 1,72 0,50 <LD <LD
RV9 1 <LD 0,16 0,36 1,80 <LD <LD <LD
RV10 1 <LD 1,15 1,42 3,43 0,22 <LD <LD
RVSAL 1 <LD 0,34 <LD 2,16 1,06 <LD <LD
RV1 2 0,56 0,16 0,58 2,51 0,43 0,06 1,71
RV2 2 0,36 0,18 0,64 3,45 0,42 0,04 1,58
RV3 2 0,84 0,08 0,23 1,38 0,19 0,06 2,99
RV4 2 0,23 0,17 0,49 2,79 0,32 0,04 0,52
RV4A 2 0,55 0,14 0,29 0,46 0,30 0,05 1,02
RV6 2 0,89 0,42 1,26 3,88 2,78 0,08 3,38
RV7 2 0,26 0,17 0,37 0,39 0,47 0,05 0,19
RVS 2 0,33 0,29 0,73 1,74 0,92 0,05 0,78
RV9 2 0,11 0,62 0,49 0,78 0,17 0,05 <LD
RV10 2 0,71 1,45 1,86 2,43 0,68 0,06 0,53
RVSAL 2 0,58 0,69 1,55 7,83 4,62 0,13 3,72
RV1 3 <LD 0,11 1,38 2,20 0,24 <LD <LD
RV2 3 <LD 0,49 0,61 1,94 0,33 <LD <LD
RV3 3 0,77 0,01 0,12 1,46 <LD <LD 0,21
RV4 3 <LD 0,32 0,64 1,85 0,05 <LD <LD
RV4A 3 0,43 0,37 0,33 2,15 <LD <LD 2,36
RV6 3 <LD 0,68 1,13 2,87 0,82 <LD <LD
RV7 3 <LD 0,34 0,53 1,47 0,05 <LD <LD
RVS 3 0,09 0,82 0,99 4,78 0,15 <LD <LD
RV9 3 < LD 1,54 0,65 2,97 < LD < LD < LD
RV10 3 <LD 2,02 9,87 5,39 0,15 <LD < LD
RVSAL 3 0,22 1,21 3,07 6,68 1,95 <LD < LD
RV1 4 5,49 0,22 0,42 14,22 1,88 <LD 2,79
RV2 4 3,70 <LD 0,04 <LD 2,72 <LD <LD
RV3 4 <LD 1,12 0,73 4,75 0,46 <LD <LD
RV4 4 4,46 2,60 2,79 <LD 0,97 0,22 0,76
RV4A 4 3,02 2,51 2,85 27,51 1,31 0,15 0,06
RV6 4 19,43 10,69 8,54 1,19 1,25 0,33 <LD
RV7 4 5,80 3,79 2,34 19,50 0,81 <LD 1,86
RVS 4 11,10 3,54 2,83 1,30 3,22 <LD 0,22
RV9 4 9,78 4,08 4,45 39,34 0,73 <LD 2,84
RV10 4 28,92 15,15 5,56 38,67 2,94 0,73 7,54
RVSAL 4 15,55 <LD 4,76 6,11 2,93 <LD 0,47
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4.2.1.- Fraccionamiento medio

A partir de los resultados de la Tabla 19, se pueden calcular los valores de

fraccionamiento medio de cada uno de los elementos, que se muestran en la Tabla 20.

Tabla 20.- Fraccionamiento B.C.R. medio

Elemento
Fraccion Cr Ni Cu Zn As Cd Pb
1 0,03 0,24 0,20 2,28 0,32 <LD 0,03
2 0,49 0,40 0,77 2,51 1,03 0,06 1,49
3 0,14 0,72 1,76 3,07 0,34 <LD 0,23
4 (Residual) 9,75 3,97 3,21 13,87 1,75 0,13 1,50

Los valores aparecen representados en forma de diagrama de barras en la Figura
26. Hay que recordar que, en el fraccionamiento quimico B.C.R., la movilidad vy
disponibilidad de los metales toéxicos, y por tanto su potencial peligrosidad
medioambiental, va disminuyendo en el orden 1 > 2 > 3 > 4 (Residual), y de ahi el codigo de

colores elegido para la representacion grafica.

| mFraccion 1
Fraccion 2

Fraccion 3

| mResidual

Concentracién (mg/kg)

Figura 26.- Fraccionamiento B.C.R. medio
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A la vista de las anteriores tabla y figura, se aprecia que todos los elementos
aparecen mayoritariamente en la Fraccion 4 (Residual) que es la menos disponible, aunque
el Pb, aparece repartido entre dicha Fraccién 4 y la Fraccidén 2, mas movilizable. Si esto se
combina con el bajo contenido pseudototal medio, se puede inferir que la peligrosidad

medioambiental de las muestras es practicamente inexistente.

4.2.2.- Analisis en Componentes Principales

Se muestra ahora de forma mas resumida, el tratamiento mediante A.C.P. de los
datos de la Tabla 19. Como en 4.2.1, los valores < LD han sido sustituidos por 0,00. La Tabla

21 muestra la matriz de correlacidn, con los valores significativos en negrita.

Tabla 21.- Matriz de correlacion del fraccionamiento quimico B.C.R.

Cr Ni Cu Zn As Cd Pb
Cr 1,000
Ni 0,871 1,000
0,000
Cu 0,633 0,667 1,000
0,000 0,000
Zn 0,576 0,601 0,401 1,000
0,000 0,000 0,007
As 0,515 0,327 0,297 0,296 1,000
0,000 0,030 0,050 0,051
Cd 0,762 0,872 0,464 0,490 0,379 1,000
0,000 0,000 0,001 0,001 0,011
Pb 0,541 0,532 0,199 0,619 0,484 0,658 1,000
0,000 0,000 0,195 0,000 0,001 0,000

En cursiva aparecen los valores de p a posterioricon un a = 0,05

Dado el elevado numero de grados de libertad, 44-2 = 42, el rgitico con a = 0,05
resulta ser 0,297, por lo que solo hay dos parejas cuya correlacion no es significativa, As-Cu
y As-Zn, apareciendo de nuevo el comportamiento diferencial del As, aunque menos
marcado que el apartado 4.1. Los valores propios de la matriz de correlacién aparecen en
la Tabla 22, que muestra un factor significativo, que explica el 61,23 %. El siguiente factor

esta muy cerca del valor critico 1 y entre los dos primeros explican el 74,76% de la varianza,
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una cantidad bastante apreciable. El grafico de Scree (Figura 27) permite sacar las mismas

conclusiones.

Tabla 22.- Valores propios y varianza explicada
(A.C.P. fraccionamiento quimico)

%

Factor Valor propio Varianza

% Varianza
acumulado

1 4,2864
0,9466
0,7466
0,5486
0,2656
0,1510
0,0552

Nouns~p,WN

61,23
13,52
10,67
7,84
3,79
2,16
0,79

61,23
74,76
85,42
93,26
97,05
99,21
100,00

Valor propio

4
Numero del Factor

Figura 27.- Grafico de Scree del A.C.P. del fraccionamiento quimico

La matriz de cargas aparece en la Tabla 23 con los valores maximos de los

coeficientes para cada factor sefialados en negrilla. Destaca el comportamiento de algunos

elementos, Cu, As y Pb, que aparecen divididos entre varios factores. La representacion

grafica de los dos primeros, permite visualizar un 74,76%de las relaciones entre los

elementos analizados, tal como se expone en la Figura 28.
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Se aprecia que todos los elementos estan situados en la zona positiva del eje de
abcisas (Factor 1), mientras que el eje de ordenadas (Factor 2) permite distinguir dos

comportamientos diferentes: As, Pb y Zn por un lado, y Cu, Niy Cr por otro.

Tabla 23.- Cargas (loadings) del fraccionamiento quimico

Factor o componente

Elemento 1 2 3 4 5 6 7
Cr 0,913 -0,139 0,109 0,074 0,237 0,262 0,072
Ni 0,919 -0,269 -0,121 0,158 0,091 -0,046 -0,185
Cu 0,671 -0,575 0,256 -0,262 -0,291 -0,003 0,027
Zn 0,730 0,159 -0,362 -0,527 0,147 -0,103 0,030
As 0,570 0,445 0,677 -0,067 0,067 -0,100 -0,024
cd 0,872 -0,017 -0,144 0,407 -0,034 -0,195 0,114
Pb 0,736 0,549 -0,211 0,041 -0,299 0,146 -0,029
Valor propio  4,2864 0,9466 0,7466 0,5486 0,2656 0,151 0,0552
% Varianza 61,23 13,52 10,67 7,84 3,79 2,16 0,79
% Var.acum. 61,23 74,76 85,42 93,26 97,05 99,21 100,00
1,0
Pb
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Figura 28.- Grafico de cargas del fraccionamiento quimico
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Las puntuaciones o nuevas variables, aparecen en la Tabla 24 y en la Figura 29 en la

gue se representan los dos primeros factores en funcidn de la Fraccién B.C.R. Esto permite

visualizar el 74,76 % de la informacion presente en la Tabla 19, en lo correspondiente a las

relaciones entre las muestras analizadas respecto del fraccionamiento quimico.

Factor 2 (13,52%)

@)
\| ® /
_\ /
\ \ / @ Fraccion 1
4 O Fraccion 2
\ / © Fraccion 3
. \ / / @ Residual
N\e/
0 1 2 3 4 5 6

Factor 1 (61,23%)

Figura 29.- Grafico de puntuaciones del fraccionamiento quimico

La Fraccion Residual tiende a aparecer hacia la derecha del eje de abcisas, mientras

que la Fraccién 1 se concentra en el lado negativo de dicho eje. Las Fracciones 2 y 3 tienden

a agruparse de forma simétrica respecto al eje de abcisas, con la Fraccidn 2 dirigiéndose

hacia el primer cuadrante, y la Fraccion 3 hacia el cuarto.
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Tabla 24.- Puntuaciones (scores) del fraccionamiento quimico

Elemento
Muestra Fraccion Cr Ni Cu Zn As cd Pb
RV1 1 -0,578 0,021 -0,307 0,131 0,595 -0,145 0,121
RV2 1 -0,615 -0,011 -0,179 0,353 0,471 0,002 -0,015
RV3 1 -0,604 -0,019 -0,611 0,229 0,266 0,298 0,240
RV4 1 -0,575 -0,032 -0,409 0,123 0,636 0,006 0,264
RV4A 1 -0,646 -0,079 -0,287 0,401 0,406 0,131 0,104
RV6 1 -0,488 0,130 -0,175 -0,023 0,792 -0,466 -0,328
RV7 1 -0,641 -0,198 -0,443 0,319 0,315 0,189 0,217
RVS 1 -0,560 -0,009 -0,059 0,196 0,426 -0,156 -0,012
RV9 1 -0,612 -0,256 -0,473 0,226 0,269 0,144 0,190
RV10 1 -0,402 -0,526 -0,269 -0,102 0,008 -0,230 -0,743
RVSAL 1 -0,486 0,298 0,336 0,164 0,743 -0,556 -0,511
RV1 2 -0,218 0,524 -0,519 0,498 -0,963 0,497 0,579
RV2 2 -0,241 0,474 -0,526 0,291 -0,852 0,432 0,395
RV3 2 -0,143 0,997 -0,941 0,778 -1,846 1,667 0,208
RV4 2 -0,403 0,056 -0,397 0,353 -0,062 -0,193 0,747
RV4A 2 -0,386 0,248 -0,419 0,722 -0,448 0,350 0,617
RV6 2 0,407 2,006 1,145 0,182 -1,869 -0,135 -0,610
RV7 2 -0,460 -0,021 -0,116 0,659 0,128 -0,396 0,789
RV8 2 -0,275 0,317 0,134 0,422 -0,285 -0,381 0,418
RV9 2 -0,483 -0,293 -0,349 0,620 0,202 -0,401 0,358
RV10 2 -0,126 -0,313 0,054 0,279 -0,488 -0,535 -0,305
RVSAL 2 0,859 2,907 2,358 -0,184 -1,668 -1,974 -0,750
RV1 3 -0,504 -0,423 -0,128 -0,073 -0,171 -0,039 0,405
RV2 3 -0,525 -0,212 -0,182 0,153 0,270 -0,108 -0,275
RV3 3 -0,595 -0,118 -0,504 0,327 0,310 0,552 0,394
RV4 3 -0,572 -0,327 -0,397 0,168 0,161 0,089 0,050
RV4A 3 -0,303 0,647 -0,939 0,344 -1,384 1,751 -0,791
RV6 3 -0,396 -0,144 0,251 -0,096 0,203 -0,506 -0,516
RV7 3 -0,586 -0,310 -0,400 0,237 0,194 0,120 -0,028
RV8 3 -0,437 -0,378 -0,441 -0,179 0,265 -0,225 -0,312
RV9 3 -0,464 -0,453 -0,570 0,179 0,364 -0,096 -1,313
RV10 3 0,301 -2,965 0,849 -2,069 -4,041 -0,509 0,287
RVSAL 3 0,005 -0,178 1,281 -0,999 -0,179 -1,508 -0,890
RV1 4 0,385 1,726 0,050 -1,056 0,173 1,472 0,343
RV2 4 -0,211 0,915 1,970 0,248 1,497 -0,291 -0,073
RV3 4 -0,399 -0,200 -0,242 -0,124 0,487 -0,470 -0,872
RV4 4 0,445 -0,638 0,303 1,483 -0,671 -1,084 1,705
RV4A 4 0,752 -0,208 -0,665 -2,030 1,454 -3,489 2,058
RV6 4 2,165 -3,602 1,263 1,847 0,284 0,512 -1,280
RV7 4 0,668 0,088 -0,852 -1,593 0,469 0,811 -2,337
RVS 4 0,640 -0,079 2,698 -0,015 1,676 1,220 -2,226
RV9 4 1,466 0,092 -1,761 -3,999 0,508 1,118 -0,455
RV10 4 5,088 0,860 -1,892 1,779 0,369 -0,354 0,415
RVSAL 4 0,752 -0,314 2,759 -1,168 0,986 2,884 3,738
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El grafico bivariado (Figura 30) permite visualizar las relaciones entre las muestras
y las variables en funcién de la situacion relativa de unas y otras en el espacio abstracto de
los dos factores. La interpretacion es inmediata: la Fraccion 1 esta alejada de las variables
indicando que la misma contiene los menores valores de los elementos. Por el contrario, la
Fraccién residual se situa preferentemente al lado de las variables, indicando que, en
general, dicha fraccion contiene las mayores concentraciones de metales toxicos. Las
Fracciones 2 y 3 tienen un comportamiento intermedio, estando ambas mayoritariamente
lejos de las variables, pero dirigiéndose la Fraccion 2 hacia el primer cuadrante, indicando
gue esa Fraccion puede contener en ocasiones As y Pb, mientras que la Fraccién 3 esta

dirigida hacia el cuarto cuadrante, mostrando cierta tendencia a contener Cu.

Factor 2 (13,52%)
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Figura 30.- Grafico bivariado del fraccionamiento quimico
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El problema de la interpretacion es que, dada la estructura de la matriz de datos X
de la Tabla 19, cada muestra aparece en la Figura 30 cuatro veces (una por fraccién). Para
separar los comportamientos de muestras y fracciones, se podrian utilizar métodos
multivariantes avanzados, como el A.C.P. de tres vias (Pardo et al, 2008; Cid et al, 2011),
gue no son objeto de este Trabajo Fin de Grado. Una forma aproximada es calcular el valor
medio de las puntuaciones de cada una de las fases, y representarla en un grafico bivariado

promedio, tal como el que se muestra en la Figura 31.

3
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§ A Ni
Es Cu
-1 4
-2 4 A Fraccion 1
A Fraccion 2
A Fraccion 3
-3 T A Residual
-4
-1 0 1 2 3 4 5 6
Factor 1 (61,23%)

Figura 31.- Grafico promedio de puntuaciones del fraccionamiento quimico

Dicho grafico es de interpretacion mas simple y confirma lo dicho mas arriba, en el
sentido de que los metales tienden a aparecer preferentemente en la Fracciédn Residual,

menos disponible y de mas dificil removilizacion y, por tanto, menos peligroso

medioambientalmente.
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Tampoco en este caso la rotacion Varimax permite mejorar la interpretacién, por lo

gue sus resultados no se muestran en la memoria.

4.2.3.- Analisis de Conglomerados

La Figura 32, presenta el dendrograma correspondiente a los elementos analizados,
utilizando (como en 4.1.4) el valor dj = 1 —rj para cuantificar la distancia entre dos

elementos quimicos, construyendo el dendrograma con el método de Ward.

0,87 1
© 0,58
(&)
c
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a

0,29

0,00

Cr Ni Cd Cu Zn Pb As
Elemento

Figura 32.- Dendrograma de variables del fraccionamiento quimico

De la observacién de dicha figura, se confirma la agrupacién As, Cd, Pb, ya detectada
en el grafico de cargas del A.C.P. (Figura 28), asi como el agrupamiento muy compacto de

Cr, Niy Cd, y el levemente diferente del Cu, detectados en el antedicho grafico de cargas.

La Figura 33 presenta el dendrograma correspondiente a las muestras de
sedimentos, utilizando la distancia euclidea de variables autoescaladas y el método de

Ward, rotulado en funcién de la Fraccion a la que pertenece la muestra (recordemos que
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cada sedimento original aparece cuatro veces en ese dendrograma). Se aprecian las mismas
tendencias vistas en el A.C.P. Asi, se visualizan dos agrupamientos bastante compactos para
las Fracciones 1 y Residual y ubicadas en ramas muy separadas del dendrograma, indicando
comportamiento opuestos respecto al contenido en los metales analizados. Las Fracciones

2 y 3 estdn mayoritariamente junto a la 1, pero aparecen mezclas entre si.

31,17

20,78

Distancia

10,39

o o= e —— g, S o

T
11111313113311134333222222222322344444444314 214
Muestras

Figura 33.- Dendrograma de objetos del fraccionamiento quimico

En este caso no se muestra el mapa de temperatura (heat map) ya que su

interpretacion es complicada y no aporta nada a lo anteriormente dicho.

Como en el caso de los contenidos pseudototales, el A.C. confirma todas las
conclusiones extraidas del A.C.P. y vuelve a poner de manifiesto la complementariedad de
ambas técnicas quimiométricas. Se puede concluir que las muestras analizadas presentan
una muy baja movilidad y disponibilidad, lo que unido a su bajo contenido en metales
movilizables (pseudototales) permite afirmar que la peligrosidad medioambiental
promedio de las mismas es practicamente nula. Para comprobar el comportamiento de
cada una de las muestras, se pueden aplicar métodos de A.C.P. de tres vias (Pardo et al,

2008; Cid et al, 2011) que seran objetos de futuros trabajos.
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Conclusiones

Se ha llevado a cabo un estudio por vez primera, de los metales téxicos Cr, Ni, Cu,
Zn, As, Cd y Pb en muestras de sedimentos fluviales procedentes del rio Quinto (San Luis,
Argentina) por métodos de extraccion/lixiviacion, una herramienta ampliamente utilizada

para el estudio de la peligrosidad medioambiental de muestras sdlidas.

Para ello, se han estudiado 11 muestras de sedimentos tomados a lo largo del rio
Quinto, desde su nacimiento hasta su salida de la provincia de San Luis y que fueron
proporcionadas por el Dr. Fabricio D. Cid de la Universidad de San Luis. Los puntos de

muestreo cubren puntos significativos del cauce (embalses, poblaciones...).

Los contenidos movilizables o pseudototales, han sido determinados mediante la
aplicacién de la norma US-EPA 3051, una extraccién con HNOs concentrado ayudada por

microondas.

Los contenidos pseudototales han sido divididos en fracciones de peligrosidad
decreciente, mediante el procedimiento de extraccion secuencial B.C.R., que produce tres
fracciones mediante la utilizacion, respectivamente, de acido acético, hidroxilamina vy
peroxido de hidrégeno. Una cuarta fraccién, 4 o Residual, se obtiene restando del

contenido pseudototal, la suma de las 3 fracciones antedichas.

Los extractos generados fueron determinados en el laboratorio de Técnicas
Instrumentales de la UVa, mediante ICP-OES e ICP-MS. Dichas técnicas fueron previamente
puestas a punto, y los procedimientos validados mediante los correspondientes Materiales
de Referencia, ERA 540 para la EPA-3051 y MRC 601 para el fraccionamiento quimico,

obteniéndose en ambos casos resultados satisfactorios.

Contenidos pseudototales

Todos los elementos, salvo Zn, presentan distribuciones sesgadas. Solo Cr y Zn
aparecen en concentraciones medias superiores a 10 mg/kg, estando todos los demas, Ni,
Cu, As, Cd y Pb en concentraciones inferiores. Los valores hallados estan muy por debajo

de los niveles guia de los criterios de calidad ambiental mas utilizados.
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El estudio mediante A.C.P. ha demostrado el comportamiento diferencial del As
respecto del resto de los elementos. Estos ultimos aparecen correlacionados en un factor
significativo (66,44% de informacion) mientras que el As explica el 17,67% de la informacién
en un factor también significativo. EI A.C.P. ha permitido ademas localizar las muestras,

RV6, RV10 y RVSal, con contenidos mayores en metales pseudototales.

El A.C. ha confirmado las tendencias vistas con el A.C.P. en lo relativo a los
elementos y ademas ha permitido matizar las correspondientes a las muestras, mediante
el trazado de un mapa de temperatura (heat map), que permite visualizar aquellas con

mayores niveles en metales pseudototales, RV6, RVSal y RV10.

Fraccionamiento quimico

Del fraccionamiento medio se deduce que todos los elementos aparecen
mayoritariamente en la Fraccion 4 (Residual) que es la menos disponible, aunque el Pb se

reparte casi a partes iguales entre dicha Fraccidn 4 y la 2, mas movilizable.

El A.C.P. indica la elevada correlacién entre todos los elementos, concentrados en
un factor significativo (61,23% de la informacién). Un segundo factor (13,52%) permite
diferenciar As, Pb y Zn del resto de los elementos. El A.C.P. también confirma que todos los
elementos estan concentrados mayoritariamente en la Fraccién 4 o residual, asi como que

la 2 contienen mas As y Pb, mientras que la 3 contiene mas Cu.

El A.C. de las variables confirma las tendencias indicadas por el A.C.P., mientras que

el de las muestras visualiza el comportamiento muy diferenciado de la Fraccién 4.

A la vista de los bajos contenidos pseudototales o movilizables y de que los
elementos estén concentrados mayoritariamente en la Fraccion Residual, se puede
concluir la baja o nula peligrosidad medioambiental, en lo referente a los metales tdxicos

estudiados, de los sedimentos del rio Quinto.
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