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RESUMEN 

La especiación de arsénico en matrices ambientales representa un gran desafío para países en 

desarrollo, siendo necesario emplear técnicas analíticas de fácil acceso. Se precisa la 

especiación, ya que los compuestos de As (III) pueden resultar hasta 10 veces más tóxicos que 

los de As (V). En el presente trabajo se establecen las condiciones experimentales para la 

cuantificación mediante especiación de As (V) y As (III) y fosfatos en aguas, utilizando el 

método espectrofotométrico del ácido ascórbico. En tal sentido se verificó el método, 

evaluándose los parámetros de desempeño: linealidad, precisión, límite de detección y 

cuantificación, comprobándose que son adecuados para las determinaciones de estos analitos. 

El método propuesto además fue usado para la cuantificación de As (V) y As (III) en aguas 

residuales de un proceso de extracción de oro.  
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ABSTRACT 

Arsenic speciation in environmental matrices represents a great challenge for developing 

countries, requiring the use of easily accessible analytical techniques. Speciation is required, 

since As (III) compounds can be up to 10 times more toxic than As (V) compounds. In the 

present work the experimental conditions for the quantification by speciation of As (V) and As 

(III) and phosphates in waters are based, using the spectrophotometric method of ascorbic acid. 

In this sense, the method was verified, evaluating the parameters of linear performance, precision, 

detection limit and quantification, verifying that are adequate for the determinations of these 

analytes. The proposed method was also used for the quantification of As (V) and As (III) in 

wastewater from a gold extraction process. 
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Introducción 

La contaminación por metales pesados en lugares cercanos a procesos mineros, constituye una 

preocupación real en varios países debido a la generación de grandes volúmenes de residuos 

líquidos y sólidos. Específicamente en procesos de extracción de oro son vertidos al medio 

ambiente metales altamente tóxicos para el hombre y demás organismos vivos como plomo, 

mercurio, cadmio, arsénico, níquel y cobalto.
(1)

 Tal es el caso de la presencia de elementos 

químicos tóxicos en las inmediaciones del Yacimiento Delita (Isla de la Juventud). Un estudio de 

evaluación de riesgos identificó el arsénico (As) como el principal contaminante crítico en esta 

área y mostró que los relaves tenían altas concentraciones del mismo (hasta 3,5%).
(2)

  

Se presenta también la bahía de Cayo Moa, situada al noreste de la provincia de Holguín, 

donde la actividad minero metalúrgico han producido alteraciones en sus costas.
 
Yosbanis y 

colaboradores demostraron a partir del Factor de Contaminación que la región presenta una 
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contaminación importante por As, Cu y Zn. El punto de mayor contaminación de As fue 

elevado y se asocia al vertimiento de residuales industriales en las cuencas aledañas a la                    

bahía.
(3)

 

En la región central del país, no existen grandes yacimientos de minerales. Sin embargo, se 

procesan algunos extraídos de diferentes zonas para el beneficio de oro, debido al alto costo del 

metal en el mercado internacional. Las menas contienen arsenopirita, por lo que para el 

monitoreo ambiental se considera necesaria la especiación de As. La entidad dedicada al 

proceso está ubicada dentro de la zona o cuenca del río Zaza, muy cercana al área de 

nacimiento del curso fluvial más importante de la región central cubana. 

La determinación y especiación de As es de vital importancia para los ecosistemas en caso de 

vertido o ruptura de la presa, debido a la existencia de pocos estudios sistemáticos de impacto 

ambiental en la zona, falta de información sobre el comportamiento geoquímico de los diferentes 

residuos y contaminantes generados en suelos aledaños a la planta y su influencia en la 

contaminación de las aguas subterráneas.  Por tal motivo se hace necesario un control riguroso de 

las aguas residuales y naturales de la zona, debido a la posible contaminación del acuífero.
(1)

 

Existen varios métodos reportados en la literatura para la determinación de las especies de 

arsénico presentes en aguas de modo general.
(4,5,6)

 La mayoría de estos métodos emplean 

materiales y equipamiento de laboratorio de última generación, los cuales además de ser muy 

costosos algunos generan residuos muy tóxicos.  

El método del Ácido Ascórbico estandarizado para la determinación de fosfatos en aguas y aguas 

residuales, el cual fue modificado por Jonhson y Pilson para lograr determinar especies de 

arsénico presentes en aguas y posteriormente optimizado por varios investigadores, ha resultado 

ser una opción económica, de fácil aplicación y con resultados comparables con los que emplean 

tecnología avanzada. Este método colorimétrico además brinda como ventaja que puede ser 

empleado in-situ, si se cuenta con un espectrofotómetro portátil o de campo.
(7)

 

Este trabajo se basa en ajustar a las condiciones de nuestro laboratorio, la investigación 

desarrollada por Hu y colaboradores 
(8)

, relacionada con el montaje de la técnica analítica de  

determinación de especies de arsénico As (V) y As (III), así como los fosfatos,. El método se 

basa en la formación de los complejos [AsMo12O40]
3-

 y [PO4(MoO3)]
3-

, ambos con fuerte 
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absorción a 880 nm. En tanto, el As (III) no forma complejo. Se emplea permanganato de potasio 

y tiourea como oxidante y reductor respectivamente, para lograr la determinación por especiación 

y poder restar los fosfatos.
(8)

 

Una vez desarrollado el método antes descrito, se hace imprescindible verificarlo con vistas a 

comprobar la confiabilidad de los resultados obtenidos. Por tal motivo, el objetivo de la 

investigación es evaluar el desempeño del método espectrofotométrico para la determinación de 

As (III) y As (V) mediante su especiación, en los laboratorios del Centro de Estudio de Química 

Aplicada, perteneciente a la Universidad Central Marta Abreu de Las Villas.  

 

Materiales y métodos 

Equipos, materiales y muestreo 

Las determinaciones se realizaron en un espectrofotómetro UV-Vis L6S de procedencia China 

con cubetas de 1 cm de camino óptico. Toda la cristalería y el equipamiento utilizado en los 

análisis fueron verificados y calibrados por la Oficina Territorial de Normalización de Villa Clara 

(OTN). Los reactivos empleados fueron de calidad analítica.  

Para el análisis de muestras problema, se preparó una muestra integrada a partir de aguas 

residuales de la presa de cola (PC) y lagunas de emergencia (LEA y LEB) de La Unidad 

Empresarial de Base (UEB) “Producciones Mineras Placetas”, perteneciente a la provincia Villa 

Clara, Cuba. Las mismas fueron colectadas en envases de polietileno y transportadas al 

laboratorio para su posterior análisis. 

 

Procedimiento 

Se transfirió una alícuota de la muestra a un matraz de 50 mL. Se añadió al mismo 0,1 mL de 

solución de Fosfato de Potasio de concentración 10 μM y se acidifica con ácido clorhídrico 1 %. 

Posteriormente se enraza el frasco volumétrico. Luego se tomaron tres fracciones de la muestra 

de 10 mL cada una y se añadieron en matraces de 25 mL, las que serán identificadas como 

fracciones A, B y C. Se le añade a la fracción A, 1 mL del reactivo oxidante permanganato de 

potasio (KMnO4). A la fracción B se le añade 1 mL de agua desionizada y a la fracción C se le 
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añade 1 mL del reactivo reductor tiourea (CH4N2S). Se dejan reposar por espacio de 30 minutos. 

Transcurrido este tiempo se les adiciona a las tres fracciones 1mL del reactivo formador de color 

(mezcla con proporción [2:2:1:5] de las disoluciones: ácido ascórbico al 10,8 %, molibdato de 

amonio al 3 %, tartrato de antimonio y potasio al 0,56 % y ácido sulfúrico al 13,98 %), se enraza 

y se deja reposar por espacio de 30 minutos. Se registra la absorbancia a una longitud de onda de 

880 nm.  La fracción A  presenta todas las especies de arsénico presentes (As (V) y (III)) más los 

fosfatos. El complejo formado corresponde a todas estas especies. La fracción B contiene el As 

(V) más los fosfatos (PO4
-3

), debido a que el As (III) no fue oxidado. 

La fracción C solamente presenta el complejo formado por los fosfatos (PO4
-3

), porque se reduce 

el As (V) presente a As (III). Con este resultado se elimina la interferencia de los fosfatos. 

Para la determinación de cada especie se usan las ecuaciones (1-3).  

 

conc (As
+3

) = conc (A)-conc (B)                   (1) 

conc (As
+5

) =conc (B)-conc(C)                     (2) 

conc (AsTotal)= conc(A)-conc(C)                   (3) 

 

Curvas de Calibración 

Se prepararon 5 patrones de concentraciones (0,04; 0,1; 0,20; 0,3 y 0,4) mg/L de As (V) y As 

(III) a partir de soluciones madre, se subdivide cada patrón en tres muestras, tomando tres 

alícuotas de 10 mL cada una y colocadas en matraces de 25 mL y se le desarrolla el 

procedimiento descrito anteriormente. Las concentraciones finales de los patrones son las 

siguientes (0,016; 0,04; 0,08; 0,12; 0,16 mg/L). Con estas soluciones patrones se desarrollan dos 

curvas de calibración, una a la que se le adiciona en reactivo oxidante, y otra a la que no. Con la 

curva donde se emplea el oxidante se cuantifica la fracción A, correspondiente a todas las 

especies de As más los fosfatos, con la otra curva se cuantifica la fracción B correspondiente al 

As (V) más los fosfatos. 

Para la determinación de fosfatos (PO4
-3

) en la muestra problema con la alícuota reducida, se 

desarrolló una curva de calibración preparando patrones a partir de las soluciones madre A y B de 
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(PO4
3-

), obteniéndose concentraciones (0,03; 0,1; 0,3; 0,5; 1,0) mg/L. Con esta curva se 

cuantifica la fracción C. 

Análisis estadístico 

Errores burdos 

Tras la obtención de cualquier dato experimental hay que tener en cuenta que antes de 

considerarlo se debe verificar su idoneidad puesto que puede haber algún valor considerado 

anómalo. Para esta finalidad se recurrió al test estadístico de Grubbs. 
(9)

 El Test de Grubbs es una 

prueba de contraste que emplea el estadístico G, como cálculo, comparándolo con tablas. Las 

hipótesis consideradas en este test son:  

 

 H0: Valor no anómalo, Gexp < Gcrítica 

 H1: Valor anómalo, Gexp ≥ Gcrítica Si el valor de Gexp es menor que el valor de Gcrítica, se 

acepta la hipótesis nula y se concluye que no existen errores burdos. 

 

Linealidad 

Para comprobar la linealidad de los datos se optó por la evaluación de la misma a través del test 

de Falta de Ajuste (LOF por sus siglas en Inglés) y a través del análisis de los residuales. 
(10)

 El 

test de Falta de Ajuste (LOF) se aplica sobre el conjunto de parejas de datos experimentales 

empleadas para establecer el modelo de regresión. Es necesario para ello, tener más de una 

réplica de algunas de las parejas de datos. Este test compara el valor del estadístico F, calculado 

como el cociente de las varianzas debidas al fallo de ajuste y al error puro, con los valores 

tabulados para un determinado nivel de significación α, fijado en el 5 % y con c-2 y n-c grados de 

libertad, siendo c el número de patrones de calibración diferentes y n el número total de 

observaciones.
 (10)

Las hipótesis que se evalúan en este caso son las siguientes:  

 

 H0: La correlación entre x e y es lineal 

 H1: La correlación entre x e y no es lineal  
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Para comprobar la linealidad se realiza un análisis estadístico que incluye varias pruebas, a 

continuación, se recopilan algunas de ellas. Prueba de Hipótesis.
(11,12)

 

H0: no existe correlación entre la concentración y la absorbancia.  

H1: existe correlación entre la concentración y la absorbancia.  

El valor de t experimental se compara con el valor crítico a un 95 % de confianza, utilizando un 

contraste t de dos colas y (n-2) grados de libertad. Si texp > tcrítica, se rechaza la hipótesis nula y 

por tanto existe correlación entre la concentración y la absorbancia. 

 Significación estadística de la regresión 
(11, 12)

 

H0: la correlación entre la concentración y la absorbancia no es significativa.  

H1: la correlación entre la concentración y la absorbancia es significativa.  

El análisis estadístico que reporta la tabla ANOVA aporta valores de F a partir de los datos de 

absorbancia y concentración del estudio. Para un valor de Fexp > Fcrítico a un 95 % de confianza 

y n-2 grados de libertad, se puede afirmar que existe una significativa correlación entre la 

concentración y la absorbancia.  

 Significación estadística de la pendiente 
(13, 14)

 

H0: pendiente=0  

H1: pendiente≠0  

Para una t de Student (tb) el intervalo de confianza para la pendiente será b ± t(n-2) Sb. Si texp > 

t crítica para un 95 % de confianza y n-2 grados de libertad, se rechaza la hipótesis nula y se 

considera que la pendiente es significativamente diferente de cero. 

 Significación estadística del intercepto 
(10, 11)

 

H0: intercepto=0  

H1: intercepto≠0  
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Para una t de student (ta) el intervalo de confianza para la pendiente será a ± t(n-2) Sa. Si texp > 

tcrítica para un 95 % de confianza y n-2 grados de libertad, se rechaza la hipótesis nula y como 

criterio se establece que el intercepto es significativamente diferente de cero. 

Análisis de los residuales 

El análisis de los residuos es una medida de la evaluación de la condición de homogeneidad de 

varianza de las absorbancias (homocestacidad), la diferencia de la absorbancia que se observa y 

la que se espera contra la concentración. Teniendo  en cuenta que los puntos estén distribuidos al 

azar alrededor del eje x,  indicando a su vez que la curva es lineal.
(15,16)

 

Sensibilidad, límite de detección y límite de cuantificación 

Para determinar el límite de detección y límite de cuantificación se analizaron 20 muestras 

blancos. El estudio se realizó siguiendo el mismo procedimiento descrito en el epígrafe 1.5.2, 

excepto la adición del analito.  

Precisión 

Repetibilidad: Para determinar el comportamiento de la repetibilidad del método se realizó la 

lectura de las soluciones patrón de arsénico, en tres niveles de concentración diferentes 

comprendidos dentro del rango de estudio, diez veces, en un mismo día, en el mismo equipo y el 

mismo analista en todos los casos. Se calcula la media de la concentración, la desviación estándar 

y el coeficiente de variación de la repetibilidad (CVR) de los diez resultados obtenidos para cada 

caso. Si el valor de CVR es menor que el coeficiente de variación teórico en % según Horwitz 

(CV % Horwitz), entonces el método es considerado repetible. 

Precisión intermedia:  

Para el estudio de la precisión intermedia se realizó similar al epígrafe anterior, pero en 2 días 

diferentes y con diferentes analistas. Se determina la desviación estándar entre días y analistas (S 

entre días/analistas) y el coeficiente de variación entre los días y analistas (días/analistas), así 

como el coeficiente de variación teórico en % según Horwitz. 
(17)

 En este caso como c está 

expresada en (mg/L), 1 mg/L = 0,001 g/kg = 0,001 g/1000 g = 1*10-6 g/g. Si el valor de CV % 

Entre días/analistas es menor que el CV % Horwitz, entonces el método es considerado preciso. 
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Veracidad 

Para determinar la veracidad del método de determinación de arsénico mediante la 

espectrofotometría UV – Vis se preparó una solución patrón de óxido de As (III) de 

concentración 10 mg/L, se tomaron volúmenes correspondientes a valores de concentración bajos 

(0,016 mg/L) y medios (0,04 mg/L), se adicionó 0,2 mL de la solución patrón a cada uno y se 

procedió al procedimiento anteriormente. En este caso el laboratorio no tiene acceso a un material 

de referencia certificado y no puede compararse los resultados con otro método, por ello se 

conduce a ensayos de recuperación. En este ensayo de recuperación, se añade una cantidad de 

analito conocida a la matriz que simula a la muestra, se analiza y se comprueba si la cantidad de 

analito se recupera. La evaluación de la veracidad se efectuó a través del porciento de recobrado 

aparente calculado según lo establecido.
(15)

 

 Prueba de Hipótesis:  

 

H0: Ra=100 % 

H1: Ra≠100 % 

 

Se realiza la prueba t de student para evaluar la recuperación para un 95 % de confianza y 5 

grados de libertad. 

 Si texp > tcrítica existe una diferencia estadísticamente significativa y los resultados deben ser 

corregidos. 

 Si el valor de texp ≤ tcrítica quiere decir que para un 95 % de confianza no existen diferencias 

significativas entre la recuperación media experimental y el 100 %, demostrando así la adecuada 

veracidad del método.
(12)

 

La realización del análisis estadístico se compuso por la determinación de posibles errores burdos 

del conjunto de datos de absorbancias de las determinaciones sin adición y con adición de los 

patrones (Prueba de Grubbs), el cálculo de concentraciones a partir de la sustitución de cada 
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lectura de absorbancia en la curva de regresión obtenida, la desviación estándar de la 

recuperación y el promedio de la recuperación expresado como porciento (%). 

 

 

 

 

Resultados y su discusión 

Linealidad 

En la figura 1, 2 y 3 se muestran las curvas de calibración correspondientes a la determinación de 

arsénico y fosfatos en las alícuotas oxidada, sin tratar y reducida. 

 

 

Fig. 1- Curva de Calibración para la alícuota tratada con el oxidante (A) 

 

Con esta curva se determina As (V) y As (III) y los fosfatos 
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Fig. 2- Curva de Calibración para la alícuota sin tratar (B) 

 

 

 

Con esta curva se determina As (V) y fosfatos 

 

 

Fig. 3- Curva de Calibración para alícuota tratada con el reductor (C) 

 

Con esta curva se determinan los fosfatos (PO4
-3

) 

Para comprobar si la regresión es lineal se procede a un análisis estadístico apoyado en la 

elaboración de la curva de regresión ajustada, el análisis de los residuos según establece 
(15,18)

 y el 

test de falta de ajuste. Los resultados se observan en la tabla 1.  
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Tabla 1. Comprobación de la linealidad para la determinación y especiación de arsénico 

 

 

 En los resultados del test de falta de ajuste, se encontró que Fexp˂ Fcrítico en todos los casos. La 

varianza de falta de ajuste no será estadísticamente mayor que la de error puro, por lo que no existe 

un error debido a la falta de ajuste del modelo que no pueda ser atribuido al propiamente aleatorio, 

por lo tanto, el modelo lineal se ajusta perfectamente a los datos experimentales.
(18)

 

 El coeficiente de correlación en las tres curvas de calibración indica que existe una buena 

correlación entre las variables analizadas, al ser el valor obtenido mayor que el valor crítico 

reportado; ya que texp > tcrítico.
(16)

 

 Se comprobó para todas las curvas, que existen correlaciones significativas entre las 

absorbancias y las concentraciones de los analitos, tomando en consideración que los valores 

obtenidos del estadígrafo t de Student para los análisis de la significación de la correlación son 

mayores al valor crítico para un 95 % de confianza, rechazándose las hipótesis nulas.  

 El intervalo de confianza del intercepto si incluye el valor cero, lo cual significa que este 

parámetro es significativamente igual a 0. Un resultado diferente se obtiene para la pendiente, 

resultando que la misma es significativamente diferente de cero, es decir, existe una relación de 

proporcionalidad entre los valores de absorbancia y las concentraciones de As.  Lo anterior se 

corrobora a partir de los valores de la t de Student revelando que el valor obtenido para la 
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pendiente, al ser texp > tcrítica, permiten rechazar la hipótesis nula y por tanto este parámetro es 

significativamente diferente de cero para un 95 % de confianza y 13 grados de libertad. 

 

Sensibilidad, límite de detección (LD) y límite de cuantificación (LC) 

El límite de detección y el límite de cuantificación para el método de determinación de As se 

registran en la tabla 2 

 

Tabla 2.Valores de los límites de detección y cuantificación para la determinación de As,                                

como As (Total) 

 

 

Como se puede apreciar los valores están por debajo del valor mínimo de la curva de calibración 

y la sensibilidad se corresponde con el valor de la pendiente por ser un método preciso para la 

determinación de As (III) y As (V). 

Análisis de la Precisión. Repetibilidad 

En los anexos se muestran los resultados de la concentración de As total (con oxidante) y As (V) 

(sin tratar), obtenidos para el estudio de repetibilidad sobre la base de 5 determinaciones 

realizadas en tres niveles de concentración: 0,016 (bajo); 0,08 (medio) y 0,16 (alto) mg/L; bajo 

condición de repetibilidad. Además, se incluyen los resultados empleando el agente 

reductor(Tiourea) que nos da los fosfatos presentes en la muestra, en este caso los niveles de 

concentración fueron 0,03 (bajo); 0,30 (medio) y 0,70 (alto) mg/L. 

La reproducibilidad interna para las determinaciones se realiza con diferentes analistas, pero en el 

mismo laboratorio. En la tabla 3 se evidencian los resultados de la precisión al determinar el 

contenido de arsénico. 
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Tabla 3. Análisis de la precisión para determinar los contenidos de arsénico en aguas 

 

 

Como se puede apreciar todos los valores de coeficiente de variación obtenidos en la práctica 

están por debajo de los rangos permisibles para los coeficientes teóricos de repetibilidad y 

reproducibilidad interna en la determinación del contenido de As total, As (V) y PO4
3-

, las 

lecturas de repetibilidad tienen valores inferiores a 2/3 del coeficiente de Horwitz (RSDH) por lo 

que se puede afirmar que el por ciento de error aleatorio al realizar los replicados es pequeño. Los 

resultados alcanzados al calcular la RSDpronosticada indican que la incertidumbre es pequeña porque 

el grado de dispersión es mínimo por lo tanto la precisión correspondiente es elevada. Los 

resultados experimentales muestran que algunos valores de las desviaciones típicas de la 

repetibilidad son al menos 1/2-3/4 del valor de las desviaciones típicas de la reproducibilidad.
(16) 

 

Resultados de la determinación de As (III) y A (V) en muestras de aguas residuales del 

beneficio de oro 
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En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos para cada una de las fracciones (A, B y C) 

según el procedimiento para cada una de las muestras. 

 

Tabla 4. Resultados para cada fracción según procedimiento 

 

 

Es necesario señalar que la presa de cola almacena los residuos líquidos y sólidos sin tratar, y en 

ambas lagunas A y B se realiza el tratamiento establecido para reducir o transformar los residuos 

líquidos del proceso. 

Teniendo en cuenta los resultados descritos en la tabla 4, y usando las expresiones para la 

determinación por especiación, se obtienen los valores de As (III) y As (V) correspondientes para 

cada muestra, según lo muestra la tabla 5. 

 

Tabla 5. Resultados de las concentraciones de arsénico y fosfatos para cada muestra 

 

*PC (Presa de Colas)     *LEA (Laguna de Emergencia A)     *LEB (Laguna de Emergencia B) 

 

Los resultados muestran que la especie As (III) para los tres puntos muestreados se encuentra 

entre el 60-75% del As Total. Esto puede deberse principalmente a deficiencias en la efectividad 

del tratamiento, básicamente en las etapas donde se debe oxidar a As (V) para posteriormente ser 

precipitado con sulfato de hierro (II). 
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La concentración de Arsénico, expresada como As (total) se encuentra por encima del límite 

máximo permisible para su vertimiento de aguas residuales en la PC y en la LEA, según NC 27: 

2012. Estos resultados son similares a los reportados por (RAMÍREZ GONZÁLEZ, S., et al 

2017) empleando un método similar para cuantificar el arsénico total.
(19)

 

Los resultados también muestran que la concentración de fosfatos (PO4
-3

) en los residuales 

líquidos se encuentra entre (0,15-0,60) mg/L. Según NC 27: 2012 este parámetro no se encuentra 

normado. 

Conclusiones 

La evaluación de los criterios de regresión, precisión, límites de cuantificación, límites de 

detección, sensibilidad y veracidad permiten afirmar que la cuantificación de As (III) y As (V) 

empleando el método espectrofotométrico UV-VIS del ácido ascórbico es adecuada para su 

empleo. Las concentraciones de As (III) y As (V) en las aguas residuales analizadas fueron 0,850 

± 0,002 mg/L  y 0,550 ± 0,002 mg/L respectivamente. El estudio comparativo de los análisis 

realizados en muestras de aguas residuales con respecto a las normas cubanas, arrojó que están 

por encima de los límites máximos permisibles establecidos para este parámetro.  
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