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RESUMEN

El método de Espectrofotometria de Absorcién Atdmica (AAS), recomendado para
cuantificar Plomo (Pb) y Cadmio (Cd) en leches, no tiene la sensibilidad necesaria para detectar
concentraciones cercanas a los limites establecidos por las normas nacionales e internacionales
en alimentos y bebidas. Es por ello que en el presente proyecto se propuso utilizar el método
de Voltametria Anddica de Redisolucion con film de mercurio delgado (ASV-TFME) como
alternativa. Se evaluaron distintos parametros de operacion para maximizar la sensibilidad y
reproducibilidad de los analisis en este tipo de matriz. Se probé la efectividad del método
analizando 10 muestras de leche, tomadas en el canton Quinindé en sendas haciendas
ganaderas. Se pudo detectar Pb en 8 y Cd en 2 de las muestras, en un rango de concentracion
2 a 28 partes por billén (ppb), siendo el limite de Pb permitido por las normas de 20 ppb. El
método desarrollado presentd limites de deteccion (LOD) de 0.094 ppb para Pb y 0.077 ppb
para Cd, siendo alrededor de 1200 y 1500 veces mas sensible que los LOD de dichos metales

en AAS respectivamente.

Palabras clave: Metales Pesados, Voltametria Anddica de Redisolucién, Electroquimica,

Leche, Film de Mercurio, Ganado, AAS, Elementos Traza.



ABSTRACT

The Atomic Absorption Spectrophotometry method (AAS), which is recommended for
the quantification of Lead (Pb) and Cadmium (Cd) in milk, does not have the required
sensibility to detect concentrations close to the limits established by national and international
regulations in foods and beverages. Hence, Anodic Stripping Voltammetry method with a thin
film mercury electrode (AVS-TFME) was proposed as an alternative. Different operation
parameters were evaluated to maximize the sensibility and reproducibility of the analysis in
this type of matrix. The performance of the method was tested by analyzing 10 milk samples,
obtained from the “Canton Quinindé”, in cattle farms. Pb was detected in 8 and Cd in 2 of the
10 samples, ranging in concentrations from 2 to 28 parts per billion (ppb) while the limit
established by the norms is 20 ppb. The limits of detection (LOD) for the developed method
were 0.094 ppb for Pb and 0.077 ppb for Cd, being around 1200 and 1500 times more sensitive

than the LOD for these metals in AAS.

Key words: Heavy Metals, Anodic Stripping Voltammetry, Electrochemistry, Milk, Mercury

Film, Livestock, AAS, Trace elements.
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1. INTRODUCCION

En el Ecuador, la ganaderia representa un aporte muy importante a la economiaZ. Dentro
de esta industria, es una practica comdn permitir que los animales puedan acceder a campos
abiertos para poder alimentarse. Al estar estas zonas al aire libre, se puede presentar un riesgo
de contaminacién por metales pesados no esenciales, siendo los contaminantes mas comunes
el Plomo (Pb) y el Cadmio (Cd). Esto se debe a la cercania que tienen estos campos con
distintas actividades humanas que se ubican en zonas rurales y que generan este tipo de
emisiones, como por ejemplo las vidrierias; la mineria, principalmente la informal, y la
cercania a las carreteras®®. Adicionalmente, al encontrase el Ecuador en una region con
actividad volcanica relativamente frecuente, existe el riesgo de contaminacion de suelos con
estos metales*® por la caida de ceniza en los campos de pastoreo.

La contaminacion aguda con plomo dentro del cuerpo provoca efectos adversos, como
cansancio, dolor de cabeza y perdida de la memoria’. La exposicion al Cd en grandes
cantidades puede causar efectos similares, y escalar a vomito y diarrea en caso de ingesta, o
dafios en los pulmones y posible muerte en caso de inhalacion®. Exposicion cronica al plomo
puede causar hipertension arterial, enfermedades cardiovasculares e infertilidad’. Para el
cadmio, en cambio, puede causar osteoporosis por la similitud de este elemento al calcio®?.
Ambos metales también pueden provocar insuficiencia renal y cancer por exposicion
prolongada’®.

Para garantizar la seguridad de los productos alimenticios, se los debe someter a un
analisis para determinar si estos metales se encuentran presentes, y, de ser asi, si existe una
concentracion potencialmente dafiina de los mismos. Existen normas nacionales! e
internacionales*?** que establecen los limites de concentracion y/o ingesta permisible de estos
metales. La concentracion permisible de plomo en leche segln el INEN! y el Codex

Alimentarius'* es de 0.02 partes por millon (ppm) o 20 partes por billon (ppb). No existe un
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limite permisible de concentracion para Cadmio en leche, sin embargo, la Autoridad Europea
de Seguridad Alimentaria (EFSA) establecié un limite de ingesta diaria de este metal de 2.5
mg por kg de peso corporal por semana o 2.5 ppm/semana*?.

Se puede utilizar la concentracién permisible de Cd en agua mineral, que es de 3 ppb
segun el Codex Alimentarius, para considerar qué concentracion de este metal puede ser dafiina
en la leche, utilizando como referencia la razén del limite de plomo en estas dos sustancias.
Esta indica que el limite de plomo en agua es 10 ppb y para la leche es 20 ppb**. Siendo asi el
limite de concentracion permisible de Cd seria de 6 ppb en la leche.

El método mas comun utilizado para detectar cantidades bajas de estos metales en
muestras de leche tanto en investigaciones?*°1® como en normas nacionales para control de
calidad'’ es la Espectrometria por Absorcion Atdmica (AAS). Dependiendo del tipo de AAS
(por llama -FAAS- o por horno de grafito -GF-AAS-), el modelo y el afio de fabricacion, los
limites de deteccion (LOD) de Pb y Cd rondan los 50 y 8 ppb respectivamente?>8, Los limites
de deteccion en el equipo de FAAS de la USFQ son 80 ppb para Pb y 10 ppb para Cd*°.

Al hacer una comparacién entre los limites permisibles por las normas y los limites de
deteccion de AAS se encontrd con el problema que este método tiene, en promedio, un LOD
2.5 veces mayor al limite permisible para el Pb y 1.2 veces mayor para Cd. Adicionalmente,
hay que tomar en cuenta que se debe realizar un tratamiento previo a las muestras organicas
para su analisis, asi mismo como se debe tener un volumen minimo de las mismas para que el
andlisis sea estadisticamente significativo. Todo esto requiere que las muestras se diluyan por
lo que se exige alin més sensibilidad para detectar los niveles de estos metales.

Por lo tanto, hoy en dia existe una necesidad de un método analitico estandarizado que
permita cuantificar los niveles de Pb y Cd que estén por debajo del LOD del AAS, pero por

encima del nivel permitido por la norma en leches?1>20-22,
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Este proyecto propone un método basado en analisis electroquimico por medio de
Voltametria Anddica de Redisolucion (ASV) con film de mercurio, para detectar los niveles
de Pb y Cd en muestras de leches. A nuestro conocimiento, este tipo de analisis no ha sido
utilizado para medir estos metales en leches en el Ecuador. En otros paises, se han utilizado
métodos voltamétricos para detectar estos contaminantes en leches?2%2324 sin embargo, estas
investigaciones presentan muchas variaciones entre los electrodos utilizados, sus parametros
de operacion, y sensibilidad, por lo que no hay una metodologia estandarizada registrada en la
literatura.

Se ha demostrado en la literatura que el método de ASV provee la sensibilidad
suficiente para detectar niveles de Pb y Cd cercanos a los limites permisibles mas estrictos y
que pueden encontrarse por debajo del limite de cuantificacion (LOQ) de AAS?>?, inclusive
tras realizar las diluciones necesarias para el tratamiento de las muestras.

Con esto en mente, este proyecto evaluo las variables de operaciones que afectan al
método de ASV con film de mercurio; priorizando la obtencion de una alta sensibilidad para
permitir la cuantificacion de concentraciones en el LOD permisible, tomando en cuenta el
tratamiento de la muestra, y manteniendo una especificidad alta entre los metales.

Para probar la efectividad del método desarrollado se realizaron mediciones de
muestras correspondientes al proyecto de investigacion de la USFQ para la “Determinacion de
Metales Pesados en Leche de Ganaderias del Canton Quinindé, Esmeraldas” (Codigo HUBI:
17035). Para el cual se tienen muestras de bajo volumen (<2 mL) en las que el método de AAS
no es aplicable debido a la baja concentracion esperada de las muestras tras su tratamiento y
dilucion.

Con la informacidn recopilada a partir de estas mediciones se realiz6 una comparacion
estadistica entre los resultados obtenidos a partir de AAS y ASV para poder determinar si el

método desarrollado realmente se diferencia del ya establecido
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2. METODOLOGIA
2.1 Repaso General del Funcionamiento de ASV

La Voltametria Anddica de Redisolucion (Anodic Stripping Voltammetry) consiste en
la deposicion de cationes en una solucion sobre la superficie de un electrodo de trabajo que
subsecuentemente son redisueltos por oxidacién, lo cual genera una sefial de corriente medible
que se puede relacionar con la concentracion del elemento®. El electrodo de trabajo es
acompafado por un electrodo de referencia que sirve para fijar el voltaje “0” y un
contraelectrodo que suministra la corriente necesaria para el proceso de reduccion, como se
observa en la Figura 1.

(1) (2) (3)

Lol (1) Electrodo
de referencia

(2) Electrodo

de trabajo
(3) Contra
electrodo
Agitador
magnético

Figura 1. Diagrama de la celda de ASV 2®

El andlisis inicia con una limpieza de la superficie del electrodo de trabajo (electrodo
de carbono vidriado, GCE), puliéndolo para remover cualquier tipo de impureza y deshacerse
de cualquier imperfeccion con el objetivo de mantener el area superficial completamente plana
y uniforme. En este trabajo se utiliza ademas la superficie de este electrodo de trabajo cubierta
con un film delgado de mercurio (TFME) que fue previamente preparado, como se observa en

la Figura 14 en el anexo A de anexos. A continuacion, se procede al acondicionamiento de este
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en un voltaje positivo para desorber cualquier elemento que sea oxidable en dicho voltaje sin

liberar el film de mercurio.

Posteriormente, se procede a la deposicidn (también conocida como preconcentracion)
aplicando un voltaje negativo respecto al electrodo de referencia por un tiempo determinado,
con agitacion. Los cationes se adsorben en la superficie del electrodo de trabajo por efecto de
reduccion y amalgamado con el film de mercurio. Se debe mantener un periodo de equilibrio
sin agitacion para que la concentracion en el film se homogenice por efectos de difusion.
Seguido de una elevacion del voltaje en electrodo a una velocidad determinada, se realiza un
barrido lineal, lo cual permite que se oxiden nuevamente los metales hacia la solucién. En la
Figura 15 en el anexo A de anexos se puede apreciar una voltametria de estas etapas. Se debe
realizar una limpieza exhaustiva de los materiales antes y después de cada analisis debido a

que residuos de los estandares y las muestras pueden interferir en los analisis posteriores.

El &rea debajo de la curva de la corriente generada es proporcional a la concentracion
de cationes liberados, diferencidndose las sefiales de distintos metales por encontrarse en su
respectivo potencial de oxidacion. Es importante recalcar que el objetivo de la agitacion es
unicamente la homogenizacion de la muestra durante la etapa de deposicién, esta no debe estar
presente en la etapa de equilibrio ni redisolucion, debido a que la presencia de conveccion

afectaria al anélisis.

2.2 Preparacion del Sistema de Trabajo

El sistema de trabajo incluyd un vaso de plastico de 25 mL, un corcho de caucho, una
barra magnética para agitacion, un electrodo de trabajo de carbono vidriado CHI 104 Glassy
Carbon Disk Working Electrode, CH Instruments Inc. Texas, USA. (GCE), un electrodo de
referencia de plata/cloruro de plata TG273, RE-1B (RE), un contraelectrodo de platino CHI

115 Platinum Wire Counter Electrode, CH Instruments Inc. Texas, USA. (CE) y el instrumento
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de medicién que fue un equipo DropSens uStat400 (Asturias, Espafia) con el software
DropView 8400 (Version 2.1 13B1017, 2013).
Se realizaron 3 orificios en el corcho para poder introducir los electrodos, con una forma de L,
teniendo en el centro el electrodo de trabajo y manteniendo el electrodo de referencia lo mas
cerca posible del electrodo de trabajo para minimizar la resistencia no compensada de la
solucion y ubicando el contraelectrodo en una linea recta con el electrodo de trabajo para
suministrar los electrones requeridos en el proceso de oxidacion-reduccion, pero no estando en
la misma linea del de referencia para evitar la polarizacion de este (ver Figura 16 en el anexo
A de anexos). En la Figura 2 se puede apreciar una foto del sistema utilizado en esta
investigacion.

Adicionalmente, todas las soluciones fueron degasificadas por un equipo de ultrasonido
Branson 5510R-DTH ultrasonic cleaner (St. Lois, USA) operado en modo DEGAS durante 10
minutos antes de ser analizadas para evitar la presencia de oxigeno que pudiese interferir con

el andlisis.

Figura 2. Sistema de trabajo conectado a electrodo de trabajo (izquierda) electrodo de referencia (centro) y
contraelectrodo (superior).
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2.3 Evaluacion de las Variables de Medicion
2.3.1 Método de Preconcentracion

Se realizaron mediciones de estandares de Pb (Solucién de Pb concentracion 1000 mg/L
Matriz: 2% HNO3, CPA chem 2021) y Cd (Solucién de Cd concentracion 1000 mg/L Matriz:
2-5% HNOs3, AccuStandard 2021) con deposicion directamente sobre la superficie del
electrodo y utilizando un film de mercurio que fue preparado con un voltaje negativo de -1.5
voltios durante 20 minutos con una solucion de 100 ppm de mercurio (Solucién de Hg
concentracion 1000 mg/L Matriz: 10% HNOs, AccuStandard 2021) (Hg?").

Se prepard la solucién de Hg con un volumen de 250 mL a partir del cual se tomaron
alicuotas de 25 MI para la preparacion de cada film de mercurio, con el objetivo de mantener

reproducibilidad en la formacion de los mismos.

2.3.2 Medio de Solucion

Para elegir el mejor medio en el cual realizar el analisis, se realizaron mediciones de
estandares de 1 ppm de Pb utilizando agua destilada y en un medio idnico, para lo cual se
prepard un buffer de fosfato (Fosfato de Sodio monobasico monohidratado, Mallinckrodt) con

pH 6 y fuerza i6nica total de 0.3 molar (M).

2.3.3 Velocidad de Barrido

Se midieron estandares de 20 ppb de Pb utilizando tres velocidades de barrido

diferentes, siendo estas 10, 50 y 80 milivoltios por segundo (mV/s).
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2.3.4 Tiempo de Deposicion

Para definir un tiempo adecuado de deposicion de los metales se analizaron estandares

combinados de 20 ppb de Pb y Cd con 5, 10, 15 y 20 minutos de deposicion.

2.4 Definicion del Limite De Deteccion del Método

Para definir el LOD del método se realizaron la medicion de estandares de Pb y Cd

bajando desde 10 ppb, disminuyendo en 10 veces la concentracion del estandar hasta 0.1 ppb.

2.5 Determinacion de Reproducibilidad de las Curvas

Se realiz6 alrededor de seis curvas de calibracion de Pb y Cd para determinar si las
sefiales obtenidas para cada film en diferentes dias de analisis mantenian la misma relacion con
las concentraciones de los estandares utilizados, es decir, la misma pendiente en las curvas de
calibracién. Cinco de las curvas se realizaron en el periodo de agosto a diciembre 2021
utilizando la misma solucion de Hg para hacer el film de mercurio y una curva en el mes de
febrero 2022 para ser utilizada como referencia para el andlisis de las muestras, con una
solucion de Hg nueva.

Las curvas se realizaron con cuatro a cinco puntos correspondientes a estandares de 0.1
a 100 ppb. Para realizar las curvas de calibracion se tom6 como sefal al area debajo de los

picos correspondientes a plomo y cadmio.

2.6 Digestion Acida de las Muestras

Para realizar las digestiones de las muestras de leche se utiliz6 el método propuesto por
Peters?’, colocando las muestras en balones de calentamiento con ndcleos de ebullicion,
utilizando un bafio de arena, como se ve en la Figura 17 en el anexo A de anexos, y aumentando
la temperatura hasta 180 °C, dejandolas secar por completo. También se digirieron junto a las

muestras 3 mL de estandar de Pb y Cd con una concentracion c.a. 417 ppb. Tras la digestion,
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se colocé c.a. 15 mL de buffer en los balones y se dej6 en ultrasonido por 15 minutos para
solubilizar cualquier metal existente en las paredes del recipiente. Se filtrd la solucién en un
balon de 25 mL y se aford con buffer.

Para la obtencion de los factores de recuperacion se utilizo el estandar digerido, que al diluirse

a 25 mL deberia resultar c.a. 50 ppb, comparandolo con un estandar fresco c.a. 50 ppb.

2.7 Andlisis de las Muestras

Se prepararon 10 muestras de leche mediante el procedimiento de la seccion anterior y
se analizaron. Estas muestras fueron tomadas del proyecto de investigacion de la USFQ (HUBI:

17035).

2.8 Comparacion de Sensibilidad de ASV y AAS

Se determinaron los LOD y LOQ del equipo de Absorcién Atémica (BUCK
SCIENTIFIC 210 VGP ATOMIC ABSORPTION SPECTROPHOTOMETER) y del método
de ASV desarrollado. Se midieron blancos para cada método (15 mediciones para AAS y 8
para ASV) y se obtuvieron los valores de LOD y LOQ mediante las siguientes ecuaciones:

LOD =20
LOQ = 100

Siguiendo el procedimiento recomendado por Robinson?8,
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3. RESULTADOS Y DISCUCIONES

3.1 Variables de Medicién

3.1.1 Método de Preconcentracion

Resultados preliminares de voltametrias demostraron que las corridas sin film de
mercurio y sin buffer no presentaron ningun tipo de sefial reconocible, incluso por encima de
los 100 ppb. Por ello se opt6 realizar las pruebas del método de concentracion utilizando buffer

y las pruebas de buffer utilizando film de mercurio.
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Figura 3. Voltametrias Anddicas (Voltaje de referencia Ag/AgCl) de estdndar combinado de 20 ppb de Cd y Pb
en medio iénico de fosfato de sodio 0.3 M pH=6 a una velocidad de barrido de 50 mV/s por 15 minutos con film
de mercurio (linea continua) y sin film de mercurio (linea discontinua).

En la Figura 3 se puede apreciar las curvas resultantes de voltametrias de estandares de
Pb y Cd con (linea continua) y sin film de mercurio (linea discontinua). Como se puede
observar, la voltametria en la que si se prepar6 un film de mercurio sobre el electrodo de trabajo
GCE, se obtuvieron dos picos independientes en los voltajes correspondientes a Cd y Pb (segun
el electrodo de referencia), sin superposicion. En cambio, en la voltametria realizada sin film

de mercurio (linea discontinua), se puede apreciar un solo pico, de menor tamafio, en un voltaje
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intermedio entre los valores correspondientes a Pb y Cd, seguido de este pico hubo un aumento
de la linea base.

Se esperaba que los picos de plomo y cadmio presenten un mayor tamafio para las
voltametrias realizadas con film de mercurio, debido a que la teoria®® indica que, con este, se
tiene una mayor preconcentracion debido a que los elementos de interés forman una amalgama
con el Hg. En la Error! Reference source not found. se puede apreciar que no solo aumentd
la sefial, sino que el film de mercurio permitié que exista una diferenciacién entre las sefiales

de plomo y cadmio, siendo imposible de diferenciar en la voltametria realizada sin film.

3.1.2. Medio de Solucion
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Figura 4. Voltametrias Anddicas (Voltaje de referencia Ag/AgCl) de estdndar combinado de 15 ppb de Cd y Pb a
una velocidad de barrido de 50 mV/s por 15 minutos con film de mercurio en medio iénico de fosfato de sodio
0.3 M pH=6 (linea continua) y medio de agua destilada (linea discontinua)

Las voltametrias resultantes del ensayo de medio de solucion que se observan en la
Figura 4 indican que cuando se utiliza agua destilada como medio de solucién (linea
discontinua) la sefial obtenida no es lo suficientemente fuerte como para ser perceptible por el

equipo. Por otro lado, al usar un medio ionico (linea continua) para analizar la misma
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concentracion, la sefial resultante si es perceptible por el equipo y se logran visualizar los picos
correspondientes a Cd y Pb.

El que no existan picos distinguibles en la voltametria realizada en agua destilada se
debe a que, en este medio, los Unicos iones disponibles son los correspondientes a los
estandares, que llegan a ser despreciables en cuanto a la fuerza idnica que aportan, dada su baja
concentracion. Adicionalmente, Bard? indica que se requiere un medio i6nico que permita el
paso estable de corriente entre el electrodo de trabajo y el contraelectrodo para que disminuya
la resistencia no compensada entre ellos. Ademas, la presencia de iones no electroactivos en la

solucidn hace que el transporte de masa no se limite por migracion.

3.1.3. Velocidad de Barrido
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Figura 5. Voltametrias Anddicas (Voltaje de referencia Ag/AgCl) de estdndar combinado de 20 ppb de Cd y Pb
en medio idnico de fosfato de sodio 0.3 M pH=6, con film de mercurio, por 20 minutos, a velocidades de barrido
de 10 mV/s (linea de punteada), 50 mV/s (linea discontinua) y 80 mV/s (linea continua).

En la Figura 5 se tienen tres voltametrias de estandares de Pb y Cd tomadas a diferentes
velocidades de barrido. Se puede observar en cada una de las voltametrias los picos

correspondientes a los metales, variando entre ellas la intensidad de la sefial de corriente.
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Se tomaron las areas bajo los picos de cada uno de los metales, de ello resulté que las
velocidades de 50 y 80 mV/s son mayores a la de 10 mV/s, pero no son estadisticamente
diferentes entre ellas (Ver Figura 6. A & B). Adicionalmente, se graficaron los valores de
corriente maxima vs. las velocidades (Figura 6. C & D), donde se observa que para el plomo
el valor de 80 mV/s si es mayor al de 50 mV/s, mientras que para el cadmio son

estadisticamente iguales.
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Figura 6. A & B: Areas bajo las curvas de corriente vs voltaje (cuantificado como unidades de potencia uP)
correspondientes a Cd (A) y Pb (B). C & D: Valor de corriente en el pico de la sefial vs velocidad de barrido para
Cd (C)y Pb (D).

Al igual que en otros espectros, como la cromatografia, picos con una razon
altura/ancho mayores son preferidos, al ser considerados como sefiales de mayor resolucion?.

Por ello se escogi6 utilizar la velocidad de 80 mV/s.
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3.1.4 Tiempo de Deposicion
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Figura 7. Voltametrias Anddicas (Voltaje de referencia Ag/AgCl) de estdndar combinado de 20 ppb de Cd y Pb
en medio iénico de fosfato de sodio 0.3 M pH=6, con film de mercurio, a una velocidad de barrido de 80 mV/s
por 10 (linea punteada), 15 (linea discontinua) y 20 (linea continua) minutos.

En la Figura 7 se tienen tres voltametrias del mismo estandar combinado de Pb y Cd
con diferentes tiempos de deposicion. Se puede observar una tendencia en las voltametrias que
a mayor tiempo para depositar los metales se tienen picos mas altos.

En la Figura 8. A & B se muestran dos graficas que representan el area bajo las curvas
voltamétricas de la Figura 7 versus los tiempos de deposicion que fueron evaluados en el
ensayo. Aqui se puede apreciar que, tomando en cuenta el error estadistico, al &rea obtenida
entre los 15 minutos y los 20 minutos de deposicion son iguales. No obstante, al comparar la
corriente méaxima alcanzada se tiene que el pico de la corrida de 20 minutos si es mayor a las
otras corridas para el plomo y estadisticamente iguales para el cadmio como se ve en la Figura

8.C &D.
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Figura 8. A & B: Valores de drea bajo las curvas voltamétricas vs. el tiempo de deposicion para Cd (A) y Pb (B). C
& D: Valores de corriente mdxima versus el tiempo de deposicion para Cd (C) y Pb (D)

De forma similar a las velocidades de barrido, no existio una diferencia entre las areas
obtenidas por las voltametrias de 15 y 20 minutos. Sin embargo, si hay una diferencia

significativa entre las alturas conseguidas, por lo que se escogio 20 minutos de deposicion al

presentar mayor resolucion de las sefiales.
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3.2 Limite de Deteccién
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Figura 9. Voltametrias Anddicas (Voltaje de referencia Ag/AqgCl) de estdndar de Pb, a una velocidad de barrido
de 50 mV//s, por 20 minutos, con film de mercurio, en medio iénico de fosfato de sodio 0.3 M pH=6, con
concentraciones de 1 ppb (linea discontinua) y 10 ppb (linea continua)

Resultados anteriores de voltametrias en condiciones no ideales, con velocidad de
barrido de 50 mV/s y con pérdida parcial de film (por la sefial de Hg), demostraron que

concentraciones de 10 ppb y 1 ppb si resultan en sefiales detectables, como se puede observar

en la Figura 9, en la que se utiliz6 estandares de plomo.

0.0
A B ois Pb

0.10

0.05

Corriente [nA]

0.00

Corriente [wA]

-0.05

-0.10
. 0.8 -0.7 -0.6 0.5 -0.4
Voltaje [V vs ER] Voltaje [V vs ER]

Figura 10. A. Voltametrias Anddicas de estdandar combinado de Pb y Cd con concentracion de 0.1 ppb (linea
continua) y blanco (linea discontinua), a velocidad de barrido de 80 mV/s, por 20 min, con film de mercurio, en
medio idnico de fosfato de sodio 0.3 M pH=6. B. Voltametria del estandar de 0.1 ppb con blanco sustraido.

En la Figura 10. A se puede observar que existe diferencia entre las sefiales dadas por

los metales existentes en el blanco (buffer de fosfato) y el estandar de 0.1 ppb. La Figura 10.B
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presenta los picos resultantes de la resta de la voltametria del estandar y el blanco. Al tomar el
area correspondiente al pico de plomo de tres estandares de 0.1 ppb en corridas diferentes
obtuvo en promedio 5.1x102 + 4.6x10° unidades de potencia (uP).

Es necesario utilizar el area de la sefial del estandar substraida del blanco debido a que
existe una sefial de plomo y cadmio como contaminante, el orden de la concentracion de este
contaminante deberia estar también en los decimales de ppb. Se esperaba la existencia de una
sefial en el blanco debido a que el reactivo de fosfato utilizado (Ver seccion 2.3.2) mencionaba
una presencia de metales pesados de c.a. 0.001%. Adicionalmente, la voltametria sustraida

presenta un mayor ruido en la sefial, sin embargo, los picos siguen siendo distinguibles.

3.3. Reproducibilidad de las Curvas
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Figura 11: Ejemplos de curvas de calibracion de dreas bajo los picos de Cd y Pb vs. concentracion.

Se obtuvieron 6 curvas de calibracién funcionales realizadas en diferentes etapas del proyecto,
como se pueden observar ejemplos en la Figura 11. En ellas se obtuvieron coeficientes de
correlacion que tendian a tener de 2 a 3 nueves (Tabla 1). El cadmio siempre present6 un area

mayor respecto al plomo para las mismas concentraciones, resultando por consecuencia, que
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la pendiente de Cd mantuvo una razén de poco mas del doble que la pendiente de Pb para todas
las curvas. Las curvas utilizadas en este proyecto se pueden observar en las Figura 19-25 en el

anexo B de anexos

Tabla 1. Ecuacion y coeficiente de correlacion obtenidos de las curvas de calibracion de Cd y Pb

Cd Pb
Fecha de Curva | Puntos Ecuacion* R? Ecuacion* R?
06/08/2021 5 A =0.02521C | 0.9989 | A = 0.01071 C | 0.9992
17/08/2021 5 A =0.02317 C | 0.9957 | A = 0.01012 C | 0.9992
20/08/2021 4 A =0.02231C | 0.9997 | A = 0.00795 C | 0.9970
10/09/2021 4 A =0.02226 C | 0.9991 | A = 0.01123 C | 0.9999
01/10/2021 4 A =0.01913 C | 0.9994 | A = 0.00560 C | 0.9931
21/02/2022 4 A =0.02554 C | 0.9998 | A = 0.01096 C | 0.9884

*A: Area bajo los picos. C: Concentracion del elemento

Como fue mencionado en la metodologia, en las curvas realizadas del 6 de agosto de
2021 al 1 de noviembre del mismo afio se utiliz6 la misma solucién de mercurio para depositar
el film en el GCE. Se puede observar (con una excepcion) que la pendiente obtenida de las
curvas de calibracion disminuye, lo que sugiere a su vez una disminucion de la sefial obtenida
para una misma concentracion o, dicho en otras palabras, una disminucion de sensibilidad.

Se infirié que la disminucion podria deberse a una reduccion del grosor del film de
mercurio. Esto a su vez se deberia a que se reduce la concentracion de mercurio en la solucion
de Hg cada vez que se utiliza. Para verificar esto se utilizé una solucion nueva de Hg para
depositar el film que se utilizaria en la curva de calibracion del 21 de febrero de 2022. Como
se esperaba, la tendencia volvid a un valor muy similar al de la primera curva. Sin embargo, se
requeriria realizar una mayor cantidad de curvas, depositando films con soluciones de Hg

recicladas y nuevas, para verificar su relacion con la sensibilidad.
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3.4 Digestion Acida de las Muestras

e —

Figura 12. Solucidn de una muestra de leche tras digestion, filtracion y dilucion.

Tras el tratamiento de las muestras de leche se obtuvieron soluciones que variaban en
color de amarillo a café oscuro, aparentemente sin turbidez apreciable (Ver Figura 12).
De los ensayos de recuperacion de la digestion se encontr6 que se pierde un porcentaje de Cd
y que aumenta el porcentaje de Pb en los estandares que fueron sometidos al proceso.
El hecho de que se pierda un poco de Cd en los estandares al pasar por el proceso de digestion
y filtrado se puede explicar considerando que se puede quedar en las paredes del bal6n donde
fueron digeridos. Ademas, también se puede perder una parte al momento de filtrarse, ya que
se puede quedar en la ceniza que se forma por las temperaturas altas a las cuales se realiza la
digestion. Por otro lado, se sospecha que el aumento en la concentracion de Pb se debe a que
los reactivos utilizados en el proceso de digestion presentan una ligera cantidad de este

elemento (como el &cido nitrico), que aumentd su concentracion en los estandares
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3.5 Andlisis de las Muestras
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Figura 13. Concentraciones en ppb de Pb y Cd medidas en las muestras mediante el método ASV con sus
intervalos de confianza al 95%

En la Figura 13 se pueden apreciar los resultados obtenidos de las muestras de leche
analizadas con el método propuesto, utilizando todos los parametros definidos en las secciones
anteriores. Este grafico indica que, de las 10 muestras analizadas, en 8 se pudo detectar la
presencia de Pb, mientras que en 2 se pudo detectar la presencia de Cd.

De las muestras que tienen Pb detectable, no se puede asegurar que 3 de ellas estén por
debajo del limite permitido por las normas nacionales e internacionales'4, el cual es 20 ppb
y esta representado por la linea discontinua en la Figura 13. Estas son las muestras 1, 2y 5. La
Tabla 2, presenta los valores de concentracion de los metales en las leches obtenidos en el
analisis ASV. En las Figura 26-35 en el anexo D de anexos se pueden ver todas las voltametrias

de las muestras analizadas.



Tabla 2. Concentracion de Pb y Cd en las 10 muestras analizadas usando ASV
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Concentracion Concentracién
Muestra (ppb) Cd (ppb) Pb
95% confianza 95% confianza
1 3.42 +4.93 28.39 + 23.57
2 ND ND
3 ND 17.98 + 2.46
4 ND 2.33+1.25
5 7.55 +4.60 16.54 + 19.15
6 ND 3.72+0.59
7 ND 9.39+2.79
8 ND ND
9 ND 13.61 + 3.57
10 ND 7.71 £5.63

ND: No detectable

La presencia de Pb en el 80% de las muestras analizadas sugiere que existe una fuente
de contaminacidn de este metal, de baja concentracion, en la zona de pastoreo del ganado. Es
posible que esta fuente sea permanente o que haya ocurrido algun evento de contaminacion
importante que aln se puede detectar en la zona. Posibles fuentes de estos contaminantes seria
la ceniza esparcida en la tierra debido a la actividad volcanica permanente de volcanes en
erupcion (Sangay y Reventador) y volcanes activos con actividad reciente (Cotopaxi y
Tungurahua en la Gltima década)®’; ademas de las diversas actividades humanas que suelen
realizarse en zonas rurales. Investigaciones futuras ayudarian a comprobar el origen de la
fuente de contaminacidn, ya que si se tienen cantidades superiores de los contaminantes en
épocas donde hay actividad volcanica se infiere que esta tiene si tiene un efecto considerable
en la contaminacion del ganado.

Adicionalmente, el hecho de que exista una leve contaminacién en el ganado indica
que, si los niveles de exposicion en los campos de pastoreo no disminuyen, se podria
bioacumular dentro del mismo, alcanzando concentraciones dafiinas. Esto se podria comprobar
realizando radiografias a los huesos del ganado para verificar si los niveles de plomo y cadmio

estan afectando de manera cronica. Como se menciono, debido a los intervalos de confianza, 3
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de estas muestras podrian estar contaminadas con Pb por encima del nivel permitido por las

normas de salud.

3.6 Comparacion de Sensibilidad de ASV con AAS

Tabla 3: Limites de deteccion (LOD) y limites de cuantificacion (LOQ) de los instrumentos AAS y ASV

Pb Cd
Método | LOD [ppb] | LOQ [ppb] | LOD [ppb] | LOQ [ppb]
AAS 109.9 549.6 115.9 579.6
ASV 0.09353 0.4677 0.07678 0.3839

Los limites de deteccidén de AAS tanto para plomo como para cadmio fueron mayores
a los reportados por el manual del equipo®®, los cuales eran de 80 y 10 ppb respectivamente
como se ve en la Tabla 3. Esto se podria atribuir al desgaste de las lamparas del equipo lo cual
disminuiria su sensibilidad. Adicionalmente se tuvo que los LOD de ASV fueron ligeramente
menores al valor utilizado en las curvas de calibracién de 0.1 ppb.

Como se esperaba, la sensibilidad es considerablemente mayor mediante el método de
ASV respecto al de AAS. Especificamente 1176 veces mas sensible para el plomoy 1510 veces
mas sensible para el cadmio. Debido a la concentracion que se detectd en las muestras y a la
relativamente baja concentracion permitida para estos metales (20 ppb para Pb y 6 ppb para

Cd), el método de AAS no podria ser utilizado para cuantificar Pb y Cd en leches.
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4. OBSERVACIONES Y RECOMENDACIONES

El método desarrollado es un método electroquimico que presenta una sensibilidad alta;

es por esto que se deben considerar varias situaciones que podrian interferir con las mediciones

ylo retrasar los analisis. A continuacién, se enumeraran algunas de estas situaciones que

surgieron a lo largo del desarrollo de este proyecto junto con sus posibles causas y soluciones.

Perdida de film

o Por perturbaciones mecanicas:

El film de Hg formado en la superficie del GCE es delicado, por lo que es
susceptible a soltarse parcialmente debido a perturbaciones mecanicas. Golpear el
electrodo con las paredes del vaso, toparlo con la barra de agitacion o el simple
hecho de enjuagarlo con una corriente delgada de agua destilada, pueden provocar
la perdida parcial del film, lo que causaria una disminucion de la sensibilidad.

Para evitar este tipo de inconvenientes se recomienda minimizar el
movimiento de los electrodos y enjuagarlos sumergiendolos en agua destilada. Es
importante recordar que, una vez depositado el film de mercurio, los electrodos
deben mantenerse conectados permanentemente, caso contrario el film se perderia
al ser sumergido en agua destilada.

o Por re-oxidacion:

Con plata/cloruro de plata como referencia el voltaje de oxidacion del Hg
inicia alrededor de los -0.1 V. En la Figura 9 de la seccion 3.2 se puede observar un
pico que representa el inicio de perdida de Hg por oxidacion. Para asegurarse de no
perder el film se recomienda dejar un espacio entre el voltaje en que termina la
voltametria y el de oxidacion de Hg. En este proyecto se llegd hasta -0.4 V vs.

Ag/AgCl.

Contaminantes externos diferentes al metal de interés
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Pueden existir cationes y/o compuestos organicos idnicos cuyo voltaje de
oxidacion se encuentre cerca de los correspondientes a los metales de interés. Si
estos compuestos se encuentran en alguno de los instrumentos (barra de agitacion,
electrodos) o del material utilizado (balones, vasos), los picos de los metales de
interés se encontrarian considerablemente distorsionados (ver Figura 36 en el anexo
D de anexos). Se recomienda utilizar una solucién al 5% de acido nitrico que no
tenga trazas de los metales para limpiar los materiales.

- Formacion de gases por electrolisis

El método de digestion utilizado requiere de acido nitrico y agua oxigenada,
compuestos que en una celda electrolitica generan hidrégeno y oxigeno
respectivamente. En la Figura 18 en el anexo A de anexos se puede observar la
formacion de gases cuando se aplica una diferencia de voltaje entre el GCE y el CE.
De existir un volumen de HNO3 y H20- tras la digestion, se daré la formacion de
burbujas de los gases mencionados al momento de la deposicion, lo cual tiende a
eliminar parcialmente el film de mercurio. Para evitar esto, se debe realizar un
secado completo de la muestra durante la digestion.

Otro motivo por el que se podria producir electrolisis en el sistema es que el
de voltaje de referencia varie. Esto puede ocurrir cuando existe un taponamiento en
la superficie porosa de este electrodo, o algun otro tipo de desempefio no adecuado
del mismo.

- Andlisis de datos
En el anexo E de anexos se puede encontrar el cédigo de Matlab utilizado para
traducir las voltametrias en area bajo los picos, con sus instrucciones de uso. Este
cbdigo permite analizar las curvas teniendo que modificar Unicamente los vectores de

entrada y especificar manualmente los datos de inicio y fin de cada pico. Se recomienda
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utilizar un software especializado o crear un programa que detecte dichos datos de
manera automatica para ahorrar tiempo.

Adicionalmente, se verificé que analizar la curvas durante las corridas en el
laboratorio resulta ventajoso, debido a que permite determinar si alguna de las
voltametrias devuelve en un dato atipico por lo que pueda requerirse una corrida

adicional para tener una mejor precision.
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5. CONCLUSIONES

La contaminacion de metales pesados en el ganado ecuatoriano puede causar problemas
importantes en la salud del consumidor. EI método propuesto tiene la capacidad para
cuantificar la presencia de Pb y Cd en leches. Al ser 1176 veces mas sensible que el método de
AAS en la cuantificacion del Pb y 1510 veces mas sensible para Cd; posee la sensibilidad
necesaria para verificar si una muestra de leche se encuentra contaminada, segun los limites
establecidos por las normas. Ademas, a diferencia del método AAS, la muestra no es
consumida al ser analizada, por lo que puede ser utilizada en analisis subsecuentes.

El método de ASV propuesto puede ayudar a las lecheras y ganaderas a certificar que
los productos que proveen se encuentran libres de contaminacion de Pb y Cd, o a identificar la
presencia de estos metales para que tomen las medidas necesarias para su mitigacion.
Adicionalmente, dada la naturaleza de este tipo de analisis, podria ser utilizado para la
cuantificacion de estos metales pesados en otros alimentos.

El hecho de que el 80% de las muestras analizadas presenten Pb y el 20% presenten Cd,
puede ser un indicativo de que se requieren estudios a futuro de la zona en muestras de suelos

pasto, sangre, huesos y poblacion en general.
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ANEXOS

Anexo A: Instrumentacién y Teoria

Figura 14. Electrodo de carbono vidriado con film de mercurio (izq.) y sin film de mercurio (der.)
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Figura 15. Voltametrias de las etapas de deposicion, equilibrio y redisolucién (Extracto de Bard)?®
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Figura 16. Corcho con los electrodos de trabajo colocados en forma de L

Figura 17. Sistema de bafio de arena para digestion dcida de leches (izquierda) y filtracion de solucion tras
digestion (derecha).



Figura 18. GCE antes y después de aplicar el voltaje de deposicion en un medio con dcido nitrico y agua
oxigenada
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Anexo B: Curvas de Calibracion
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Figura 19. Voltametria anddica de la curva 6-08
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Figura 20. Curva de calibracién del 6-08 con Cd (Azul) y Pb (Naranja).
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Figura 22. Curva de calibracién del 20-08 con Cd (Azul) y Pb (Naranja).
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Anexo C: Informacion de Muestras

Tabla 4. Informacion estadistica de las

52

muestras
Masa Numero Intervalo Factor Intervalo
Muestra de de Cd de Desviacion | Variacion de Pb de Desviacion | Variacion Factor de
muestra [ppb] | confianza | estandar | porcentual recuUDeracion [ppb] | confianza | estandar | porcentual | recuperacion
[a] mediciones al 95% P al 95%

1é$)z 1.285 3.000 3.423 4,933 1.985 58.004 0.943 28.390 23.527 9.470 33.356 1.609
2RZ 1.997 3.000 ND - - - - ND - - - -

77)
RZ 82 1.306 3.000 ND - - - 0.547 17.982 2.485 1.000 5.563 0.984
48(5F§Z 1.441 3.000 ND - - - 0.547 2.332 1.250 0.503 21.577 0.984
5555\’)2 1.153 2.000 7.548 4.598 0.512 6.780 0.547 16.542 19.155 2.132 12.889 0.984
6 (RZ 2.986 3.000 ND - - - 0.774 3.724 0.590 0.237 6.377 1.349

105)
71(2F\2))Z 0.911 3.000 ND 0.000 - - 0.774 9.390 2.787 1.122 11.949 1.349
8 (RZ 1.060 3.000 ND - - - 0.774 ND 0.000 - - 1.349

123)
91(3F§)Z 1.318 3.000 ND - - - 0.744 13.611 3.572 1.438 10.564 1.063
10 (RZ 1.686 3.000 ND - - - 0.744 7.709 5.628 2.266 29.389 1.063

85)




Anexo D: Voltametrias de Muestras Analizadas

2 & e
= a o

Corritente [uA]
<o
[\

-0.85 -0.75 -0.65 -0.55 -0.45
Voltaje [Vvs ER]

Figura 26. Voltametrias Anddicas (Voltaje de referencia Ag/AgCl) de la muestra 1 con su blanco (linea
punteada).
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Figura 27. Voltametrias Anddicas (Voltaje de referencia Ag/AgCl) de la muestra 2 con su blanco (linea
punteada).
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Figura 28. Voltametrias Anddicas (Voltaje de referencia Ag/AgCl) de la muestra 3 con su blanco (linea
punteada).
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Figura 29. Voltametrias Anddicas (Voltaje de referencia Ag/AgCl) de la muestra 4 con su blanco (linea
punteada).
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Figura 30. Voltametrias Anddicas (Voltaje de referencia Ag/AgCl) de la muestra 5 con su blanco (linea
punteada).
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Figura 31. Voltametrias Anddicas (Voltaje de referencia Ag/AgCl) de la muestra 6 con su blanco (linea
punteada).
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Figura 32. Voltametrias Anddicas (Voltaje de referencia Ag/AgCl) de la muestra 7 con su blanco (linea
punteada).
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Figura 33. Voltametrias Anddicas (Voltaje de referencia Ag/AgCl) de la muestra 8 con su blanco (linea
punteada).
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Figura 34. Voltametrias Anddicas (Voltaje de referencia Ag/AgCl) de la muestra 9 con su blanco (linea
punteada).
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Figura 35. Voltametrias Anddicas (Voltaje de referencia Ag/AgCl) de la muestra 10 con su blanco (linea
punteada).
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Figura 36. Voltametria donde se visualiza un contaminante desconocido entre los picos de Cd y Pb



Anexo E: Matlab

Cddigo de Matlab ®:
clc;

close all;

clear all;

format longG

%Vector de voltaje / anadir

volt f=[-];

volt=transpose(volt f);

%Solo se requiere un vector de voltaje para todo el script

%vector de corriente de muestra / afadir

iestNf=[-];

iestN=transpose(iestNf);

%Cada vector de corriente correspondera a una voltametria, cambiar N por
%el numero de voltametria respectivo

%tabla de voltaje

Nf=[1:1length(volt)];

N=transpose(Nf);

table(N,volt)

%La tabla mostrard qué voltaje corresponde a qué # de dato, siendo el
%primer voltaje de la corrida el dato 1

%Analisis de cada voltametria, cambiar N en cada variable por el # de la
%voltametria

%Muestra N
%pico Cd

% #s de datos en los que inicia y termina el pico de Cd / anadir
numeN_Cd_1= 1 ;
numeEN_Cd_2= 2 ;

%Rango de datos del pico de Cd
pic_cd_estN_v=[volt(numEN_Cd_1:numEN_Cd_2)];
pic_cd_estN_i=[iestN(numEN_Cd_1:numEN_Cd 2)];

%Pendiente e interseccidn de linea base para pico de Cd

baseNcd=zeros(length(pic_cd _estN v),1);

mNcd=((pic_cd estN_i(length(pic_cd _estN _v)))-
(pic_cd_estN_i(1)))/((pic_cd_estN_v(length(pic_cd_estN_v)))-(pic_cd_estN_v(1)));

bNcd=(-(mNcd* (pic_cd_estN_v(1)) ) + (pic_cd_estN_i(1)));

%Linea base para pico de Cd

for i=1:length(pic_cd_estN_v)
baseNcd(i)=(mNcd*(pic_cd_estN_v(i)))+bNcd;
end

%0btencidén de drea entre pico y linea base de Cd
intA_cd_estN=trapz(pic_cd_estN_v,pic_cd_estN_i);
intA_cd_baseN=trapz(pic_cd_estN_v,baseNcd);
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A_cd_estN=intA_cd_estN-intA_cd_baseN
%pico Pb
% #s de datos en los que inicia y termina el pico de Pb / anadir
numEN_Pb_1= 1 ;
numEN_Pb_2= 2 ;
%Rango de datos del pico de Pb
pic_pb_estN_v=[volt(numEN_Pb_1:numEN_Pb 2)];
pic_pb _estN i=[iestN(numEN_Pb 1:numEN_Pb 2)];
%Pendiente e interseccion de linea base para pico de Pb
baseNpb=zeros(length(pic_pb_estN _v),1);
mNpb=((pic_pb_estN_i(length(pic_pb_estN_v)))-
(pic_pb_estN_i(1)))/((pic_pb_estN_v(length(pic_pb_estN_v)))-(pic_pb_estN_v(1)));
bNpb=(-(mNpb* (pic_pb_estN v(1)) ) + (pic_pb _estN_i(1)));
%Linea base para pico de Pb
for i=1:length(pic_pb_estN_v)
baseNpb(i)=(mNpb*(pic_pb_estN_v(i)))+bNpb;
end
%0btencién de drea entre pico y linea base de Pb
intA_pb_estN=trapz(pic_pb_estN_v,pic_pb_estN_i);
intA_pb_baseN=trapz(pic_pb_estN_v,baseNpb);
A _pb_estN=intA pb_estN-intA_pb_baseN
%Graficas para areas
plot(volt,iestN);
hold on;
plot(pic_cd_estN_v,baseNcd);

hold on;
plot(pic_pb_estN_v,baseNpb)

Funcionamiento:

El Codigo adjunto permite tanto graficar las voltametrias como obtener el area bajo
los picos correspondientes a las sefiales de Cd y Pb.

Las lineas que se deben editar para el andlisis de cada voltametria tienen en el final del
comentario de titulo “afadir” y corresponden a: vector de voltaje, vector de corriente, y
numeros de datos de inicio y fin de los picos de Cd y Pb.

Los vectores son los obtenidos de las voltametrias, y requieren ser afiadidos como
vectores fila, es decir, separados Unicamente por espacios 0 comas.

Los numeros de datos deben ser obtenidos del gréafico generado. La opcidn sefialada

en la figura x, permite obtener los valores de X'y Y de un plot al hacer click sobre el dato,
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como se puede observar en la Figura 37 (se recomienda aumentar el zoom hasta poder
seleccionar el inicio y fin de cada pico con precision). En este caso, el voltaje que
corresponde al inicio del pico de Pb es de -0.718 V (el dato de corriente no es relevante).
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Figura 37. Grdfico generado por MATLAB® de una voltametria
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Figura 38. Acercamiento a los picos de Cd y Pb en la voltametria del grdfico generado por MATLAB®

Una vez se conoce el voltaje (valor X) que corresponde al dato de interés, se puede
buscar a qué nimero de dato corresponde gracias a la tabla generada en el Command

Window. En la Figura 38 pueden observar que el voltaje -0.718 corresponde al dato 392

389 -0.724
350 -0.722
391 -0.72
352 -0.718
383 -0.716
354 -0.714
385 -0.712
396 -0.71

Asi, el nimero que habria que colocar en la variable numEN_Pb_1 es 392. Al colocar
el dato del final del pico de Pb en numEN_Pb 2, el c6digo nos devolvera el valor del area
bajo dicho pico en la variable A_pb_estN, que a su vez sera desplegado en el Command
Window. El proceso es el mismo para el caso del cadmio, con la Unica diferencia de que se

utiliza el pico de la izquierda.



