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RESUMEN

En este trabajo de investigacion se llevdo a cabo la cuantificacion de metales
pesados [Cd(ll), Pb(ll) y Hg(ll)] mediante voltamperometria de onda cuadrada por
redisolucion anddica (SWVAS, por sus siglas en inglés), en aguas estancadas de
minas abandonadas (Distrito Minero Portovelo—Zaruma) utilizando un electrodo de

trabajo de diamante dopado con boro (BDD, por sus siglas en inglés)

Se realizé la caracterizacion del electrodo de BDD mediante AFM (Atomic Force
Microscopy) y c-AFM (conductiva), es evidente que una limpieza superficial del
electrodo de BDD nuevo es necesario antes de que éste sea utilizado en cualquier
tipo de estudio electroanalitico debido a un aumento de sensibilidad de corriente

eléctrica pudiendo detectar niveles de corriente en pA (pico amperios).

Se llevo a cabo la validacion de la cuantificacion de metales pesados [(Cd(ll), Pb(ll)
y Hg(ll)] mediante ASV (voltametria de redisolucién anddica) en cuatro niveles de

concentracién (5, 10, 15y 20 ppb), utilizando como electrodo de trabajo el BDD.

Para cada nivel de concentracion de cada metal se realizaron cuantificaciones
diarias de cada analito, por triplicado durante cinco dias, con el fin de conocer la

variabilidad del método.

En la validacién de la metodologia, ASV, para la cuantificacion de Cd(ll), Pb(ll) y
Hg(ll) se determinaron los siguientes parametros: la selectividad, los limites de
deteccion (0.69, 0.86 y 2.01 pg.L™"), los limites de cuantificacién (1.45, 1.97 y 3.28
ug.L™"), la veracidad (el sesgo es aceptable para los tres metales al comparar sus
concentraciones con otra metodologia validada), la repetibilidad (< 15 % del CV),
la reproducibilidad (<20 % del CV), y la exactitud como incertidumbre de medida (x
36.63, £ 28.53, + 28.85 %) para el Cd(ll), Pb(ll) y Hg(ll) respectivamente.

Una vez validados los tres metales por ASV, se cuantificd una muestra certificada

por la Analytical Quality Control Services, donde el sesgo respecto a los valores
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declarados en el certificado es menor al 20%, de acuerdo a la campana de Horwitz

es una variacion aceptable.

La linealidad como coeficiente de correlacion (r) de los tres metales, en los cuatro
niveles de concentracion estudiados, aproximadamente 0.99. La varianza de la
repetibilidad y la reproducibilidad en los cuatro niveles de concentracion para Cd(ll),
Pb(ll) y Hg(ll) es homogénea y se ajustan a una distribucion normal segun la prueba
de Kolmogorov - Smirnov. Los resultados de la prueba de Fisher nos indica que no
existe diferencia significativa entre tratamientos por efecto del dia de analisis, por

lo que, se aceptd la hipétesis nula del disefio experimental.

Una vez validado y certificado el método de cuantificacion, de Cd(ll), Pb(ll) y Hg(ll)
por ASV , se lo utilizé en la determinacion de metales pesados en muestras de agua
de minas abandonadas de la zona de Zaruma (muestras reales). Las
concentraciones promedio de las muestras reales de aguas del sector de Zaruma
fueron: Cd (ll) = 149.42 ug.L-' + 36.63% , Pb (Il) = 309.35 ug.L '+ 28.53% y Hg (Il)
=708.99 pg.L" + 28.55%

Las metodologias electroquimicas son tecnologias muy prometedoras debido a su
bajo costo, procedimientos de operacién sencillos, alta sensibilidad (limite
deteccion del orden de los ppb e incluso ppt), ademas permite con facilidad realizar

mediciones en campo en muestras reales.



XVII

PRESENTACION

En este trabajo de investigacidon se realizé la implementacion de una tecnologia
muy sensible (< 2 ug.L™") y barata (ASV) para la cuantificacién de Cd (ll), Pb (Il) y
Hg (ll), en agua. Como aplicacién se estudié aguas de minas abandonadas del

cantdén Zaruma provincia de El Oro.

Para lo cual, se llevé a cabo una caracterizacion del electrodo de trabajo (BDD)
mediante AFM. Posteriormente se validé la técnica ASV para la cuantificaciéon de
los tres metales. Una vez validado el método se comprobé utilizando una muestra
certificada por la Analytical Quality Control Services. Finalmente, se utilizé la
metodologia en la determinacion de estos tres metales en aguas de minas

abandonadas de la provincia El Oro, cantéon Zaruma.

En este trabajo de investigacion se utilizd ASV, debido que es una técnica
electroanalitica de alta sensibilidad, rapida y de bajo costo, con limites de deteccidn
muy bajos (LD de 0.69 ppb para Cd(ll); 0.86 ppb para Pb(ll) y 2.01 ppb para el
Hg(ll), por esta técnica) con respecto a otras técnicas electroquimicas como:
polarografia normal, voltamperometria normal e incluso la voltamperometria

diferencial de pulsos (Schiewe et al., 1997).

Se utilizé un electrodo de trabajo de BDD, debido a que presenta propiedades
unicas y favorables (baja corriente capacitiva, una gran estabilidad quimica, muy
buena reproducibilidad de sefales analiticas, etc.) para poder detectar
concentraciones muy bajas de analitos (del orden de los ppb) (Pleskov, Krotova,
Elkin, & Ekimov, 2015).

La estructura de la tesis esta dividido en cinco capitulos: capitulo I; introduccion,
formulacién del problema, los objetivos y el alcance del estudio, capitulo II; revision
bibliografica, capitulo Ill; disefio experimental, capitulo IV; resultados vy
discusiones, capitulo V conclusiones y recomendaciones de éste trabajo de

investigacion.



CAPITULO 1

INTRODUCCION

La explotacién minera ha evolucionado con el pasar de los afios y se ha convertido

en una de las actividades mas rentables en la industria.

Sin embargo, se sabe que la mineria a gran escala seria capaz de satisfacer las
demandas actuales en minerales sin poner en peligro el medio ambiente y las
necesidades de las generaciones futuras, es decir sin provocar graves trastornos
ambientales y complejos impactos en las comunidades asentadas en zonas

mineras y en la poblacion en general (Amezaga et al., 2011).

El concepto de mineria responsable fue promovido por diversos gobiernos del
mundo, quienes estaban en ese entonces interesados en la explotacién minera,
desde finales de los afos noventa. En esta época, grandes empresas
transnacionales mineras, en el marco de la Iniciativa Minera Global (Global Mining
Initiative), se asociaron para responder a la preocupacion creciente provocada por

las grandes contaminaciones derivadas de la actividad minera en el mundo.

En la actualidad, el gobierno del presidente Rafael Correa retoma ese discurso y
promueve los conceptos de extraccion y explotacidon responsable, especialmente a

través de su Plan Nacional de Desarrollo del Sector Minero 2011-2015.

A pesar del potencial econémico y social la mineria siempre ha estado ligada a la
produccion de grandes volumenes de residuos solidos, liquidos y gaseosos que

han provocado la contaminacion del suelo, aire y aguas subterraneas.

La mineria a cielo abierto es una de las explotaciones mas factibles y la mas
utilizada, sin embargo, genera diez veces mas desechos que las minas
subterraneas. El material “estéril” del proceso de extraccién minera es depositado

en terrenos donde se encuentra en contacto con la atmdsfera y el agua, la presencia



conjunta de estos elementos favorecen al proceso de oxidacién de los minerales
presentes en estos suelos removidos como es el caso de sulfuros de hierro, y la
presencia de ciertas bacterias pueden acelerar la formacién del drenaje acido de

roca, provocando la contaminacion de suelos y aguas subterraneas.

El drenaje acido de mina (DAM) es la consecuencia de la oxidacion de algunas
formas de sulfuro ferroso (pirita, pirrotita, marcasita, etc.) cuando entran en contacto
con el oxigeno del aire y agua, se produce la siguiente reaccion general (Pamo,
Aduvire, & Barettino, 2002)

Sulfuro mineral + Oxigeno + AQua —— > Sulfato + Acidez + Metal

También otros oxidantes como hierro férrico pueden reemplazar al oxigeno del aire

en la reaccién y en algunos casos al oxigeno del agua segun la siguiente reaccion:

Sulfuro mineral + Hierro férrico + Agua ——>  Sulfato + Acidez + Metal

A una mina abandonada se la puede catalogar como la obra resultante del conjunto
de excavaciones e instalaciones superficiales y subterraneas que se realizaron para
la investigacion y la explotacién y procesamiento de un yacimiento mineral cuyos
recursos se agotaron y no tienen duefio, teniendo un deterioro progresivo en el
tiempo, lo cual representa actualmente un riesgo al medio ambiente, a la salud de
las personas, a la calidad del ecosistema en general y al entorno de la misma
(Garcia, 2012).

Al abandonar las minas luego de la explotacion (en especial las de cielo abierto)

pueden ocurrir estos dos escenarios:

1) Que el lugar afectado por la mineria a cielo abierto sea recolonizado por

la vegetacion naturalmente recuperandose el medio natural.



2) Problemas de caracter edafico o problemas de contaminacion que

restringen el establecimiento de la vegetacion por décadas o siglos.

Los drenajes acidos de mina ademas de su bajo pH contienen una gran cantidad
de solidos en suspension con un alto contenido de sulfato y metales disueltos (Fe,

Al, Mn, Zn, Cu, Pb, Hg, Cd, Ni), del orden de varios cientos de miligramos por litro.

Tal efecto puede durar décadas y hasta cientos de anos, con la posibilidad de que
sean transportados por la lluvia o escurrimientos a lugares que representen un
riesgo para el equilibrio ecoldogico del medio ambiente y la salud de la poblacion en

general.

La mayoria de los iones metalicos son carcinégenos y conducen a problemas
graves de salud. Por lo tanto, la deteccion rapida y precisa de los iones metalicos
se ha convertido en un tema critico. Diversos iones metalicos como arsénico,

cadmio, plomo, mercurio y cromo se considera que son de alta toxicidad.

Para detectar estos iones metalicos se ha creado biosensores electroquimicos con
interfaces tales como microorganismos, enzimas, nanomateriales de oro,
nanoparticulas de plata y se ha desarrollado una extensa variedad de éxidos
metalicos. A los nanomateriales se los considera prometedores debido a su fuerte
adsorcion, elevada cinética de transferencia de electrones y alta compatibilidad con
diversas superficies. El acoplamiento de técnicas electroquimicas con
nanomateriales ha mejorado la sensibilidad, limite de deteccién y robustez de los

métodos de ensayo (Gumpu, Sethuraman, Krishnan, & Rayappan, 2015).

La mayoria de métodos analiticos para la determinacion de metales pesados en
muestras ambientales implican; ya sea métodos espectroscopicos o
cromatograficos, en los cuales se requiere un tratamiento adecuado de la muestra,
equipos costosos, personal de laboratorio entrenado, lo que implicaria costos
relativamente elevados y tiempo de respuesta considerables (Davis & Higson,

2013). Es por esto que, en el presente trabajo de investigacion se propone una



metodologia que en nuestro pais es nueva y barata, y se puede utilizar incluso en

campo para medidas en tiempo real de la concentracion de metales pesados.

La determinacion de metales pesados a niveles de trazas y de ultratrazas es una
necesidad importante en todas las ramas de las ciencias ambientales y en procesos
clinicos, debido a su toxicidad en concentraciones sobre ciertos limites del umbral
permitido. Mucha atencion se dedica al mercurio, cadmio y plomo que son
particularmente perjudiciales, incluso en concentraciones bajas. Las técnicas
analiticas mas utilizadas en la actualidad para la cuantificacion de los metales
pesados son: espectrometria de absorcién atémica con horno de grafito (GF-AAS,
por sus siglas en inglés), espectrometria de absorcion atémica de llama (AAS de
llama, por sus siglas en ingles), espectrometria de absorcion atémica de vapor frio
(CV-AAS, por sus siglas en ingles), la espectrometria atomica de fluorescencia de
vapor frio (CV-AFS, por sus siglas en ingles), la espectrometria de masas con
plasma acoplado inductivamente (ICP-MS, por sus siglas en ingles), y algunas
técnicas cromatograficas acopladas con métodos espectrométricos. Todas estas
técnicas requieren de instrumentacion costosa y sofisticada, ademas de un proceso
minucioso en la preparaciéon de las muestras. Por el contrario, los métodos
voltamperométricos de redisolucion presentan una alternativa interesante para la
determinacién de metales pesados debido a su sensibilidad, flexibilidad y bajos

costos.

Dentro de los métodos electroquimicos, la voltamperometria de redisolucion
anddica (ASV) es la técnica mas sensible y reproducible en la actualidad, esta
consiste en la reduccibn de un metal M"™ sobre un electrodo adecuado
(electropreconcentracion), simultaneamente se reduce al mercurio presente en la
solucion (agregado intencionalmente) para formar una amalgama. Para que esto
ocurra se impone un valor de potencial adecuado durante un periodo de tiempo
(conoamperométricamente), a este periodo se le denomina etapa de
preconcentracion del analito de interés. Luego se procede a oxidar el metal
contenido en la amalgama, durante la etapa de la redisolucion mediante un barrido
de potencial de oxidacién, el metal se oxida a su idbn mas estable desprendiéndose

del electrodo a un potencial caracteristico, dando una sefial (pico de corriente)



proporcional a la concentracion del metal en estudio presente en la disoluciéon con
sensibilidades del orden de ng/L (Zarate & Mendoza, 2009).

Los métodos electroquimicos ofrecen una soluciéon en la detecciéon de varios
metales pesados sin la necesidad de grandes cantidades de muestra y de

tratamientos complejos de las mismas.

La voltamperometria de redisoluciéon anddica (ASV) ha sido uno de los métodos
mas antiguos utilizados en electroanalitica para la determinacion de metales
modernizado la voltamperometria y han reavivado el interés por la misma, para
analizar contaminantes y metales en concentraciones del orden de los ppb (partes
por billén) y hasta ppt (partes por trillén) entre otras aplicaciones (Zarate &
Mendoza, 2009). Por ej. se ha utilizado ASV para la deteccién de: plomo (Arantes,
Sardinha, R. Baldan, H. Cristovan, & G. Ferreira, 2014), plomo y cadmio (Daher,
1995), mercurio (Laffont et al., 2015), zinc (Langeloth, Chiku, & Einaga, 2010), plata
y arsénico (Gumpu et al., 2015) y voltamperometria de redisolucién catédica para
la deteccién de: hierro (van den Berg, 2006), plomo (Kinard & Propst, 1974), etc.
Es por ello que en el presente trabajo de investigacion se propone la
implementacion (validacion y certificacion) de esta tecnologia en el Centro de
Investigaciones y Control Ambiental (CICAM) para la determinacion de metales
pesados como: Cd(ll), Pb(ll) y Hg(ll) en muestras reales de agua de diferente
origen, ej. aguas estancadas de una mina abandonada en el cantéon Zaruma

provincia de El Oro.

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La deteccion y cuantificacion de metales pesados a niveles traza en medio acuoso,
has sido siempre un gran problema en los paises en vias de desarrollo debido a
que se requiere equipamiento muy costoso (GF-AAS, AAS-Flame, CV-AAS, CV-
AFS, ICP-MS) (Zarate & Mendoza, 2009). Es por ello que, se hace necesario
implementar tecnologias mucho mas baratas de alta sensibilidad y que se puedan

utilizar directamente en campo. Los metales pesados son los contaminantes mas



peligrosos para el ser humano cuando se encuentran disueltos en agua, o
contenidos en alimentos (Gumpu et al., 2015). En la explotacién minera sin tomar
las precauciones ambientales adecuadas, como es el caso del canton Zaruma
provincia de El Oro, dichos metales generan gran preocupacion debido a su
potencial toxicidad quimica. Incluso, debido a las propiedades toxicas de algunos
de estos metales (arsénico, cadmio, plomo mercurio, cobre, etc.) (Trzeciakowski,
Gardiner, & Parrish, 2014) muchos de ellos se los ha empleado para disenar
pesticidas y antisépticos para uso agricola en décadas pasadas (Benvenuto Mark,
Ahuja, Duncan Timothy, Noonan Gregory, & Roberts-Kirchhoff Elizabeth, 2014).

Para resolver la problematica de la cuantificacion de estos metales se crea una
necesidad analitica en el CICAM de la Facultad de Ingenieria Civil y Ambiental
(FICA) de la Escuela Politécnica Nacional (EPN), de validar y certificar mediante
ASV la cuantificacion de Cd(ll), Pb(ll) y Hg(ll) y su aplicacion en muestras reales de

origen minero mediante este trabajo.

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢La técnica de voltamperometria de redisolucion anddica (ASV) cumplira con los
parametros técnicos y de calidad prestablecidos por el Centro de Investigaciones y
Control Ambiental en la determinacién de Cd(ll), Pb(ll) y Hg(ll) en el agua de drenaje

de una mina abandonada del cantén Zaruma en la provincia de El Oro?

1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar metales pesados (Cd(ll), Pb(ll) y Hg(ll)) mediante voltamperometria de
redisolucion anddica (ASV), en aguas residuales de minas abandonadas (Distrito

Minero Portovelo — Zaruma).



1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar el electrodo de BDD mediante micrografias por AFM y c-AFM.

Validar el método de determinacién de metales pesados (Cd(ll), Pb(ll) y
Hg(ll)), mediante voltamperometria de redisolucién anddica (ASV), utilizando

electrodos de diamante dopados de boro (BDD, por sus siglas en inglés).

Estudiar las posibles interferencias que podria existir en muestras
compuestas por diferentes metales en el electrodo de (BDD) y certificar la
metodologia (ASV) utilizando una muestra de los metales en estudio que sea

trazable.

Determinar la concentracion de metales pesados (Cd(ll), Pb(ll) y Hg(ll)), en

aguas de una mina abandonada del Distrito Minero Portovelo — Zaruma.

Proponer a esta metodologia como una alternativa barata, sencilla de
realizar y con una alta sensibilidad para determinar metales pesados en
concentraciones muy bajas (trazas) sin la necesidad de una infraestructura

muy compleja.

1.4 ALCANCE

Este trabajo de investigacion abarca esencialmente la implementacion de una

técnica poco usual (voltamperometria de redisolucién anddica “ASV”) a nivel de

laboratorio de servicio en nuestro pais, para la determinacion cuantitativa de Cd(ll),

Pb(ll) y Hg(ll) en medios acuosos. En la primera parte se lleva a cabo la

caracterizacion del material de electrodo (BDD) para conocer las caracteristicas

fisicas y quimicas de éste. Posteriormente se validara la metodologia ASV para la

determinacion cuantitativa de Cd(ll), Pb(ll) y Hg(ll) con la finalidad de tener

resultados confiables con buena repetabilidad, reproducibilidad y linealidad. La



exactitud de esta metodologia se evalua a través de un material de referencia

certificado internacionalmente.

Una vez determinado el comportamiento de cada uno de los metales en estudio, se
analizara muestras de minas abandonadas del sector de estudio antes
mencionado. El estudio termina con la colaboracién a otro proyecto en el cual se
esta disefiando columnas de retencion de metales en donde ingresan muestras del
mismo origen y se analiza su concentracion en los distintos puntos de tomas de

muestra.

1.5 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

La ASV es reconocida como una metodologia electroanalitica muy sensible (por
debajo de 1x10'° M) en el analisis de trazas de metales. Tiene la capacidad para
la determinacion cuantitativa simultdnea de varios analitos, costo relativamente
bajo de instrumentacién, puede ser montado facilmente incluso de manera portatil

(Mirceski, Hocevar, Ogorevc, Gulaboski, & Drangov, 2012).

Se trata de una técnica no convencional en nuestro pais, por lo que se propone
validar el método como una necesidad analitica y una alternativa de analisis
quimico cuantitativo a desarrollarse en el Centro de Investigacién y Control
Ambiental CICAM de la Escuela Politécnica Nacional. Posteriormente se busca
prestar servicio de analisis a la comunidad especialmente en aguas con

concentraciones bajas de los metales en estudio.

Las técnicas voltamperométricas se encuentran entre las técnicas experimentales
mas utilizadas para la deteccién especifica de metales pesados en muestras
ambientales. En particular, resulta especialmente apropiada por su alta
sensibilidad, estabilidad, robustez y bajo costo de mantenimiento para la
determinacién de analitos a baja concentracion en muestras acuosas (Rosolina,
Chambers, Lee, & Xue, 2015).



Adicionalmente, como las medidas electroquimicas son sensibles al estado de
oxidacion de los analitos, es posible realizar no sélo una determinacién cuantitativa
de los metales, sino también mediciones cualitativas de éstos, aprovechando
adecuadamente las diferencias entre los potenciales de reduccién u oxidacién de

las distintas especies en la muestra.

La determinacién cuantitativa y cualitativa de metales pesados a bajos niveles de
concentracién en muestras de caracter ambiental son necesarias debido a su
toxicidad, ya que, a diferencia de los residuos organicos, los metales no se
degradan y se acumulan en los suelos, sedimentos y aguas residuales
especialmente de explotacion minera, por lo que afectan a los ecosistemas de

forma prolongada.

Aunque los metales son importantes para llevar a cabo las funciones celulares, su
rango de concentracion tiene un gran impacto en la salud humana. Si el intervalo
de concentracién de los metales es menor que el intervalo de toxicidad, entonces
se considera que son seguros. Cuando se va mas alla de los limites permisibles,

conduce a varios efectos citolégicos y fisioldgicos (Gumpu et al., 2015).

El mercurio, arsénico, plomo y cadmio se encuentran entre los metales pesados de
mayor peligro ambiental, ya que se utilizan de forma masiva en procesos
industriales y algunas de sus formas quimicas poseen una elevada toxicidad. Estos
metales ademas pueden ser transportados en gran medida por el aire, asociados a
particulas solidas, pueden encontrarse como contaminantes de aguas naturales de

procedencia diversa y alejada de los focos reales de contaminacion.

Los electrodos de BDD por su gran versatilidad y naturaleza del material puede
realizar ligandos para formar capas superficiales de nanoparticulas metalicas
especialmente de mercurio y oro para aumentar aun mas su sensibilidad en el
momento de la deteccion de metales pesados incrementando de este modo su
capacidad de electroanalisis para catalizar los procesos de éxido-reduccion (Wang,

Lu, Hocevar, Farias, & Ogorevc, 2000).



CAPITULO 2

MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES

2.1.1 DESARROLLO DE LA ELECTROQUIMICA

A través del experimento de Luigi Galvani con las ancas de rana (Galvanismo), se
tiene en cuenta la accion de los metales, hecho que aprovecharia favorablemente
Volta para la elaboracion de su pila, y la explicacion de la produccion de electricidad
a través de los fluidos. Sin embargo, Davy es quien va a establecer una relacién
entre la electricidad y la descomposicion quimica de las sustancias, otorgando un
significado importante en relacion a la afinidad o no de las sustancias segun su
naturaleza eléctrica. Los aportes de otros cientificos como Oersted, Ampére y
Liebig van configurando la teoria electroquimica que posteriormente Berzelius logra
interpretar en funcion de las proporciones de materia que se combinan y de los
flujos eléctricos que estaban implicados “Es claro que la misma causa, que produce
las combinaciones o las descomposiciones como la pila eléctrica, deben cooperar
también en los mismos fendmenos fuera de esta” (Berzelius, 1811: 257). De esta
manera, él pretendia no solo explicar el cambio quimico sino el caracter
electropositivo 0 negativo que tenian las sustancias en relacién a otras con las

cuales reaccionaba.

Berzelius, a partir de alli, atribuyd al oxigeno (que ya habia sido descubierto por
Lavoisier, quien hablaba de oxidacion) la mayor electronegatividad y el caracter
dual de otras sustancias como los no metales con respecto al oxigeno
(electropositivo) o con respecto a metales (electronegativo). Sin embargo, es
importante ademas considerar los trabajos de Liebig en relacion a la
deshidrogenacién de los alcoholes en aldehidos, que definian la oxidacion y

reduccion en funcién del hidrégeno, en la TABLA 2.1 se analiza los principales
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acontecimientos del desarrollo de la electroquimica en el siglo XIX (Gonzélez,

2012).

TABLA 2.1 HISTORIA DEL DESARROLLO DE LA ELECTROQUIMICA

c Conceptos
. onceptos relevantes de
Periodo Evento Importante L relevantes sobre
electroquimica g P
actividad quimica
. Produccion de la electricidad a Relacion de Ia'qU|m|ca
1971 Galvanismo . con otras areas
partir de procesos naturales. e ;
(fisiologia).
Construccion de la pila de Produccién de la electricidad a Valor e importancia de
1800 . e los instrumentos
Volta. partir de procesos artificiales. P
cientificos.
1806 Primera edicion de charlas Relacion entre la electricidad y el Divulgacion y ensefianza
sobre quimica cambio quimico. de quimica.
Conferencia de H. Davy Descomposiciéon quimica de Evolucion y desarrollo
1806 acerca de algunos agentes sustancias a través de la del concepto de
quimicos de la electricidad. electricidad. elemento quimico.
Contexto social y
1810 Lectura de Farad'ay.de Estudio del cambio quimico. personallten la
charlas sobre quimica construccion del
conocimiento.
Coexistencia de dos partes (polos)
positiva y negativa en cualquier e
Teoria Dualista de J.J. atomo. D|st|n<':|o.n Y detgat.e sobre
1811 . . 2 quimica organica e
Berzelius. Atraccioén y repulsion que ocurren ; e
. inorganica.
entre los polos sobre las sustancias
quimicas (afinidad quimica).
Construccion de la pila de Caracter oxidante y reductor de las Valor e importancia de
1836 . X . los instrumentos
Daniell sustancias, reacciones redox. o
cientificos.
Relacion cuantitativa entre cantidad . -
_— . ) e Mujeres cientificas en la
Ultima version de charlas de sustancia y electricidad. i
1840 S o - construccion del
sobre quimica Relacion entre electricidad y L L
. conocimiento cientifico.
magnetismo.
Propuesta de las leves de Conservacion de cargas, Relacion con otras areas
1851 P = y proporcionalidad entre materia y del conocimiento (Fisica-
araday. - o
electricidad. Matematicas).

FUENTE: La historia de la teoria electroquimica y su contribucion a la promocién de la
explicacion cientifica en la quimica escolar.
ELABORADO POR: Jorge Tafur.

2.2 PRINCIPIOS DE LA ELECTROQUIMICA ANALITICA

2.2.1 TECNICAS ELECTROANALITICAS

2.2.1.1 Programas de perturbacion transitorios
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De acuerdo al tipo de perturbacion que se imponga en una celda electroquimica
sera el tipo de respuesta que se manifestara y de ella dependera el tipo de
informacion que se obtenga para caracterizar a las moléculas, las reacciones al

electrodo, la cantidad de analito y la forma en que acontece dicha transformacion.

Si se impone una diferencia de potencial se obtendra una corriente de electrdlisis;
en cambio, si se impone una corriente constante la respuesta se manifestara por
medio de un cambio de potencial en la interfase conductor — disolucién. Las
técnicas electroquimicas pueden dividirse de acuerdo en la manera en que realizan

mediciones y la perturbacion del sistema de acuerdo al Fig. 2.1:

FIGURA 2.1 CLASIFICACION DE LAS TECNICAS ELECTROQUIMICAS

u Técnicas electroguimias
1

Imposicion de
potencial

Imposicién de
corriente

E=fit) i=f(t)

| 1 | N 1 o

-~ \ 7 = ~ =
f f

| I.' 4 N |

Potenciostaticas | Potenciodinamicas | | | Galvanostaticas Galvanodinamicas
Pulsos de potencial Barrido de potencial Pulsos de corriente Barrido de corriente
i=f(E) I=f(E) - E=1(i) E=f(i)

FUENTE: Alejandro Baeza, Principios de Electroquimica

Las técnicas electroquimicas forman un pilar importante en el analisis rutinario y
permiten explicar fendmenos que hasta su concepcion, habian resultado

indescifrables.

Para que se lleve a cabo una reaccion electroquimica debe provocarse una
perturbacion y generarse una respuesta de donde se puede obtener informacién
que permitira caracterizarla. Se tienen varios tipos de perturbacion de acuerdo a la

clasificacion mostrada en la Fig 2.2 y son los siguientes:



13

FIGURA 2.2 PERTURBACIONES EN SISTEMAS ELECTROACTIVOS

N \
E i p
N — | —| A
tiempo tiempo = 4 . L4 *
tiempo tiempo e E
: Voltamperometria de
Cronoamperometria Cronopotenciometria barrido lineal (RDP)

B i # E
E;

Voltamperometria
ciclica o de barrido el | diferencial de pulsos
trianguiar (RDP)_ barrido lineal (RDC) |

tiempo E, = E tiemnpo E

Voltamperometria de | Voltamperometria

(RDP)

FUENTE: Alejandro Baeza, Principios de Electroquimica.

Por imposicién de un pulso constante de potencial (cronoamperometria): Se
impone una diferencia de potencial mediante un potencidstato y se registra
la corriente obtenida en funcién del tiempo, manteniendo condiciones en
estado estacionario (sin agitar). El transporte de masa en estas condiciones
esta regido por difusion y la curva i — t refleja la disminucién de la

concentracion del analito en las cercanias del electrodo.

Por imposicion de una corriente constante (cronopoteciometria): Se obtiene
como respuesta un cambio en la diferencia de potencial, el cual cambia hacia
valores de potencial caracteristicos del par redox, la concentracion de la
especie varia conforme ocurre la transferencia de electrones (reaccion
electroquimica) necesaria para mantener la intensidad de corriente
constante hasta que la especie se acaba en las cercanias del electrodo, es
entonces cuando el potencial cambia hacia valores en que otra especie

pueda aportar los electrones para seguir manteniendo la corriente constante.

Técnicas que involucran la variacién lineal de potencial con el tiempo, este

tipo de técnicas utilizan un barrido de potencial que presenta velocidad
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constante (también se puede realizar un barrido de corriente). Una de las
técnicas mas difundidas por la informacion que puede aportar sobre los
mecanismos de reaccion de especies electroactivas es la voltamperometria;
la cual se puede realizar en régimen de difusién pura (sin agitar) o bien en
régimen de difusidén convectiva (se hace al girar el ET, o manteniendo el
goteo de mercurio constante), donde se encuentra clasificada la

polarografia.

Las técnicas potenciodinamicas son la base fundamental del presente trabajo de
investigacion, por lo que, es importante comprender los principales fendmenos que
ocurren durante una reaccion electroquimica al realizar las curvas de intensidad de

corriente vs. potencial (i vs. E).

2.2.2 CURVAI/E

Si se determina la corriente como una funcion de la polarizacion, se puede obtener
informacion de la reaccion que ocurre en la superficie del electrodo de trabajo (Fig.
2.3).

El término polarizacion (variacion de potencial) se refiere a la desviacién del
potencial del electrodo, de su valor de potencial de corriente nula (i = 0), también
llamado potencial de equilibrio, hacia valores de potencial positivo (oxidacion) o
valores de potencial negativo (reduccién). Un electrodo idealmente polarizable, es
aquel que muestra un cambio considerable en el potencial con el paso de una
corriente infinitesimal (Fig. 2.3), este es el comportamiento de un electrodo de
trabajo (ET). Un electrodo idealmente no polarizable es aquel cuyo potencial no
cambia con el paso de una corriente, es decir, es un electrodo de potencial fijo,

como debe de ocurrir con un electrodo de referencia (ER) (Baeza & Garcia, 2011).



FIGURA 2.3 POLARIZACION DE ELECTRODOS
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FUENTE: Alejandro Baeza. Principios de Electroquimica Analitica

Una medida del grado de polarizacion es El sobrepotencial, n, que es la desviacion

del potencial de su valor de corriente nula o potencial de circuito abierto (Ec. 2.1).

aneq_EO

(2.1)

Donde 7 es el sobrepotencial, E., es el potencial de equilibrio y E° es el potencial

estandar.

2.3 LEYES DE FARADAY

Para calcular la cantidad de producto formado por el paso de una cantidad dada de

electricidad se emplean las leyes de Faraday. Estas establecen una relacion

proporcional entre la cantidad (moles) transformadas con la corriente empleada

para tal fin.
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Primera Ley: la masa de un elemento depositada en un electrodo es proporcional
a la cantidad de corriente que pasa a través de la interfase electrodo — disolucién

o del electrodo - electrolito fundido:
m= &.q (2.2)

Donde, m es masa depositada, € es equivalente electroquimico del analito, q es la

cantidad de carga que se esta aplicando.
Como la cantidad de carga es: q =i X t, la Ec. 2.2 se puede escribir:
m=egxixt (2.3)

i es la intensidad de corriente eléctrica aplicada, t es el tiempo que se aplica la

corriente.

El coulomb se define como la cantidad de carga (q) transmitida en un segundo, lo

gque se conoce como un amperio (A = C/S).

e=2==1L (2.4)

El equivalente electroquimico (€) se define como la cantidad de una sustancia
oxidada o reducida por el pasaje de un Faraday (F) de carga. El Faraday es la
cantidad de carga que permite reducir un peso equivalente-gramo de una sustancia
en el catodo u oxidar un peso equivalente-gramo de una sustancia en el anodo. Es
decir, es la cantidad de carga que pone en juego el paso de un mol de electrones
(6.023x10% electrones) y tiene un valor constante F = 96 500.00 C.

Por ej.: el paso de 2 moles de electrones pone en juego 2 F 0 193 000 C (2 x 96
500 C). Numéricamente, el equivalente quimico, es igual al cociente entre la masa
atomica (MA) de una sustancia y el numero de electrones (n) puestos en juego para

oxidarla o reducirla:
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E=* (2.5)

Donde, E es el equivalente quimico, MA es la masa atdmica, n es el numero de

electrones que se oxidan o se reducen.

La relacién directa que existe entre el equivalente quimico (E) y el electroquimico

(¢) se establece segun la Ec. 2.6:

E==-=— (2.6)

2.4 APORTES EN LA MEDICION DE POTENCIAL Y CORRIENTE

Durante la serie de eventos que ocurren en una reaccion electroquimica, los
parametros que se registran son la intensidad de corriente y la diferencia de
potencial. Cuando se mide esta ultima, no solamente se mide la que se impone

entre los electrodos, sino también se registran distintos aportes:

AEpediqzo = (Ey+ Ej+ Ig) — Eg (2.7)

Donde, E; es el potencial impuesto por el potenciostato, E; es el potencial de union
quimica, debido a la formacién de las dos fases idnicas, I es el aporte en el
potencial a causa de la resistencia de todo el circuito, Eg es el potencial del

electrodo de referencia.

En la practica los valores de I y E; de tienen valores muy pequefios si se usan

membranas de separacion adecuadas, o si se usan microelectrodos y si se trabaja
en presencia de sales ionicas concentradas para disminuir la resistencia de la

disolucion.

La intensidad de corriente también esta constituida por diferentes aportes que son:
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lmedida = icap + ifar (2.8)

lfar = ldufusic’m + lmigracién * Leonveccion ( 29)

Donde, i.,, es la corriente capacitiva que aparece al formarse la doble capa
eléctrica, if,, €s la corriente faradica o de electrdlisis, la cual es un indicativo de

velocidad de la reaccién electroquimica.

Esta es resultado de la contribucién de los tres fendmenos que componen el

transporte de masa.

La velocidad de reaccion, y por lo tanto la corriente de electrdlisis, depende de la
forma en la que la especie llega al electrodo, de la velocidad de transferencia
electronica, de las reacciones quimicas acopladas que ocurren antes o después de
la reaccion electroquimica, de fendmenos de adsorcidon en la superficie del

electrodo, que bien puede ser del medio de reaccién o del compuesto estudiado.

2.4.1 FENOMEOS DE TRANSFERENCIA DE MASA

El transporte de masa de la disolucion al electrodo puede ocurrir de tres maneras:

e Difusién: es el movimiento espontaneo debido a un gradiente de
concentracién, la materia fluye de una region de mayor concentracién hacia
otra de menor concentracion hasta alcanzar en un estado homogéneo. (Fig.
24 -a)

e Migracién: las especies con carga eléctrica son transportadas desde el
seno de la disolucion hacia el electrodo debido a un campo eléctrico,

aplicado entre el anodo y catodo. (Fig. 2.4 — b)



19

e Conveccion: el transporte de materia se realiza desde el seno de la
disolucién hacia la interfase por medios fisicos, al agitar una disolucion, al

girar o vibrar el electrodo de trabajo, etc. (Fig. 2.4 — ¢)

FIGURA 2.4 TIPOS DE TRANSPORTE DE MASA HACIA EL ELECTRODO

a) b) c)
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FUENTE: Alejandro Baeza. Principios de Electroquimica Analitica

Todos estos términos estan involucrados en la ecuacion de Nernst — Planck.

](x, t) —_D 8C(x,t) _ (zFDC) op(xt)

. T . + C(x, t)V(x,t) 2.10

En la Ec. 2.10 el flujo de materia (J(x,t) [mol.s™1.cm™1) esta dado por diferentes

. A e 5C(xt
aportes, en primer lugar, el término de transporte por difusién donde % es el

gradiente de concentracién a la distancia x y al tiempo t. En segundo lugar se tiene

el aporte del transporte por migracién debido a un campo eléctrico aplicado, zy C

Sp(x,t)

sr ©S el

son la carga y la concentracion de la especie respectivamente y

gradiente de potencial. Por ultimo se tiene la contribucion convectiva, donde V(x, t)
es la velocidad hidrodinamica en la direccién x. De las demas constantes que
aparecen, F es la constante de Faraday, D el coeficiente de difusién de la especie,

R es la constante de los gases y T es la temperatura.

Debido a que la corriente eléctrica es proporcional al flujo de materia J que llega al

electrodo para efectuar una reaccion electroquimica, la corriente que se registra
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estara en funcion de los aportes de difusidon, migraciéon y conveccién, como se

describe en la Ec. 2.11

i = —nFAJ(x,t) (2.11)

Donde, A es el area del electrodo y n el numero de electrones intercambiados.

Para relacionar el valor de corriente con la concentracion del analito o del
compuesto de interés, se pueden realizar manipulaciones experimentales con el fin
de controlar o hacer muy pequefio el transporte por migracién (agregando sales
idnicas concentradas) y por conveccién (utilizando una disolucién sin agitar o bien,
agitando constante y controladamente). Bajo estas condiciones el flujo de materia,

descrito por la Ec. 2.10, estara determinado por difusion unicamente.

8C(x,t)

](xr t) =-D Sx

(2.12)

En conclusién, sustituyendo la Ec. 2.12 en la Ec. 2.11, se llega a una nueva funcién,
en que la corriente registrada estara determinada por la difusién de la especie y

sera proporcional al gradiente de concentracién de la especie electroactiva.

. 8C(x,t)
i=nFAD— (2.13)

El coeficiente de difusion estda comprometido con la viscosidad del medio n, con la
temperatura y con el radio de la particula en movimiento (considerandola esférica,

7 por medio de la ecuacion de Einstein—Stokes.

_ kT
- é6nnr

(2.14)

k, y es una constantes igual a 1.38x10723].K~1 que se denomina como constante

de Boltzmann (Baeza & Garcia, 2011).



21

En el analisis voltamétrico se mide la intensidad de corriente que atraviesa un
electrodo por aplicacion de una diferencia de potencial. Las diferentes técnicas
voltamétricas se distinguen, esencialmente, por la diferente forma de variacion del

potencial aplicado.

Se puede decir que la evolucién introducida en el tipo de modulacion de la forma
del potencial ha resultado de una investigacion constante dirigida a alcanzar limites
de deteccidén cada vez menores, sin olvidarse que las técnicas voltamétricas mas
avanzadas, con utilizacion de formas mas complejas de modulaciéon de potencial,

estan asociadas, en general, a limites de deteccion mas bajos (Harris, 2007).

El método voltamétrico de analisis quimico se basa en la interpretacion de las
curvas intensidad de corriente — potencial (i vs. E), resultantes de la electro-
reduccion o electro-oxidacion de las especies en solucion, y se va a mencionar las

modulaciones de potencial utilizadas en esta investigacion que son:

e Voltametria Ciclica
e Cronoamperometria

e Voltametria de Onda Cuadrada

2.5 VOLTAMETRIA CICLICA

Una de las técnicas que mas se emplea para estudiar mecanismos de reaccién es
la voltamperometria ciclica, ya que aporta informacion rapida acerca del
comportamiento redox de las especies, de las reacciones quimicas en que
participan (mecanismos de reaccion, reacciones quimicas acopladas) y en la
determinacion de parametros termodinamicos. Como se muestra en la Fig. 2.5, la
sefal es de tipo triangular, es decir, se aplica un numero n de ciclos, sobre un

electrodo estacionario, estatico y en régimen de difusion pura (sin agitar).
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FIGURA 2.5 APLICACION TRIANGULAR DE POTENCIAL

FUENTE: Electrochemical Methods, Allen J. Bard.

El ciclo suele darse varias veces, y los potenciales en los que acontece el cambio

de la direccion de barrido reciben el nombre de potenciales de inversion (Ex).

Los intervalos de potencial se escogen teniendo en cuenta los valores en los que
se produce la oxidacién o la reduccién controladas por difusion de uno o varios

analitos.

La respuesta consecuente se llama voltamperograma ciclico y se obtiene al graficar

la corriente leida al potencial asociado, en una curva del tiempo i=f(E).

En la Fig. 2.6 se muestra un ejemplo de voltamperograma donde se sefalan las

magnitudes fisicas de este patron de respuesta.
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FIGURA 2.6 VOLTAMPEROGRAMA CiCLICO

i [A]

Linea base d
oxidacion N | 0 N aa ~ 0 e

........... Linea base de

"""" reduccion

Pico catédico

Voltagrama ciclico para una especie electroactiva, E; = potencial de
pico anodico, Ey= potencial de pico catodico, i = intensidad de
corriente de pico anddico, iy = intensidad de corriente de pico
catddico. FUENTE: Alejandro Baeza, Principios de Electroquimica.

Esta técnica permite electrolizar una especie e invertir el potencial para comprobar
la formacion de su par redox, de esta forma es posible dilucidar mecanismos de
reaccion. Al variar la velocidad de barrido se puede estudiar la cinética de las

reacciones o bien, detectar la aparicion de especies intermedias en procesos redox.

Si se analiza una muestra con dos o mas analitos presentes, su comportamiento es
particular, por lo que el voltamperograma resultante no es necesariamente la suma

de los voltamperogramas individuales de cada analito.

En la Fig. 2.7 se presenta un barrido triangular de potencial en el cual dos

segmentos representan un periodo.
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FIGURA 2.7 IMPOSICION DE POTENCIAL EN LA VOLTAMETRIA CICLICA
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FUENTE: CHI Instruments 1232A

2.5.1 ECUACIONES BASICAS EN VOLTAMPEROMETRIA CiCLICA

La ecuacién de Randles — Sevcik establece una proporcionalidad entre el perfil de
la corriente obtenida del barrido del primer ciclo con la concentracién y velocidad

de barrido:
1/2
ip = 0.4463 (2) " n324pV2C01/2 (2.15)

i, = (2.69x10%)n324D}/*v'/2C; a (25 °C) (2.16)

Donde i, es la intensidad de corriente de pico [A], n es el numero de electrones
transferidos, A el area del electrodo [cm?], D es el coeficiente de la especie
electroactiva [cm?2.s™"], € la concentracién de la especie electroactiva [mol. cm=3], v

la velocidad de barrido [V.s™].

Para un sistema reversible la grafica de i), = f(v)Y/? presenta el perfil de una linea
recta, cuya pendiente permite extraer informaciéon analitica importante, como el
numero de electrones intercambiados o el valor del coeficiente de difusion de la
especie electroactiva. Cuanto mas rapida es la velocidad de barrido, mayor es la
intensidad de corriente de pico, mientras el sistema continte siendo reversible; sin

embargo, si la especie electroactiva se estd adsorbiendo en las inmediaciones del
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electrodo, la intensidad de corriente de pico es directamente proporcional a la
velocidad de barrido en lugar de su raiz cuadrada. Para especies irreversibles la
ecuacion de Randles — Sevcik se modifica debido a la correccién de términos

cinéticos y es la siguiente:
i, = (2.99 x 10°)a'/?nADY*Cv'/*  a (25°C) (2.17)
Donde «a es el coeficiente de transferecia y es adimensional.

Un criterio temprano para identificar la reversibilidad de un sistema consiste en
realizar el cociente de las sefiales de corriente anddica y catddica para diversas

concentraciones o diversas velocidades de barrido. Debe cumplirse que iz /iy, =

para una electrorreduccion y i3/iy =1 para una electrooxidacion, donde la
corriente debida a la especie que se genera al electrodo se coloca en el numerador

del cociente.

El potencial de media onda (E:1 ) se aproxima al valor del potencial normal
2

condicional (E%) para un sistema reversible, de acuerdo a la siguiente relacion:

B ~ £y = (2.18)

La Ec. 2.18 se cumple, toda vez que los coeficientes de difusion de ambas especies

sean proximos y eliminen el término logaritmico de la Ec. 2.19:

1/2
Evp= E” + 2n ("m’) (2.19)

1/2
DOX

Los sistemas reversibles que son lo suficientemente rapidos como para mantener
las concentraciones de reactivo y producto en la superficie del electrodo muestran
un comportamiento tipico, pues el potencial donde se manifiestan los picos anddico

y catodico presentan una diferencia constate.



26

2.22RT _ 57.0mV

AE = Ej— Ej ===

(25°0) (2.20)
Los argumentos anteriores permiten calcular el término voltamperomeétrico E,/,

(potencial de medio pico) para un sistema reversible, que indica una mejor
estimacion del punto medio entre los picos de un voltamperograma (el valor de

potencial correspondiente para iy/,). En la Ec. 2.21 el signo positivo se toma para

un proceso de oxidacién, mientras que el signo negativo para una reduccion.

28.0 mV
n

RT o
Ep2 = Ep/2-1_-1.09E=Ep/21- (25°C) (2.21)
Para un sistema reversible E,, es independiente de la velocidad de barrido.
Por otro lado, los sistemas irreversibles dependen de la velocidad de barrido. La

siguiente relacion es importante pues involucra estos dos términos, E% y v.

_po _ R o2 arv)1/2
ES=E —aFn[0.780+(ln ) + i (57) (2.22)
Las variables descritas en la Ec. 2.22 ya han sido definidas. Para un sistema
electroquimico irreversible la grafica de E% = f(Inv), para el pico anddico o

catodico, genera una linea recta cuya ordenada al origen se ajusta a E%'. La recta

1.15RT 30mV
o

presenta una pendiente de
an an

a 25 °C por cada incremento de 10 en la
velocidad de barrido. En estos casos el potencial de pico es una variable que no
depende de la concentracion del analito. Para definir el E}, la funcién anterior toma
los mismos términos, pero los sumandos cambian de signo (a excepcion del EY').

Un criterio rapido para determinar a se basa en la diferencia entre el potencial de

pico (E,) y el potencial a la mitad de la altura de pico (E,; ).

1.857RT _ 47.7mV
anF an

E,—E,p| = (2.23)
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Existen tratamientos formales para el analisis de las curvas i—E para sistemas
irreversibles; sin embargo, los reportes presentan tratamientos de datos

inconvenientes y tediosos.

Finalmente, existendos funciones (para electrorreduccion y electrooxidacion
respectivamente) que permiten evaluar la constante estandar heterogénea de
velocidad de transferencia de electrones, k°, a partir de una combinacion entre la
corriente de pico y el potencial normal condicional redox segun la aproximacion de

Butler —VVolmer:

i% = 0.227nFC, k° el (Fp=E"")] (2.24)

5 = 0.227nFC,eqk®el =/ (Ep=E”)] (2.25)

Donde, f = % en unidades de [V']. Una gréfica de Ini, = f (E, — E° )determinada

a diferentes velocidades de barrido, debe producir una linea recta con pendiente

—anf y una intercepcion proporcional a k°.

La sefal de respuesta consecuente se llama voltamperograma ciclico y se obtiene

al graficar la corriente leida al potencial asociado Fig. 2.8 , en una curva del tiempo

i = ().
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FIGURA 2.8 VOLTAMETRIA CIiCLICA DE (a) Oz Y (b) 2-NITROPROPANO.
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Voltametria ciclica de (a) 0.1 mm de Oz y (b) 0.06 mm de
2-nitropropano. La reaccion de la curva es: O2 + e — O
se realizé con electrodo de mercurio (ET), Ag/AgCI (ER), a
una velocidad debarrido de 100 v/s, .= intensidad de
corriente de pico anadico, = intensidad de pico catodico.
Epa ¥ Epc son los potenciales a los cuales se observa las
corrientes de respuesta. Fuente: D. H. Evans, K. M. O’
Connell. “Cyclic Voltammetry, J. Chem.Ed. 1983, 290.

2.6 CRONOAMPEROMETRIA

En la Fig. 2.9 se observa el programa de perturbacién para un experimento basico
de imposicidén de potencial.

Ox +ne” S Red

Donde Ox es la especie electrooxidada y Red la especie electroreducida.
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Los efectos de la imposicién acontecen en la interfase entre un conductor sélido y
una disolucién no agitada que contiene una especie electroactiva, Ox para este
ejemplo. Primero se inicia desde un potencial E;en un valor en el cual no ocurran
procesos faradaicos, es decir, no hay reaccion electroquimica. Entonces se
imponen pulsos de potencial proximos a un valor E; donde la cinética de
electrorreduccion de Ox es tan rapida que éste no puede coexistir al electrodo, por
lo tanto la concentracién de Ox en la superficie del electrodo descendera
practicamente a cero. Se dice que Es se encuentra en una region limitada por la
transferencia de masa, especificamente, por la difusién. El pulso se mantiene por

un tiempo determinado.

Esta condicién requiere de una gran cantidad de corriente, porque ocurre
instantaneamente. La corriente fluye subsecuentemente para mantener la
condicion reducida de Ox en la superficie del electrodo. Como consecuencia se crea
un gradiente de concentracion en la superficie del electrodo lo cual favorece que
llegue nuevo Ox el cual debe ser reducido; sin embargo, este flujo provoca un
incremento de la zona donde no hay Ox, por lo que la concentracion éste al
electrodo disminuye con tiempo, al igual que la corriente. La medida de la respuesta
de la perturbacion puede describirse por medio de la Ec. 2.26 de Cottrell para un

electrodo de disco.

nFAC,, D5

Donde i(t) es la intensidad de corriente medida en un tiempo t, n nUmero de moles
que intervienen en la reaccion, F constante de Faraday, C,, concentracion de la
especie electroactiva, D, coeficiente de difusion de la especie electroactiva.

También puede imponerse una diferencia de potencial hasta un tiempo tz (tiempo

de inversion), y entonces se impone otro valor de potencial.
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FIGURA 2.9 VARIACION DE POTENCIALES CON EL TIEMPO
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(a) Programa de perturbacion del pulso cronoamperometrico Ejmpyesto = f (t). (b) Patron

de respuesta ifgrsqica = f(£).(C) Procesamiento de datos ig;rysion = f(Er). FUENTE:
Electrochemical Methods, Allen J. Bard.

En el grafico xx se observa la forma en la que se aplica el potencial en funcién del

tiempo que parte de un potencial inicial E, hasta un potencial Er y se mantiene

constante durante un tiempo determinado (ancho de pulso), esto constituye un paso

y se puede realizar varios de ellos.

FIGURA 2.10 BARRIDO CRONOAMPEROMETRICO
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FUENTE: CHI Instruments 1232A

Es posible ejecutar una serie de experimentos de pulsos de potencial como el
mencionado anteriormente. Entre cada experimento se agita la disolucién de tal

manera que la condicion inicial sea siempre la misma. De igual manera, se escoge
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un potencial antes del pulso en el que no ocurren procesos faradicos. La diferencia
entre un experimento y otro es el potencial del pulso, como se muestra en la Fig.
2.9. El pulso E; corresponde un potencial en el que Ox no es electroactivo y en
consecuencia no se obtiene corriente faradica. Por otro lado E, y E; corresponden
a potenciales en los que Ox es electrorreducido, pero no tan efectivamente para
que su concentracion al electrodo sea cero. Los pulsos E, y E5 corresponden a
potenciales que estan en la zona limitada por transferencia de masa ya que Ox se
reduce tan rapido como la difusion lo lleva al electrodo y la corriente esta limitada
por este factor. Una vez que el potencial ha alcanzado estos valores de potencial
extremos, la corriente no se ve influenciada por cambios en el potencial. Sin
embargo, ya que en los pulso E, y E; puede coexistir cierta concentracién de Ox al
electrodo, las corrientes obtenidas son menores que en los pulsos E, y E:. Si se
muestrea la corriente a un tiempo definido (llamado 7) se obtiene un registro del tipo

lairusion = f (E¢), llamado voltamperograma de muestreo cronoamperomeétrico

(SCV,sampled current voltammetry por sus siglas en inglés).

Este tipo de voltamperometria permite realizar un analisis interesante al aproximar
la ecuacion de Cottrell a un estado en que la concentracion de la especie
electroactiva al electrodo presenta un gradiente lineal de concentracion segun la
Ec.2.27y 2.28:

= _nKox[C:;x - Cf)x] (2.27)

i = NKyoqlCroa = Ced] (2.28)

Donde n es numero de electrones transferidos, K,, ¥ K,.q Son constantes de
proporcionalidad segun los parametros de Cottrell, C5, es la concentracion del
oxidante en la superficie del electrodo, C;,; es la concentracion del reductor en la
superficie del electrodo, C,, concentracion del oxidante en la solucion, C;.;

concentracion del reductor en la solucion.



32

A tiempos suficientemente largos, C*— 0, entonces la corriente de oxidacion y

reduccion estara limitada por la difusion.

lox = —NKyxCoy (2.29)

lrea = MKyeqCreq (2.30)

[0x]
[Red]

Al sustituir sobre la ecuacion de Nernst: E = EY + %ln( ) se llega a la Ec.

2.31:

E—= E" & Oﬁzvlog friox 0'06Vlog Kred

(2.31)

lred— iz na Kox

Para una solucién que contiene solo oxidante, el analisis voltamperométrico con

muestreo cronoamperométrico en sentido catodico se ajusta la Ec. 2.32:

o, 006V ig—i;
E=E"+— log—ir (2.32)

Para una disolucion que contiene solo reductor, el analisis voltamperométrico con

muestreo cronoamperométrico en sentido anddico se ajusta a la Ec. 2.33:

E=E"+

0.06V i
? log : - (233)

ox ‘T

Donde i, representa la corriente muestreada en un tiempo T en pulso de potencial
tal que la corriente no se encuentre limitada por difusién. Ambas ecuaciones reciben
el nombre de ecuaciones de Heyrovsky-llkovic para electrorreduccion vy

electrooxidacion respectivamente.

. ir—i . - .
La funcion E = f (ﬂ) es una linea recta y se utiliza como un criterio de

lred— lt

reversibilidad pues la pendiente debe ajustarse a m = (—2‘303 RT)

anF
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2.7 VOLTAMETRIA DE ONDA CUADRADA

La votamperometria se refiere a la relacion de corriente con el potencial en una

celda electroquimica y, en particular, la respuesta de corriente con el tiempo
aplicado a un electrodo de trabajo.

Si el potencial se lo administra de forma escalonada a un valor en que los procesos
faradicos sean mayores a los capacitivos y con un control adecuado del
experimento, la corriente de respuesta puede ser utilizada para determinar la

concentracién y obtener informacion de una especie en solucion.

La corriente es la velocidad en la que la carga pasa a través de interfaz solucion —
electrodo por efecto de un proceso faradaico que es una medida directa de la

velocidad del proceso y ésta es proporcional a la concentracion de las especies

electroactivas en solucion.

FIGURA 2.11 VOLTAMETRIA DE ONDA CUADRADA (SWV)

1
1
=— Cycle 1 —=—=<=—Cycle 2 Cycle 3
——
. Forward —a
= sample )
5 —; 1 AE,
£ AE ,f\ —=] —1p
Ei '—-‘.i N
0 L0
‘—@\Heverse
sample
Time

La forma de escalera es el modo de aplicar el potencial en funcién del tiempo, en cada ciclo
se muestrea la corriente directa sefialada con un punto solido y la corriente inversa se toma
en el punto marcado de color plomo. FUENTE: Electrochemical Methods, Allen J. Bard.

La onda cuadrada se caracteriza por tener una altura de pulso, AE,, que se mide

con respecto a la banda de rodadura correspondiente de la escalera, y un ancho

de pulso t,. Alternativamente, el ancho de pulso se puede expresar en términos de
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. 1 . s . .
la frecuencia de onda cuadrada f = También existen los incrementos de
P

potencial de la escalera AE; en el comienzo de cada ciclo, asi, la tasa de

. AE, L : o
exploracién v = # = AE;f La exploracion comienza en un potencial inicial, E; que

p

se puede aplicar a un tiempo arbitrario para inicializar el sistema con libertad.

Las muestras de corriente se toman dos veces por ciclo, al final de cada impulso.

La corriente directa, iy se la toma del primer impulso de cada ciclo, que es en la

direccion de la escalera. La muestra de corriente inversa i, se toma al final del
segundo impulso, que se encuentra en la direccién contraria. La diferencia de

corriente Ai se la calcula como i —i,. Hay valor diagndstico en el avance y

corrientes inversas; por lo tanto, que se conservan por separado.

En general, t, define el tiempo de experimentacion, AE; fija el espaciamiento de los

datos (puntos a lo largo del eje de los potenciales), estos parametros determinan

el tiempo requerido para un analisis completo.

En la practica normal, AE, es significativamente menor que AE,, (Fig. 2.12) que
define amplitud en cada periodo y por lo tanto determina la resolucion y las

caracteristicas de la voltametria lo largo del eje del potencial.

Solo t, se varia en un amplio intervalo, segun (Osteryoung & Osteryoung, 1985)
tipicamente entre 1-500 ms (f= 1-500 Hz), AE; = 10/n mV y AE, = 50/n mV. Con
AE, =10 mVy t, = 1-500 ms, se procede con un barrido de 5 V/s a 10 mV/s; por

tanto, un voltamograma completo es rapido en comparacion con el rendimiento de
la mayoria de los métodos de pulso y es comparable en duracion a

voltamperogramas ciclicos.
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FIGURA 2.12 VOLTAMPEROGRAMA DE ONDA CUADRADA (SWV)
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FUENTE: CHI Instruments model 1232A.

La emision de la sefial de corriente esta gobernado por la Ec. 2.34 y 2.35

1/2

nFADY* ¢, (1-6
S(i)max = 1z (_1+ 6) (234)
delay
nF AE
5 =exp (=) (2.35)

Donde 6 ;)max €S la corriente maxima por cada ciclo, n el numero de electrones que

intervienen en la reaccion, A es el area del electrodo, D es el coeficiente de difusion,

/2

" ‘. . hy 1 .
C, concentracion del analito en la solucion, t;.;,, es el tiempo del pulsoy & es la

frecuencia angular de modulacién.

2.8 ANALISIS DE REDISOLUCION

En el analisis de redisolucion, al analito se lo preconcentra en una pelicula delgada
de Hg u otro material en el electrodo de trabajo, generalmente por
electrorreduccion. Las especies electroactivas entonces son despojadas del
electrodo mediante la inversién de la direccion del barrido de tension. El potencial

se vuelve mas positivo y oxida la especie de nuevo en solucion. La corriente medida
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durante la oxidacion es proporcional a la cantidad de analito que fue depositada.
Enla Fig. 2.13 se muestra un voltagrama de redisolucién anddica de Cd, Pb, y Cu

en miel.

FIGURA 2.13 SWVAS DE Cd (ll), Pb (ll), Y Cu (1)
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FUENTE: Daniel Harris. Analisis Quimico Cuantitativo

La redisolucion anddica consta de las siguientes etapas:

e FEtapa inicial comun caracteristica de preconcentracion del analito

Sobre el electrodo de trabajo en una disolucién agitada, donde se logra concentrar
la especie en un volumen mucho mas reducido, comparado con el volumen de la
disolucion, es decir, la concentracion del analito es mucho mayor en la superficie
del electrodo que en el seno de la disolucion (Fig. 2.14). La transformacion no es
cuantitativa, por lo que para conseguir resultados reproducibles es necesario
controlar perfectamente los parametros hidrodinamicos como: el tiempo de
concentracién, agitacion, temperatura, area del electrodo y potencial inicial
aplicado. Esta técnica se puede usar tanto con electrodo de gota de mercurio

suspendida como con ciertos electrodos solidos.
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FIGURA 2.14 CATIONES EN SOLUCION ANTES DEL ANALISIS (ASV)
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FUENTE: Voltametria de M. Jackman.

e Etapa de redisoluciéon

En la cual se determina la cantidad de analito depositado mediante un

procedimiento voltamperomeétrico, previa redisolucién del mismo por aplicacién de

un barrido de potenciales en sentido contrario al inicial. Este barrido puede

realizarse por diversas técnicas, aunque las basadas en impulsos son las mas

generalizadas porque proporcionan mejores resultados Fig. 2.15 (Blanco, 2011).

FIGURA 2.15 PARTICULAS PRECONCENTRADAS EN EL ELECTRODO
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FUENTE: Voltametria de M. Jackman.
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Si el potencial se fija por debajo del potencial de redox de un metal, éste no se
reducira sobre el electrodo. Esto se puede usar selectivamente para eliminar un

metal del analisis.

FIGURA 2.16 SELECTIVIDAD DEL ELECTRODO DE TRABAJO
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FUENTE: Voltametria de M. Jackman.

Cuando el potencial de escaneado llega al potencial de redox de un metal, el metal

se oxida, liberando electrones, lo cual genera una corriente Fig. 2.17.

FIGURA 2.17 OXIDACION DEL ANALITO
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FUENTE: Voltametria de M. Jackman.
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2.9 ELECTRODO DE DIAMANTE DOPADO CON BORO

El diamante con su extraordinaria estabilidad quimica, es un electrodo de material
prometedor, tanto el diamante natural como sintético son aisladores intrinsecos
(banda energética = 5,5 eV), pero adquieren conductividad eléctrica sobre el dopaje

por aceptores tales como boro.

Otra ruta a la conduccion controlada, que van desde diamante puro a grafito, se
puede inducir en diamante mediante implantacion ionica, a expensas de la
estabilidad. ElI diamante dopado con boro es un tipo p-semiconductor, aunque el
mecanismo detallado de la conductancia, la naturaleza de la impureza (aceptor), y
de transferencia de electrones todavia no estan claras. En contraste con la extensa
historia de materiales de carbono (grafito, carbonos vitreos, etc.). En consecuencia
gran parte queda por caracterizar y comprender la interaccion de la fisica, quimica
y propiedades electroquimicas (Vinokur, Miller, Avyigal, & Kalish, 1996).

La técnica de preconcentracién quimica al vapor (CVD) es muy conveniente para
la preparacion de electrodos en el laboratorio y la industria, y puede ser considerado
como de bajo costo en gran escala produccién, sin embargo existen otros de
diamante modificados, que merecen el interés del investigador, incluso del
académico. Estos son obtenidos a alta temperatura y alta presion (HTHP) con
monocristales (Yu. V. Pleskov et al., 2002), con vacio templado de microcristales
de diamante (Pleskov, Krotova, Ralchenko, Khomich, & Khmelnitskiy, 2003),
diamante nanocristalino (Pleskov et al., 2012), carbono tipo diamante dopado con
nitrogeno (Yu V. Pleskov, M. D. Krotova, et al., 2002) o metales (Pleskov,
Evstefeeva, & Baranov, 2002). Cada material tiene sus ventajas y desventajas y

deben encontrar su nicho en la ciencia o industria.

Las propiedades electroquimicas del electrodo de diamante dopado con boro (BDD)
estan influenciados por varios factores, tales como el nivel de dopaje, orientacion
cristalografica, terminacion de la superficie, morfologia, e impurezas de carbono sp?

que se depositan sobre una superficie.
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FIGURA 2.18 MICROGRAFIA POR AFM DE BDD

ELABORADO POR: Jorge Tafur

La superficie del diamante se termina naturalmente por heteroatomos por ejemplo,
por el hidrégeno o el oxigeno, pero las modificaciones electroquimicas también han
sido dirigidas y modificadas por aplicaciones fotoelectroquimicas. Dipolos C-H o C-
O en H-Terminales (HT) u O-Terminales (OT) causan afinidad electrénica negativa
o positiva respectivamente Rao Et Al (Rao, Tryk, Hashimoto, & Fujishima, 1999).
Informé por primera vez que el diamante HT se puede convertir a OT por oxidacion

electroquimica en soluciones de electrolitos acuosos.

El diamante OT ha cambiado positivamente los planos de potencial y el inicio de la
evolucion de hidrogeno fotocatddico en consistencia con el movimiento de borde
de banda hacia potenciales positivos (en escala electroquimica). Las propiedades
electroquimicas de los diamantes con terminaciones superficiales identificados han
sido cuidadosamente estudiados en el pasado. Sin embargo, se sabe menos sobre
electrénica y cambios estructurales que se producen durante el tratamiento
electroquimico de electrodos de BDD, especialmente a altas sobretensiones(Kavan

etal.).
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2.10 METODOS ANALITICOS ADECUADOS A SU PROPOSITO

2.10.1 VALIDACION DE UN METODO

Se puede interpretar para la validacion de un método como el proceso de definir
una necesidad analitica y confirmar que el método en cuestion tiene capacidades
de desempeno consistentes con las que requiere la aplicacion. Esta implicita la
necesidad de evaluar las capacidades de desempeino del método. El criterio de la
“conveniencia”’ del método es importante; en el pasado la validacién del método
tendia a concentrarse sobre el proceso de evaluacién de los parametros de

desempenio (Brieve, 1998).

Se tiene que tener muy en cuenta los conceptos basicos que conforman un sistema

de validaciéon que se definen a continuacion:

2.10.2 LIMITE DE DETECCION

Cuando se realizan mediciones a niveles bajos del analito o de la propiedad
relacionada, como en el analisis de trazas, es importante saber cual es la
concentracion mas baja del analito o el valor de su propiedad relacionada, que
puede detectarse confiablemente por el método (Brieve, 1998). La importancia de
determinar esto y los problemas implicitos, surgen del hecho que la probabilidad de
deteccidon no cambia repentinamente de cero a la unidad cuando se cruza un

umbral se determina de acuerdo a la Ec. 2.36.

L,D = X+3s (2.36)

Donde L,D es el limite de deteccion x es la media de 10 concentraciones de

muestras fortificadas s es la desviacion estandar de la muestr.
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2.10.3 LIMITE DE CUANTIFICACION

El “limite de cuantificacion®(LoQ) estrictamente es la concentracién mas baja del
analito que puede ser determinada con un nivel aceptable de precisiéon de
repetibilidad y veracidad. También se define por diversas convenciones como la
concentracion del analito correspondiente al valor del blanco de muestra mas 5, 6
6 10 desviaciones estandar de la media del blanco. Algunas veces también se
conoce como “limite de determinacion”. LoQ es un valor indicativo y no debera

usarse en la toma de decisiones Ec. 2.37

L,Q = %+ 10s (2.37)

2.10.4 INTERVALO DE TRABAJO E INTERVALO LINEAL

Para cualquier método cuantitativo es necesario determinar el intervalo de
concentraciones del analito o los valores de la propiedad relacionada, sobre los
cuales el método puede aplicarse. Note que esto se refiere al intervalo de
concentraciones o a los valores de la propiedad relacionada, de las disoluciones

medidas realmente mas que de las muestras originales.

En el extremo inferior del intervalo de concentracion, los factores limitantes son los
valores del limite de deteccion y/o cuantificacion. En el extremo superior del
intervalo de concentracién, las limitaciones seran impuestas por varios efectos que

dependen del sistema de respuesta del instrumento (Brieve, 1998).

2.10.5 EXACTITUD

La “exactitud” expresa la cercania de un resultado al valor verdadero. La validacion
de un método busca cuantificar la exactitud probable de los resultados evaluando
tanto los efectos sistematicos como los aleatorios sobre los resultados.
Normalmente la exactitud se estudia en dos componentes: la “veracidad” y la

“precision”. La veracidad (de un método) es una expresion de que tan cercana se
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encuentra la media de un conjunto de resultados (producidos por el método)

respecto del valor real.

Normalmente, la veracidad se expresa en términos de sesgo. La “precision” es una
medida de que tan cercanos estan los resultados unos con respecto a los otros y
por lo general se expresa mediante medidas tal como la desviacion estandar la cual
describe la dispersiéon de los resultados. Adicionalmente, una expresiéon cada vez
mas comun de exactitud es la “incertidumbre de medicion”, la cual proporciona una
figura unica de expresion de la exactitud. Estos tres diferentes parametros seran

discutidos en su momento (Brieve, 1998).

2.10.6 VERACIDAD

La evaluacién practica de la veracidad se fundamenta en la comparacion de la
media de los resultados de un método con relacion a valores conocidos, es decir,
la veracidad se determina contra un valor de referencia (o sea, un valor verdadero
o un valor verdadero convencional). Se dispone de dos técnicas basicas: la
verificacién con respecto a los valores de referencia de un material caracterizado o
de otro método caracterizado. Los valores de referencia son idealmente trazables
a patrones internacionales. Los materiales de referencia certificados por lo general
se aceptan como medio de proveer valores trazables y por lo tanto, el valor de

referencia es el valor certificado del MRC (Brieve, 1998).

2.10.7 PRECISION

Normalmente, la “precision” se determina para circunstancias especificas las
cuales en la practica pueden ser muy variadas. Las medidas de precision mas
comunes son la “reproducibilidad” (Ec. 2.38) y la “repetibilidad” (Ec. 2.39). Estas
representan las dos medidas extremas de precisidon que pueden obtenerse. La
repetibilidad (la precision mas pequefia esperada) dara una idea de la clase de

variabilidad esperada cuando un método se ejecuta por un solo analista, con un
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equipo en un periodo corto de tiempo, es decir, es la clase de variabilidad que se

espera entre resultados cuando una muestra se analiza por duplicado.

pcmB = 28 (2.38)
a-1

pcMw = 2V (2.39)
N-a

Donde, SDCB, la diferencia cuadrada media entre tratamientos, a, el nimero de
tratamientos, SDCW, la diferencia cuadrada media entre repeticiones, N, el nUmero

de repeticiones.

2.10.8 REPETIBILIDAD

A partir de la desviacion estandar de repetibilidad or, 0 sr, es util calcular el limite
de repetibilidad “r’, el cual permite al analista decidir si es significativa la diferencia
entre analisis duplicados de una muestra determinados bajo condiciones de

repetibilidad.

2.10.9 LIMITE DE REPETIBILIDAD “r”

El valor menor o igual a aquél de la diferencia absoluta entre dos resultados de
prueba individuales, obtenidos bajo condiciones de repetibilidad, el cual se espera

con una probabilidad de 95% segun la Ec. 2.40:

r=toVZ* 8, (2.40)

Donde t., es el valor de Student en dos sentidos para v= % a una confianza dada

(el nivel de confianza normal establecido es de 95% cuyo valor es 1,96), y 6, esla

desviacion estandar medida bajo condiciones de repetibilidad.
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2.10.10 REPRODUCIBILIDAD

A partir de la desviacién estandar de reproducibilidad or, 0 sr, es util calcular el
limite de reproducibilidad “R”, el cual permite al analista decidir si es significativa la
diferencia entre analisis duplicados de una muestra determinados bajo condiciones

de reproducibilidad.

2.10.11 LIMITE DE REPRODUCIBILIDAD “R”

El valor menor o igual a aquél de la diferencia absoluta entre dos resultados de
prueba individuales, obtenidos bajo condiciones de reproducibilidad, el cual se
espera con una probabilidad de 95%. (El limite de) la reproducibilidad se da por la

férmula:

R= t V2+* 6z (2.41)

2.10.12 INCERTIDUMBRE DE LA MEDICION

La incertidumbre de medicion es un parametro unico (usualmente una desviacion
estandar o un intervalo de confianza) que expresa el intervalo de posibles valores
sobre la base de los resultados de medicion. Una estimacién de la incertidumbre
de medicion considera todos los efectos reconocidos que influyen en el resultado;
las incertidumbres asociadas a cada efecto son combinadas de acuerdo a

procedimientos bien establecidos.

poy = (BACh G (242)
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Donde,yc2 es la incertidumbre del método, H» M, SON las incertidumbres de las

componentes analizadas, C,,,C,, son los coeficientes de sensibilidad de las

componentes analizadas.

2.10.13 SENSIBILIDAD

Esta es efectivamente la pendiente de la curva de respuesta, es decir, el cambio en
la respuesta del instrumento que corresponde a un cambio en la concentracion del

analito.

2.10.14 RECUPERACION

Los métodos analiticos no siempre miden todo el analito de interés presente en la
muestra. Los analitos pueden estar presentes en una variedad de formas en las
muestras de las cuales no todas son de interés para el analista. El método debe
entonces disefiarse deliberadamente para determinar solamente una forma
especifica del analito. No obstante, la incapacidad de un método para determinar
todo el analito presente puede reflejar un problema inherente. De cualquier forma,

es necesario evaluar la eficiencia del método para detectar todo el analito presente.

CF-CU
CA

% Recupercion = [ ] * 100 (2.43)

Donde, CF es la concentracion del analito en la muestra fortificada, CU es la
concentracion del analito de la muestra sin fortificar, CA es la concentracion del

analito afadido.
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2.10.15 ERROR DE MEDICION

El resultado de una medicion menos el valor verdadero del mensurando. Puesto
que un valor verdadero no puede determinarse, en la practica se utiliza un valor

verdadero convencional.

2.10.16 ERROR ALEATORIO

Resultado de una medicién menos la media que resultaria de un numero infinito de

mediciones del mismo mensurando realizadas bajo condiciones de repetibilidad.

2.10.17 ERROR SISTEMATICO

Media que resultaria de un numero infinito de mediciones del mismo mensurando
realizadas bajo condiciones de repetibilidad menos un valor verdadero del

mensurando.

2.10.18 ESPECIFICIDAD

Es la capacidad de un método para medir solamente lo que se pretende que mida.
La especificidad es la capacidad de determinar el analito inequivocamente en
presencia de componentes los cuales se espera que estén presentes.

Comunmente, esto puede incluir impurezas, degradantes, matriz, etc.

2.10.19 TRAZABILIDAD

Propiedad del resultado de una medicién o del valor de un patrén por medio de la
cual éstos pueden ser relacionados, con una incertidumbre determinada, a
referencias establecidas, generalmente patrones nacionales o internacionales, a

través de una cadena ininterrumpida de comparaciones.



CAPITULO 3

DISENO EXPERIMENTAL

3.1 REQUISITOS ANALITICOS

Frente a un problema analitico particular, el laboratorio deberia en primer lugar,
acordar con el cliente una necesidad analitica la cual define los requisitos de
desempeiio que un meétodo debe tener para ser adecuado y resolver un problema
analitico (determinacion de una metodologia para identificar y cuantificar un

analito).

En respuesta a esta necesidad, el laboratorio puede evaluar si los métodos
existentes son adecuados o si es necesario desarrollar un nuevo método (Brieve,
1998). En la Fig. 3.1 se clasifican los métodos de partida para realizar validaciones
retrospectivas, prospectivas o verificaciones. La validacién del presente estudio se

basa en un método no normalizado y nuevo para el laboratorio.

La verificacion, tiene generalmente como objetivo, el comprobar que el laboratorio
domina el método de ensayo normalizado y lo utiliza correctamente, en caso de
tratarse de un método normalizado modificado para la verificacion se requiere solo
realizar aquellas pruebas que indiquen que la variacion realizada no afecta el

ensayo.

En ocasiones, lo que se busca a través de una validacién es demostrar que un

meétodo es equivalente a otro.

El objetivo de la validacién y la verificacion, es demostrar que el método utilizado
por un laboratorio es adecuado para la aplicacion en la que se propone utilizar, asi,
como también demostrar que las modificaciones que pudieron haberse realizado

no afectan su desempefio, ni la confiabilidad de los resultados por este entregado.



FIGURA 3.1 TIPOS DE METODOS A VALIDAR

Definicion del método a Validar:

Cuali o Cuantitativo-Analito-matriz-Concentracion-Principio

Tipo de Método

Se trata de un método normalizado?

Si No
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No Normalizado:
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M Establecer Parametros a Evaluar ™
Establecer Pruebas Experimentales

Establecer Criterios de Aceptabilidad

CampaEAn e i Desarrollar Pruebas Experimentales

versus criterios
Evaluar resultados
INFORME DE VALIDACION

REVISION DE INFORME

FUENTE: (Duffau, Guerrero, Roa, & Rodriguez, 2010)

3.2 NECESIDAD ANALITICA DE Pb (II), Cd (II) Y Hg (IT)

50

El plomo, cadmio y mercurio estan muy dispersos en el medio ambiente, y la

exposicion a cualquiera de estos elementos pueden dar lugar a una serie de efectos

adversos para la salud debido a su toxicidad y posterior acumulacion en multiples

organos del cuerpo humano (Daher, 1995).

Estos metales son nefrotoxicos en niveles altos de concentracién, y pueden

interaccionar de manera aditiva o sinérgica entre si o con otros metales pesados

cuyos efectos toxicos pueden resultar graves, incluso expuestos en niveles bajos.
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Son escasos los estudios de toxicidad que se han realizado de cada metal en forma
aislada, por lo general se lo realiza de un grupo de metales pesados (Trzeciakowski
et al., 2014).

3.2.1 FUENTE DE EXPOSICION DE Pb (II)

El plomo es un metal pesado, xenobiético que no tiene ninguna funcion fisiolégica
conocida para los seres humanos. El plomo se absorbe principalmente a través del
tracto gastrointestinal y los pulmones, después de la ingestion o inhalacion. La
mayoria de fuentes ambientales significativas de plomo son: la pintura a base de
plomo, gasolina, agua potable, alimentos, suelo y polvo. Fuentes ocupacionales de
exposicion al plomo incluyen personas que trabajan como fontaneros, mineros que
explotan plomo, los talleres de reparacién de automoviles, trabajadores de la
construccion, personas que laboran en la industria del caucho, plastico y fabricas

que elaboran baterias(Daher, 1995).

Las instituciones encargadas de los programas de reduccion de plomo, ademas de
la eliminacién de la gasolina con plomo, estudia el impacto directo en la proteccién
de las personas, y en particular los nifios, a partir de los peligros de la exposicion
al plomo (Daher, 1995).

Se sabe que el plomo afecta adversamente a muchos sistemas del cuerpo-
hematopoyético, vascular, renal, cardiovascular, inmunoldgico, gastrointestinal,
endocrino, al sistema nervioso central y reproductivo. Los niveles de plomo
mayores a 55 pg/dL de sangre pueden causar la muerte, lesiones cerebrales,
deficiencia renal, convulsiones y anemia. La anemia por desnutricion plantea una
particular amenaza a un nifio expuesto al plomo. Cuando hay un suministro
inadecuado de calcio, fosforo y hierro en la dieta de un nifio, el plomo se absorbe

mas facilmente (Daher, 1995).
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Sin embargo, los nifios que contienen altos niveles de plomo en la sangre son
asintomaticos, es por esto que el envenenamiento por plomo en nifios tiene un
efecto muy sutil, ademas puede causar déficits en el rendimiento cognitivo-
neuroconductual, éstos déficits incluyen disminucion del coeficiente intelectual
(1Q), trastornos de conducta y problemas de audicion que se han asociado con
niveles de plomo a concentraciones tan bajas como 10 pg / dL de sangre (Gumpu
et al., 2015).

3.2.2 FUENTE DE EXPOSICION DE Cd (II)

El cadmio se encuentra naturalmente en las rocas y suelos asociados a minerales
como cinc, plomo y cobre, las fuentes antropogénicas incluyen la extraccion de
cadmio como producto secundario durante la explotacion de minerales tales como:
cinc, plomo y cobre. El cadmio es liberado al suelo, al agua y al aire durante la
extraccion y refinacion de metales no ferrosos, la manufactura y aplicacion de
abonos de fosfato, la quema de combustibles fosiles, y la disposicion e incineracion
de basura, aumentan la cantidad de cadmio en organismos acuaticos y en
cosechas agricolas. Para los fumadores, el tabaco es una fuente importante de

exposicion al cadmio. (Gumpu et al., 2015).

La absorcién de compuestos de cadmio varia mucho dependiendo de las especies
quimicas y tamafo de particula. La tasa de absorcion de cadmio en la sangre por
inhalacion en una persona adulta esta en el rango de 2-7%. Una tasa entre el 25y
el 50% se ha estimado para vapores de 0xido de cadmio. El cadmio existe en forma
de ion hidratado o como complejo idnico asociado a otras sustancias inorganicas u
organicas. Las formas de cadmio solubles se movilizan en el agua. Las formas
insolubles son inméviles y se depositaran en el sedimento donde seran adsorbidas.
(Gumpu et al., 2015).

El 90% de cadmio circundante en la sangre se une a los eritrocitos. En caso de
inhalacion o absorcidn gastrointestinal, el cadmio es concentrado principalmente en

el rindn en un 50%, donde su vida media supera los 10 a 20 afios y también se
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concentra en el higado en un 15%, en los pulmones y tracto gastrointestinal en
menor medida. El cadmio reside en estos tejidos hasta comenzar un dafio renal,
que conduce a un mal funcionamiento del rifion y del higado. Las formas quimicas
de cadmio en los tejidos se puede dividir principalmente en dos grupos: la
metalotioneina (MT) y la no-metalotioneina (N-MT), el cadmio se acumula en el
cuerpo principalmente como MT grandes cantidades de éste se transforman
posteriormente en su forma toxica N-MT donde el rifidn pierde la capacidad de

metabolizarlo y se genera un grave dafo en su tejido (Daher, 1995).

3.2.3 FUENTE DE EXPOSICION DE Hg (II)

El Mercurio cumple una serie de requisitos que lo vuelven sujeto de la atencion por
parte de salud publica, tiene un significativo peligro (datos de toxicidad,
ecotoxicidad importantes), la exposicién de la poblacién es amplia y diversa,
incluyendo situaciones laborales y generales; es creciente la preocupacion
respecto de la dispersion de su uso y de los mecanismos posibles de prevencion

(Bonsignore et al., 2016).

El Mercurio es un elemento que esta presente en forma natural en la corteza de la
Tierra en la que se lo encuentra comunmente como sulfuro (Cinabrio — HgS, mas
de 80% de Mercurio), con frecuencia como rojo de cinabrio y con menos
abundancia como metal cinabrio negro. Es frecuente que los minerales de mercurio

contengan pequenas gotas de mercurio metalico(Bonsignore et al., 2016).

El mercurio, presente de forma natural en la corteza terrestre, puede provenir de la
actividad volcanica, la erosion de las rocas o la actividad humana. Esta ultima es la
principal causa de las emisiones de mercurio, procedentes sobre todo de la
combustién de carbdn en centrales eléctricas, calefacciones, procesos industriales
de incineracidon de residuos y de la extraccion minera de mercurio, oro y otros
metales (Laffont et al., 2015).
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Una vez liberado el mercurio al medio, ciertas bacterias pueden transformarlo en
metil-mercurio (M-Hg). Este se acumula entonces en peces y mariscos (se entiende
por bioacumulacion una concentracion de la sustancia mas elevada en el
organismo que en su entorno). El metil-mercurio pasa también por un proceso de
bioamplificacion. Los grandes peces depredadores, por ejemplo, tienen mas
probabilidades de presentar niveles elevados de mercurio por haber devorado a
muchos peces pequenos que a su vez lo habran ingerido al alimentarse de plancton
(Laffont et al., 2015).

Aunque las personas pueden verse expuestas a cualquiera de las formas de
mercurio en diversas circunstancias, las principales vias de exposicién son el
consumo de pescado y marisco contaminados con metil-mercurio y la inhalacion
por ciertos trabajadores de vapores de mercurio elemental desprendidos en
procesos industriales. ElI hecho de cocinar los alimentos no elimina el mercurio

presente en ellos (Bonsignore et al., 2016).

Desafortunadamente, el uso de Hg a menudo se relaciona con el dafio ambiental y
con episodios de intoxicacion asociados a humanos, uno de los principales
compuestos que contiene mercurio es el metil-mercurio organometalico (M-Hg),
que se ingiere principalmente a través de una dieta de mariscos, es la forma de
mercurio mas peligroso debido a su alta solubilidad en lipidos, puede tener efectos
adversos en el higado, 6rganos reproductivos, sistema nervioso central y periférico.
Ademas, la capacidad del M-Hg de atravesar la barrera placentaria representa un

riesgo peligroso para el correcto desarrollo del feto (Bonsignore et al., 2016).

En el otro lado, la exposiciéon al mercurio metalico (Hg®) y el mercurio inorganico (I-
Hg) se asocian generalmente con enfermedades cerebrales y renales. Estas formas
de mercurio una vez ingeridas se absorben rapidamente en la hemoglobina de la
sangre y se distribuyen a los tejidos especialmente del cerebro (Bonsignore et al.,
2016).
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3.2.4 OBJETIVOS DE VALIDACION PARA Pb (II), Cd (II) Y Hg (II)

Los parametros y los valores definidos en los objetivos de validacion se los
seleccion6 con base a trabajos y publicaciones relacionadas con la capacidad de
desempeno del método asi como también en las necesidades que tiene el

laboratorio (CICAM) de prestar servicios de analisis a sus clientes (ver TABLA 3.1).

TABLA 3.1 OBJETIVOS DE VALIDACION PARA Pb (ll), Cd (Il) Y Hg (Il)

Determinacion de plomo, cadmio y mercurio en presencia de
Titulo zinc, cobre y talio en aguas estancadas de minas
abandonadas y aguas limpias mediante voltametria de
redisolucion anddica.
Determinar plomo (II) cadmio (Il) y mercurio (ll) en aguas
Alcance residuales de origen minero, por voltametria de redisolucion
anddica, tamano de muestra 20 mL.
PARAMETRO VALOR
Selectividad / Especificidad Pb (II), Cd (I), Hg (I1)
Linealidad / Funcién respuesta Rz > 0,99
Limite de deteccion 0,005 mg/L
Limite de cuantificacion 0,010 mg/L
Veracidad (sesgo) Aceptable / No aceptable
Precision (repetibilidad, CVr< 15%
reproducibilidad) CVR < 20%
Exactitud (mceﬁndumbre de < 35%
medida)
Intervalo de trabajo 0,010 — 0.02 mg/L

ELABORADO POR: Jorge Tafur

El método de ensayo a validar tiene que ser especifico para Pb(ll), Cd(ll) y Hg(ll),

para lo cual se cuenta con estandares certificados de dichos metales los cuales

permiten comprobar especificidad.

La linealidad no puede ser aceptada mas alla de dos nueves debido a que las

concentraciones son muy diluidas y la estabilidad del método es muy variable.

Los limites de deteccidn y cuantificacion se los define en base a los parametros

descritos en el Texto Unificado de Legislaciéon Secundaria del Medio Ambiente
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(TULSMA) en el anexo | del libro VI (Norma Calidad Ambiental y Descarga de
Efluentes al Recurso Agua) TABLA 3.2.

TABLA 3.2 LIMITES DE DESCARGA A UN CUERPO DE AGUA DULCE

Parametro | Expresado como | Unidad | Limite Maximo Permisible
Plomo Pb mg/L 0.2
Cadmio Cd mg/L 0.02
Mercurio Total Hg mg/L 0.005

FUENTE: TULSMA

Se plantea alcanzar limites de deteccién alrededor de los 5 ppb (ug/L) que es valor

mas bajo en la determinacion de mercurio.

Los limites de repetibilidad y reproducibilidad se los especific6 mediante el
coeficiente de variacion definido por W. Horwitz (Ver ANEXO7), quien reunié una
serie de datos (provenientes de 150 ensayos de interlaboratorios organizados por
AOAC), en los que observé que el coeficiente de variacion de los valores medios
dados por los diferentes laboratorios aumentaba a medida que disminuia la

concentracion del analito segun la Ec. 3.1.

cy = 21-05log0) (3_1)

Donde, CV es el coeficiente de variacion, C es la concentracion del analito

expresado en potencia de diez. Ver TABLA 3.3



TABLA 3.3 COEFICIENTES DE VARIACION (HORWITZ)
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% de Concentracion (P/P) Unidad Razén (Potencia de 10) | % CV

100 100%(100g/100g) 1 2.0

10 10 g/100g 10 2.8

1 1 g/100g 102 4.0

0.1 0.1 g/100g 1038 5.6

0.01 100 mg/Kg 10-4 8.0
0.001 10 mg/Kg 10 11.0
0.0001 1 mg/Kg 106 16.0
0.00001 100 pg/Kg 107 23.0
0.000001 10 yg/Kg 108 32.0
0.0000001 1 pg/Kg 10° 45.0

ELABORADO POR: Jorge Tafur

La incertidumbre tipica para concentraciones en el orden de pg/L es igual o inferior
al 30% segun (Brieve, 1998).

El rango de validacién escogido es de 10 a 20 ug/L debido a que se tiene que
trabajar a las concentraciones mas bajas posibles, dicho rango de validacion puede
cambiar segun el comportamiento del método en la determinacion del limite de

deteccion y cuantificacion.

3.2.5 PRINCIPIO DEL METODO (SWVAS)

3.2.5.1 Pb (II), Cd (IT) y Hg (IT)

La voltamperometria se refiere a la relacion que existe entre la corriente y un

determinado potencial aplicado y controlado en un lapso de tiempo definido.

El potencial se manipula a través de un potenciostato que es el dispositivo
electronico requerido para controlar una celda de tres electrodos (Fig. 3.2) y
(Osteryoung &

ejecutar la mayoria de los experimentos electroanaliticos

Osteryoung, 1985).
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El analito a analizar debe estar contenido en un medio de soporte o electrolito que
facilite el paso de corriente eléctrica, es decir que aumente la conductividad y
disminuya la resistencia del medio, dependiendo del analito y la técnica a aplicar se
puede utilizar acido nitrico, clorhidrico, sulfurico, acetato de amonio, acido acético,

etc.

FIGURA 3.2 ESQUEMA DE UNA CELDA DE TRES ELECTRODOS

Fuente de
Poder

Electrodo de m Electrodo
Trabajo ET 0 } Auxiliar EA

O

Notacion
de
electrodos
ET vsRef.
ﬁ) Trabajo o
Indicador
Electrodo de —» Referencia
Referencia ER o
Auxiliar

FUENTE: Métodos Electroanaliticos. Bard, Allen J.

La celda electroquimica a utilizar esta compuesta por tres electrodos: electrodo de
trabajo (ET) cuyo material es de diamante dopado con boro (BDD), electrodo de

referencia (ER) que es de Ag/AgCl, y electrodo auxiliar (EA) compuesto por grafito.

En la superficie del electrodo de trabajo tendra lugar el proceso electroquimico que
queremos estudiar. Para ello aplicamos una diferencia de potencial eléctrico entre
el ET y el ER de tal forma que podamos forzar procesos de oxidacion o reduccion.
La funcién del electrodo auxiliar es conseguir que la corriente eléctrica circule entre
el ET y el EA evitando que pase por ER (Bard & Faulkner, 2000).
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Aunque existen diferentes tipos de voltamperometria, una de las mas utilizadas
para el analisis de metales pesados en aguas es la voltametria de redisolucion,
que puede ser anddica o catédica, (que en nuestro estudio sera anddica), la cual
también puede diferir en el modo de la aplicacion del potencial que se ingresa en

el potenciostato

El perfil de voltaje mas eficaz para una voltametria, es la llamada voltametria de
onda cuadrada que utiliza la forma de onda representada en la Fig. 3.3, que
consiste en una onda cuadrada superpuesta a una de tipo escalera. Durante cada
impulso catddico llega un aporte brusco de analito, que se reduce en la superficie
del electrodo (Harris, 2007).

FIGURA 3.3 PERFIL DE VOLTAJE DE LA SWV
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I | | |
[« Ciclo 1 —»]«— Ciclo 2 —*»]«—Ciclo 3 —
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Inverso
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ELABORADO POR: Jorge Tafur
FUENTE: Métodos Electroanaliticos. Bard, Allen J.

Durante el impulso anddico el analito que acaba de reducirse se reoxida. El
voltamperograma de onda cuadrada de la Fig. 3.4 es la diferencia de corrientes
entre el intervalo 1y 2 de la Fig. 3.3. Los electrones van desde el electrodo hacia

el analito en el punto 1 y en direccion contraria en el punto 2. Dado que las dos
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corrientes tienen signos opuestos su diferencia es mayor que cualquiera de las dos

corrientes por separado (Harris, 2007).

FIGURA 3.4 DIFERENCIA DE CORRIENTES ANODICA Y CATODICA
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FUENTE: Quimica Analitica Cuantitativa. Daniel C. Harris

La sefial en voltametria de onda cuadrada aumenta con relacion a la diferencia de
corriente registrada por el potenciostato, y la onda adquiere forma de pico. La sefal
aumenta porque el producto reducido de cada impulso catédico esta situado justo
en la superficie del electrodo esperando ser oxidado por el siguiente impulso

anadico (Harris, 2007).

Dependiendo del caracter reductor u oxidante del electrodo durante la etapa de
redisolucion se habla de redisolucién catddica o anddica. En los métodos de
redisolucion anddica el electrodo se comporta como un catodo durante la etapa de
preconcentracion y como un anodo durante la etapa de redisolucion, mientras que
en la de voltamperometria de redisolucion catddica ocurre lo contrario.

La voltametria de redisolucion anddica es una técnica electroquimica que se utiliza
principalmente con fines analiticos en la determinacion de metales electroactivos
que desde estados oxidados pueden ser reducidos a sus formas metalicas. Esta
técnica es muy uitl ya que tiene un limite de deteccion muy pequefio de
aproximadamente 10 hasta 10-'°M (Bard & Faulkner, 2000).
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Experimentalmente, la voltametria de redisolucion anddica puede separarse en 3
etapas (Fig. 3.5), en la primera etapa, se aplica un potencial de electrdlisis
controlado lo que junto con una constante agitacion provoca que el analito sea
depositado en el electrodo. Esto es posible ya que los iones metalicos en solucion
son extraidos electroquimicamente y se produce una preconcentracion de la

muestra en el electrodo.

FIGURA 3.5 PROCESO DE SWVAS
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FUENTE: Quimica Analitica Cuantitativa. Daniel C. Harris

Para facilitar este proceso se utilizara un electrodo de Diamante Dopado con Boro
depositado sobre éste un film de mercurio, ya que muchos analitos (entre ellos Pb?*,
Cd?*) en su forma metdlica son solubles en mercurio formando una amalgama (Bard
& Faulkner, 2000).

Luego de que se ha terminado la preconcentracion de la muestra, viene un tiempo
corto donde se detiene la agitacion, esta es la etapa de reposo, la que permite que
el proceso electroquimico posterior sea controlado por procesos difusionales. Una
vez que se ha terminado este lapso de tiempo, se realiza un barrido de onda
cuadrada de potencial en alguno de los sentidos (en este caso, en el sentido

anadico, de ahi el nombre de esta técnica), con esto los iones metalicos que habian
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sido reducidos en el electrodo de BBD vuelven a la solucion en su forma inicial
(Daher, 1995).

En las curvas de voltametria de redisolucion anddica es posible apreciar que la
corriente de pico alcanzada es proporcional a la concentracion del analito estudiado
al igual que la velocidad de barrido aplicada. En esta técnica para lograr resultados
analiticos es posible utilizar tanto curvas de calibracién como el método de adicion
estandar (Bard & Faulkner, 2000).

La técnica utilizada en la determinacion de plomo, cadmio y mercurio es la
voltametria de redisoluciéon de onda cuadrada (SWV) es una potente técnica
electroquimica aplicada a mediciones electrocinéticas y analiticas, los limites de
deteccibn se pueden comparar con las técnicas cromatograficas vy

espectroscoépicas (Arantes et al., 2014).

La voltametria de redisolucién anddica por sus siglas en inglés (ASV anodic
stripping voltammetry) es de por si un método sensible y su uso para el analisis de
trazas de metales pesados esta bien fundamentado. Varias técnicas de ASV han
empleado con éxito para la deteccidon de plomo y cadmio, pero en la mayoria de
ellas se ha involucrado electrodos de gota de mercurio o electrodos de pelicula de
mercurio. Sin embargo, debido a consideraciones obvias de toxicidad, se ha
buscado actualmente sistemas analiticos libres de mercurio para la determinacion
de plomo y cadmio, por lo que se investiga la posibilidad de utilizar electrodos
serigrafiados desechables ya sea para voltametria cuadrada o de impulsos (Dragoe
et al., 2006).

En condiciones optimas se prevé que exista una relacién lineal entre las corrientes
y las concentraciones de Cd (ll), Pb (Il) y Hg () en el rango de 10 a 100 ug.L" ,con
limites de deteccion menores a 5 ug L' en base a una relacion seiial a ruido igual
a3 (S/N=23).

La deteccion electroquimica de metales pesados ofrece varias ventajas tales como

la simplicidad, exactitud, bajo costo, notable sensibilidad, alta estabilidad y la
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idoneidad para la determinacion de multiples analitos. La voltamperometria de
redisolucion anddica (ASV) ha sido ampliamente reconocida como una técnica

poderosa para la determinacion de elementos traza (Zhu et al., 2014).

3.2.6 CALIBRACION CON ADICION DE ESTANDARES

La preparacion de estandares que reproduzcan la composicion de la muestra es
muy complicada cuando se trata del analisis de muestras complejas (suelos,
minerales, aguas residuales, muestras biolégicas(Palacios, 2014), etc.) ya que en
este tipo de muestras, usualmente, los componentes de la matriz afectan las
medidas de la sefal analitica ya sea por exceso o por defecto. Por ello, es imposible

compensar un blanco distinto de cero.

Con el objetivo de minimizar los efectos de la matriz, se utiliza el método de adicion
de estandar el cual consiste en la adicion de un volumen fijo de la muestra, a las
soluciones estandares diluyendo a un volumen final constante. Posteriormente, se
procede a determinar la sefal de los estandares asi como de una muestra
preparada de la misma forma, en ausencia de estandar afiadido. En cada solucion,

las senales son afectadas de manera similar por los interferentes de la matriz.

El procedimiento que se lleva a cabo para la aplicacién de este método, consiste
en la seleccion de alicuotas de un volumen fijo de muestra (Vm) a las cuales se les
anaden volumenes variables de un estandar (Vs) de concentracion conocida (Cs)

diluyendo a un volumen final fijo (V1) (Palacios, 2014)

Si se cumple una relacion lineal entre la sefal analitica y el volumen del estandar

anadido (Vs), se tiene para la sefial de la muestra (Sw) sin adicion de estandar que:

Sefial y = k % (3.2)

Donde: k corresponde a una constante de la curva de calibrado y Cm a la

concentracion del analito en la muestra. Por otra parte, para una alicuota de
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muestra con adicion de estandar la sefial total (Su+S) viene dada por la siguiente

expresion:

Sefial ypg = k 08 4 st Vs (3.3)
Vr Vr

A partir de la Ec. 2.21 una grafica de la Seral m+s en funcion de Vs es una linea
recta con pendiente e intercepto igual a:
Cs

Intercepto (b) = k CM‘V—*VM (3.4) Pendiente (m) = kv_ (3.5)
T T

Al dividir la expresion del intercepto entre la expresion de la pendiente, se obtiene
la Ec. 2.24 a partir de la cual se determina la concentracién del analito en la
muestra. Para la deduccion de esta expresién ya se considero el factor de dilucion.
Asi que Cwm corresponde en este caso a la concentracion de la muestra

directamente.

b Cg;
mVT

Cyi = (3.6)

También se puede graficar la sefial analitica en funcién de la concentracién del
estandar afnadido para el cual la relacibn matematica, para una alicuota de la

muestra sin adicion de estandar es:

Mientras que para una alicuota de la muestra con estandar afnadido la relacion

matematica que se cumple es:
SeﬁalM+s =k * CM + ks * Cs (3.8)
En este caso de la Ec. 2.26 se tiene que:

b=kxCy (3.9) m=k (3.10)
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A partir del cociente del intercepto entre la pendiente se obtiene la Ec. 2.29 y de la
que se puede determinar la concentracion de la muestra:

b

Cw = - (3.11)

En este caso la Cuque se obtiene con la Ec 2.30 corresponde a la muestra diluida,
ya que todos los estandares con lo que se realiza la curva de calibrado fueron
medidos en el volumen final de dilucion. Siendo necesario considerar el factor de

dilucién para obtener el valor real de Cm (Palacios, 2014).

b V
CM= —*—T
m VM

(3.12)

3.2.7 DETERMINACION DE PLOMO (II) Y CADMIO (II)

Antes de iniciar tanto la preparacién de soluciones de prueba como de muestras
reales, limpiar completamente todo el material de vidrio con detergente y
posteriormente con &cido nitrico 0,1 M (utilizar un solo grupo de material de vidrio

para cada metal) para prevenir la contaminacion entre metales.

3.2.7.1 Instrumentacion

Todas las pruebas para la modulacién y validacién del método se realizaron en una
celda voltamétrica de vidrio de 20 mL, utilizando un electrodo de Ag/AgCl como
referencia (saturado con una solucion de KCI 3M), como electrodo auxiliar se utilizé
una barra de grafito y un electrodo de diamante dopado con boro de 3 mm de
diametro como electrodo de trabajo, todos fueron conectados a un potenciostato
(CH Instruments modelo 1200A) y este a su vez a un ordenador donde se varia los

ingresos de potencial a la celda para optimizar la técnica.



66

3.2.7.2 Reactivos

El agua que se utilizé fue destilada con un rango de conductividad de 0.5 a 3

Mmhos/cm, es decir es un agua de tipo .

Los estandares de Cd (ll) y Pb (ll) se prepararon en concentraciones de 5, 10, 15,
20, 100 y 1000 ppb (ug.L™") a partir de soluciones patréon de Cd(NO3)2/ HNO3 0.5 M
(Merck, Germany) de 1000 + 0.1 mg.L"" como Cd (ll) y de Pb(NOs)2/ HNO3 0.5 M
(Merck, Germany) de 1000 + 0.1 mg.L' como Pb (ll) respectivamente.

Se utilizé nitrogeno de alta pureza 99.999% (AGA), acetato de amonio (NH4Ac) con
una pureza del 99.2% (Fisher Scientific) pH 4.6, mercurio (I) 0.5 mM a partir de
Hg2(NO3)2.2H20 (97%) (Merck, Germany), Ferricianuro de Potasio 0.5 mM K3
[Fe(CN)s] (Merck, Germany) y Acido nitrico 0.2 M a partitir de HNO3 (Fisher
Scientific) 69.6% de pureza.

3.2.7.3 Preparacion de reactivos

e Soluciéon madre de 1000 ppb de Pb Il y Cd Il

Tomar 0.5 ml de solucién estandar de 1000 £ 0.1 mg.L"" de Pb(NO3)2/HNO30.5 M
(Merck, Germany) y 0.5 ml de Cd(NO3)2/HNO3 0.5 M (Merck, Germany) y aforar por
separado a 500 ml con agua destilada (para determinar Pb (II) y Cd (ll) de forma
individual).

Realizar el mismo procedimiento anterior pero esta vez en un mismo baldn colocar
0.5 ml de estandar Pb (llI) y Cd (ll) respectivamente, para determinar en una sola

medida los dos metales.

e Soluciones diluidas de Pb (Il) y Cd (ll)
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A partir de la soluciones madres de 1000 ppb de Pb (ll) y Cd (Il), tomar 10, 2, 1.5,
1, y 0.5 ml y aforar cada una a 100 ml para obtener concentraciones de 100, 20,
15, 10 y 5 ppb, que son los niveles de concentracion a ser evaluados.

e Acetato de Amonio 0.1 M (Electrolito soporte)

Pesar aproximadamente 3.9326 g de acetato de amonio al 99.2% de pureza y
aforar a 500 ml.

e Mercurio (I) 0.5 mM (Formacién de la amalgama)
Pesar aproximadamente 0.1446 g de nitrato de mercurio (l), Hg2(NO3)2.2H20 del
97% de pureza (Merck Germany) y aforar a 500 mL en medio acido, para facilitar
la solubilidad.

¢ Ferricianuro de Potasio 0.5 mM (Funcionalidad del electrodo)

Pesar alrededor de 0.0832 g de ferricianuro de portasio Kz [Fe(CN)s] (Merck

Germany) 99% de pureza y disolver en un balén de 500 ml con agua destilada.

e Acido Nitrico 0.2 M (Limpieza del electrodo)

Tomar un volumen aproximado de 6.13 ml de acido nitrico HNOs (Fisher Scientific)

69.6% de pureza y aforar a 500 ml.

3.2.7.4 Verificacion del equipo

El equipo a utilizar es un potenciostato CHI version 1200 A revisado su

funcionalidad técnica el 10 de abril del 2014.

Diariamente hay que comprobar que las terminales del equipo estén conectadas

correctamente a cada uno de los electrodos (terminal verde al electrodo de trabajo,
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terminal rojo al contraelectrodo o electrodo de grafito y terminal blanco al electrodo
de referencia Ag/AgCl), verificar la conexién entre el PC y potenciostato mediante

la opcion test hardware que se encuentra en el software del equipo Fig. 3.6

Mensualmente conectar la terminal del electrodo de trabajo con la terminal del
electrodo de referencia y aplicar un potencial en funcion del tiempo como resultado

se espera un potencial cercanoa 0V £ 0.8 mV.
Adicional conectar las mismas terminales a una resistencia y aplicar una voltametria
lineal, se obtiene una grafica de pendiente positiva de pendiente igual al de la

resistencia.

FIGURA 3.6 VERIFICACION DIARIA DEL POTENCIOSTATO

ZIL File | Setup | Control Graphics DataProc Analysis Sim View Window Help

M & | T Iecnnique.. ~3 5 | L 28 1l fF @ | = | r2
Untitled Barameters... 3.bin ST34.bin ST36.bin ST3.8bin ST3.7.bin ST39bin S5T3.10bin  Untitled ’
S5 system...

Hardware Test

FUENTE: CHI 1200 A

3.2.7.5 Verificacion del electrodo de referencia

En una celda limpia de 20 ml colocar 10 ml de acetato de amonio 0.1 M, conectar
la terminal del electrodo de trabajo y la terminal del electrodo referencia a dos
electrodos de referencia de Ag/AgCl respectivamente, aplicar un potencial de
prueba cualquiera en funcién del tiempo y como resultado se obtiene un potencial
estable y cercano a cero, esto denota que el electrodo de referencia se encuentra

en Optimas condiciones para ser usado.

3.2.7.6 Verificacion del electrodo de trabajo

Para eliminar impurezas de los electrodos de trabajo se los debe someter a un

proceso de pulido en superficies rugosas (materiales que proporciona el fabricante)
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con agua y alumina que ayuda a remover compuestos no deseados de la base del
electrodo de trabajo. Debido a que la estructura del electrodo de BDD es muy
delicada en lo posible se debe evitar el pulido y se debe optar por la aplicacion de
oxidaciones y reducciones sucesivas, (voltametrias ciclicas) en medio acido que

es otra alternativa para eliminar interferentes.

Para oxidar todas las especies depositadas en la base del electrodo por efecto de
mediciones anteriores se debe aplicar un potencial positivo lo mas cercano a lo que
produce el equipo que es de 2.4 V (voltios) en acido nitrico 0.2 M, es decir se aplica
una cronoamperometria en cinco pasos cada una de veinte segundos hasta
provocar una electrolisis del medio que finaliza con la presencia de burbujas que es

un indicador de la generacion de hidrégeno.

Al terminar la limpieza del electrodo de trabajo en medio acido, se procede con la
verificacion del mismo, sometiéndolo a un analisis de voltametria ciclica (de -0,1 a
0,5 V Fig. 3.7) sobre una solucién 0,5 mM de Ferricianuro de Potasio K3 [Fe(CN)s]
y 0,1 M de nitrato de potasio KNOs.

FIGURA 3.7 PARAMETROS DE VOLTAMETRIA CICLICA
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La Fig. 3.8, muestra una voltametria ciclica de ferricianuro de potasio con la cual se
interpreta que no hay sustancias que interfieren o que estan adheridas al electrodo
de trabajo debido a que no existen picos montados o adyacentes en todo el perfil
del voltagrama. El perfil de la voltametria ciclica de ferricianuro de potasio consta
de dos picos, el superior o catddico (corriente negativa) y el inferior o anddico
(corriente positiva) para comprobar que el electrodo de trabajo es funcional y se
encuentra limpio la diferencia de corriente de los picos antes mencionados tiene

que ser cercano o igual a cero.

FIGURA 3.8 VOLTAMETRIA CiCLICA DE FERRICANURO DE POTASIO
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FUENTE: CHI 1200 A

3.2.7.7 Acondicionamiento de muestras

Para el analisis de muestras preparadas y reales proceder a temperatura ambiente,
con el fin de que no afecte los volumenes y con estos los resultados, para muestras
reales agitar y filtrar para eliminar materia organica y garantizar homogeneidad con

membranas de 0.45 uym de diametro.

Las principales interferencias incluyen la formacion de compuesto intermetalicos
(combinacién que resulta de mezclas homogéneas de dos o mas metales en

solucién), entre ellos estan el Cu (ll), Zn (II), TI (III).
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El cobre es de gran importancia debido a su abundancia en muestras acuosas
ambientales, excesos de cobre puede causar el cambio de la superficie del
electrodo, lo que afecta a las sefiales de plomo y cadmio. La localizacién, la
sensibilidad, y el ancho de pico, de Cd (llI) y Pb (ll) se afecta considerablemente

por la presencia de 0,2 mM Cu (Il) (Bonfil & Kirowa-Eisner, 2002).

La senal de TI (lll) puede superponerse a la del Cd (Ill) ya que su sefal es
ligeramente mas negativa. La sensibilidad del pico de talio aumenta al anadir
mayores cantidades de electrolito afectando en mayor proporcion al cadmio que al
plomo (Bonfil & Kirowa-Eisner, 2002).

Los compuestos intermetalicos se pueden formar en la fase de preconcentraciéon
de mercurio, cuando las altas concentraciones de ciertos metales estan presentes
simultaneamente, el zinc forma compuestos intermetalicos con cobalto y niquel, y
ambos el zinc y el cadmio forma compuestos intermetalicos con el cobre, la plata y

el oro (Arantes et al., 2014).

Como resultado, el pico de extraccion para los metales constituyentes pueden ser
severamente deprimido o elevado y pueden existir picos adicionales debido a la

presencia de compuestos intermetalicos (Arantes et al., 2014).

En general la formacién de compuestos intermetadlicos estan presentes en
concentraciones por encima de 1 mg.L'. Si los metales estan presentes en
concentraciones superiores a 10 mg.L™", no se utiliza voltametria de redisolucién
anodica. Las concentraciones superiores a 10 mg.L"' generalmente se pueden
cuantificar por métodos clasicos como espectrometria o cromatografia (Rice,

Bridgewater, & Association, 2012).

Los niveles de validacion para Cd (II), Pb (II) y Hg (ll) se los plantea a partir de los
objetivos de validacion y de los parametros descritos en el Texto Unificado de
Legislacion Secundaria del Medio Ambiente (TULSMA) en el anexo | del libro VI
(Norma Calidad Ambiental y Descarga de Efluentes al Recurso Agua). Se plantea

un rango de validacion segun la TABLA 3.4
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TABLA 3.4 RANGO DE VALIDACION PARA Pb (Il), Cd (I) Y Hg (1)

Rango | 5 a 20 ppb (pg/L)

3.2.8 EXPLORACION Y AFINACION DE LA TECNICA

3.2.8.1 Plomo (II) y Cadmio (II)

Debido a que se va a trabajar con un electrodo practicamente nuevo y de material
no convencional en nuestro medio (BDD por sus siglas en inglés Boron Doped
Diamond) y se pretende detectar dos metales al mismo tiempo nos basamos en la
publicacion (Arantes, T.M., et al., Lead detection using micro/nanocrystalline boron-
doped diamond by square-wave anodic stripping voltammetry. Talanta, 2014. 128:
p. 132-140) y en el manual de analisis de aguas limpias y residuales (Rice Eugene
W.,Bridgewater Laura, American Public Health Association APHA), partimos de las
siguientes variables ver TABLA 3.5, aplicando voltametria de redisolucion anodica

por onda cuadradra por sus siglas en ingles (Square Wave Voltammetry) .

TABLA 3.5 PARAMETROS INICIALES PARA Pb (ll) Y Cd (ll)

VARIABLE VALOR
Potencial Inicial -1.00 V (Pb, Cd); -1.20 V (Zn)
Potencial Final 0.00 vV
Potencial de Equilibrio | -1.00 V (Pb, Cd); -1.20 V (Zn)
Amplitud de Pulso 25 mV
Ancho de Pulso 50 ms
Velocidad de Barrido 5 mV/s
Frecuencia 100 Hz

FUENTE: APHA

Las condiciones expuestas en la tabla anterior son condiciones iniciales y de

exploracidén del método, es en base a esos valores de partida que se modula y se
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explora los valores ideales que garanticen estabilidad de lecturas y repetibilidad de

picos para iniciar con la puesta a punto de la técnica.

3.2.8.2 Procedimiento de analisis para determinar el limite de deteccion (Lod) y

cuantificacion (Lc) de Pb (II) y Cd (II)

Una vez comprobadas las conexiones de cada una de las terminales del equipo y
realizado la verificacion del potenciostato, asi como de cada uno de los electrodos
proceder de la siguiente manera para la determinacion de los limites minimos de

deteccion y cuantificacion para plomo y cadmio en agua.

Segun (Brieve, 1998), recomienda para el limite de deteccién y cuantificacion
analizar diez muestras de blancos (muestras sin analito), independientes medidas
una vez cada una, en el caso de que no exista sefial analizar diez blancos de
muestras independientes con la menor concentraciéon posible de analito que

genere sefal instrumental, medidos una vez cada uno.

Debido a que el potenciostato no pudo detectar sefal alguna con los blancos, se
preparé una solucién de Cd (ll) y Pb (II) con una concentraciéon minima de 0.1 ppb
con la cual el equipo pudo generar sefial, es a partir de esta respuesta del

potenciostato que se determina las concentraciones de deteccion y cuantificacion.

Se procede de la siguiente manera:

e Afadir con una pipeta automatica 4 mL de una solucibn de minima

concentracion (0.1 ppb) de Pb (ll) y Cd (Il) a una celda de 20 ml

e Sobre la solucion anterior agregar 6 mL de una solucion de acetato de

amonio 0.1 My 0.5 mL de mercurio (l) de concentracion 0.5 mM.

e Agitar manualmente hasta tener una solucion homogénea y proceder con la

lectura.
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e La técnica que se aplica es la voltametria de onda cuadrada por sus siglas
en inglés (SWV, Square Wave Voltametry). Las condiciones operativas de
partida de esta técnica se tomo6 de (Rice Eugene W.,Bridgewater Laura,
American Public Health Association APHA), se modificé cada una de las
variables mientras las restantes se las mantuvo constantes para mejorar

altura, ancho de pico y tener lecturas estables.

3.2.8.3 Procedimiento de analisis para determinar Pb (II) y Cd (II) en muestras

preparadas.

Una vez determinado el limite de deteccion y cuantificacion preparar muestras de
5, 10, 15, y 20 ppb de plomo y cadmio por separado que son los niveles a ser

evaluados.

e En el caso de muestras reales filtrar el agua para evitar interferencias por
compuestos no deseados especialmente organicos, y dejar que la muestra

tome temperatura ambiente en el caso que haya estado en refrigeracion.

e Burbujear alrededor de 3 minutos con nitrégeno las muestras preparadas y
reales para desplazar al oxigeno que es un interferente, tomar con una
micropipeta automatica 4 mL y adicionar en la celda con mucha precaucion

de no perder muestra.

e A continuacion agregar 6 mL de solucion de soporte o buffer (acetato de

amonio 0.1 M).

e Como ultimo reactivo adicionar 0.5 ml de mercurio (I) 0.5 mM y agitar
cuidadosamente, todas las adiciones de los reactivos se los debe realizar

con puntas limpias de micropipeta, para evitar contaminacion.

e Por cada nivel (5, 10, 15 y 20 ppb) de concentracion realizar tres
determinaciones diarias en muestras preparadas durante cinco dias

mediante la técnica de adicion del estandar.
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o En el caso de tener problemas de lectura realizar una cronoamperometria en
cinco pasos durante 20 s a 2.4 V en acido nitrico 0.2 M, desechar esta
solucioén y proceder con una voltametria ciclica (cinco ciclos) a una velocidad
de barrido de 0.1 V/s en acido nitrico 0.2 M, a continuacién aplicar otra
voltametria ciclica (cinco ciclos) pero a una velocidad menor de barrido 0.01
V/s, constatar que la ventana de trabajo del electrodo de BDD no genere

picos ajenos a su ventana caracteristica.

e De igual forma que para el limite de deteccion y cuantificacion utilizamos

voltametria de onda cuadrada y redisolucién anddica.

Una vez afinada de la técnica, es decir definido las magnitudes de cada una de las
variables tanto en la forma de ingreso de potencial (SWV TABLA 3.6) asi como el
tiempo y potencial de preconcentracion TABLA 3.7, se aplica estas condiciones
ideales para todos los niveles de concentracién a validar (5, 10, 15, 20 ppb) con lo

cual se garantiza alta estabilidad y repetibilidad instrumental (altura de pico).

TABLA 3.6 PARAMETROS DE POTENCIAL PARA Cd (1l) y Pb (Il)

Condiciones experimentales de la Voltametria de Onda Cuadrada
Potencial Inicial Init E (V) -1

Potencial final Final E(V) -0.1
Incremento Incr E(V) 0.01

Amplitud Amplitude (V) 0.025
Frecuencia Frequency (Hz) 100

Tiempo de reposo Quiet Time (sec) 5
Sensibilidad Sensitivity (A/V) 1x104

ELABORADO POR: Jorge Tafur
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TABLA 3.7 PARAMETROS DE PRECONCENTRACION DE Cd (ll) Y Pb (Il)

PRIMER PASO
Potencial (V) 0.4
Tiempo (s) 5
SEGUNDO PASO
Potencial (V) -1.3
Tiempo (s) 5
TERCER PASO
Potencial (V) -0.9
Tiempo (s) 5

ELABORADO POR: Jorge Tafur

3.2.9 DETERMINACION DE MERCURIO

3.2.9.1 Instrumentacion

Todas las pruebas para la modulacién y validacién del método se realizaron en una
celda voltamétrica de vidrio de 20 mL, utilizando un electrodo de Ag/AgCl como
referencia (saturado con una solucion de KCI 3M), como electrodo auxiliar se utilizé
una barra de grafito y un electrodo de diamante dopado con boro de 3 mm de
diametro como electrodo de trabajo, todos fueron conectados a un potenciostato
(CH Instruments modelo 1200A) y este a su vez a un ordenador donde se varia los

ingresos de potencial a la celda para optimizar la técnica.

3.2.9.2 Reactivos
Las soluciones diluidas de Hg (ll) de 1000, 100, 20, 15, 10 y 5 ppb se prepararon

a partir de una solucion patrén de B (Hg?*) = 1001 + 2 mg/L (ppm).

Para detectar trazas de Hg (Il) se realiza un film de oro (50 ppm) sobre la base del

electrodo de trabajo (BDD) a partir de una solucion patrén de acido tetracloroaurico
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HAuUCI4+/HCI 2 M (Merck Germany) de 1000 + 0.1 mg/L (ppm) como Au (lll), se
utilizé como electrolito soporte acido clorhidrico (HCI) 0.6 N a partir de HCI (Fisher
Scientific) al 38% y solucion de limpieza, que contiene: 0.2 M de HCLO4, 3 mM NaCl

y 1 mM de EDTA para eliminar impurezas entre lectura y lectura.

3.2.9.3 Preparacion de reactivos

e Soluciéon madre de 1000 ppb de Hg (ll)

Tomar 0.5 mL de la solucién patron de Hg () (Merck) de 1000 + 0.1 mg.L™" con

una micropipeta automatica y aforar a 500 mL.

e Soluciones diluidas de Hg (ll)
A partir de la solucién madre de 1000 ppb de Hg (ll) tomar por separado 10, 2, 1,y
0.5 mL y aforar en balones de 100 ml, para obtener concentraciones de 100, 20,
15, 10, y 5 ppb de mercurio (concentraciones a ser evaluadas).

e Solucién de 50 ppb de de Oro (lll) (formacion del film de oro)

Afadir 5 ml de la solucion patréon de Oro de HAuCIl+/HCI 2 M 1000 + 0.1 mg.L'y

aforar a 100 ml.

e Solucion de acido clorhidrico 0.6 N (electrolito soporte)

Colocar 24.84 ml de acido clorhidrico concentrado (Fisher Scientific) del 38% de

pureza en un balén y aforar a 500 ml.

e Solucioén de acido clorhidrico 6 N

Colocar 248.42 ml de acido clorhidrico concentrado (Fisher Scientific) del 38% de

pureza en un balén de 500 ml y aforar.
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e Solucién de acido nitrico 0.2 N (limpieza de material de vidrio)

Anadir 16.1 ml de acido nitrico del 68% de pureza (Fisher Scientific) y aforar a 500

ml.

e Solucién de limpieza (del electrodo de trabajo BDD)

Pesar alrededor de 0.04383 g de NaCl, 0.0930 g de EDTA 'y 5 ml de HCIO4 y llevar

a 250 ml con agua destilada.

3.2.10 AFINACION DE LA TECNICA PARA DETERMINAR Hg (II)

En el caso de la cuantificacion de Hg (ll) se utiliza la misma técnica de la
determinacion de Cd (1) y Pb (Il), pero con reactivos diferentes porque su potencial
caracteristico se manifiesta a valores positivos por lo que resulta complicado
identificarlo y cuantificarlo junto con plomo y cadmio en una sola medicion, de la
misma manera se parte del articulo (Abollino, 2008), que nos proporciona una idea
de que punto partir, hay que tomar en cuenta que mencionado articulo se lo
investigd con electrodo de carbén (como electrodo de trabajo) modificado con oro,
en este estudio hay que identificar el comportamiento del electrodo de BDD. En la
TABLA 3.8 se presenta la informacion de las variables a modificar en la afinacion

de la técnica.

TABLA 3.8 VARIABLES DE PARTIDA PARA DETERMINAR Hg (ll)

VARIABLE VALOR
Preconcentracion de oro -0.8 V; 6 minutos
Potencial Inicial 0.00V
Potencial Final 08V
Tiempo de concentracion 120 s

Frecuencia 100 Hz
Incremento Onda 0.002V
Amplitud de onda 0.02V

FUENTE: Abollino Ornella
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3.2.10.1 Procedimiento de analisis para determinar Hg (II)

Lavar previamente todo el material de vidrio con detergente y posteriormente
con acido nitrico 0.2 N y dejar en contacto unos minutos, trabajar de
preferencia con puntas de micropipetas nuevas para evitar contaminacién

de otros metales.

Realizar la comprobacion del software del potenciostato y de los electrodos

de referencia y trabajo.

Para determinar la concentracion de Hg (Il) en muestras preparadas y reales,
en primer lugar se debe realizar la preconcentracion de una pelicula de oro
sobre el electrodo de trabajo (BDD), la misma que es capaz de aumentar la
sensibilidad en el momento de la preconcentracion para formar la amalgama
Hg-Au, para este fin tomar 15 mL aproximadamente de solucion de 50 ppm
de Au (Ill) y aplicar una cronoamperometria (potencial en funcién del tiempo)

aplicando los parametros que indica la TABLA 3.9

TABLA 3.9 PARAMETROS DE DEPOSICION DEL FILM DE Au (lll)

Parametros Valores
Potencial inicial, Init E (V) 0
Potencial maximo, High E (V) 0
Potencial minimo, Low E (V) -0.8
Numeros de pasos, Number of steps 1
Ancho de pulso, Pulse Width (s) 360
Intervalo, simple intervale (s) 0.001
Tiempo de equilibrio, Quiet Time (s) 2
Sensibilidad, Sensitivity (A/V) 1x103

ELABORADO POR: Jorge Tafur
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e Una vez depositado la pelicula de oro sobre el electrodo de trabajo (BDD) a
éste se lo debe activar mediante voltametria ciclica, tomando 1 mL de HCI

0.6 N con 9 ml de agua destilada y aplicar las condiciones de la TABLA 3.10

TABLA 3.10 ACTIVACION DEL FILM DE Au (lll)

Parametros Valores
Potencial inicial, Init E (V) 0
Potencial maximo, High (V) 0.7
Potencial minimo, Low (V) 0
Velocidad de barrido, Scan Rate (V/s) 0.1
Segmentos de barrido, Sweep Segmentes 20
Intervalo, Sample Intervalo (V) 0.001
Tiempo de equilibrio, Quiet Time (s) 2
Sensibilidad, Sensitivity 1x10°

ELABORADO POR: Jorge Tafur

e Realizada la activacion del film de oro sobre el electrodo de trabajo (BDD)
se coloca 9 ml de muestra preparada (de cada nivel de concentracion 5, 10,
15,y 20 ppb) con 1 ml de HCI 0.6 N, se agita y se realiza la voltametria de
onda cuadrada (SWV) segun las condiciones de la TABLA 3.11, cabe
recalcar que para la determinacién de mercurio no se necesitdé una

preconcentracion previa.

TABLA 3.11 PARAMETROS PARA DETERMINAR MERCURIO POR (SWV)

Parametros Valores
Potencial Inicial, Init E (V) 0.3
Potencial Final, Final E (V) 0.8
Incremento de Potencial, Incr E(V) 0.01
Amplitud, Amplitude (V) 0.01
Fracuencia, Frequency (Hz) 30
Tiempo de Equilibrio, Quiet time (s) 20

Sensibilidad, Sensitivity (A/V) 1x104

ELABORADO POR: Jorge Tafur
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e Entre medida y medida realizar la eliminacion de restos de mercurio del
electrodo de trabajo aplicando una cronoamperometria con solucién
limpiadora (mezcla de NaCl, EDTA y HCIOa).

e Para determinar el limite de deteccidén de Hg (Il) preparar una solucion de
mercurio de 0.1 ppb de concentracion y registrar la sefal (registrar por lo
menos 10 senales), calcular la concentracién obtenida para determinar el

limite de deteccion y cuantificacion.

3.3 TRATAMIENTO ESTADISTICO

Se establecidé el disefio experimental a seguir en la validacion, el cual nos permitio
identificar y cuantificar los parametros de desempefio (selectividad, linealidad,
limite de deteccion, limite de cuantificacion, veracidad, precisién repetibilidad,
reproducibilidad, exactitud e intervalo de trabajo de los métodos dentro de la

investigacion.

3.3.1 Pb (II), Cd (II) Y Hg (II)

3.3.1.1 Elementos que se disponen para su validacion

Para la validacion del método en la determinacién de Pb (Il), Cd (ll) y Hg (Il) se
selecciono un rango de validacion de 0.005 hasta 0.02 mg.L-" del cual se escogi6 4
niveles de concentracion para el analisis experimental. Los niveles de

concentracion escogidos se presentan en la TABLA 3.12:

TABLA 3.12 NIVELES DE CONCENTRACION A VALIDAR

RANGO DE VALIDACION NIVELES DE CONCENTRACION
5-20 ug.L™" 5,10, 15, 20 pg.L™!
ELABORADO POR: Jorge Tafur
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3.3.1.2 Selectividad

Segun (Duffau, Rojas, et al., 2010) la selectividad es el grado en que un método
puede cuantificar o cualificar al analito en presencia de interferentes. Estos

interferentes normal o frecuentemente se encuentran en la matriz de interés.

La prueba de selectividad que se va a realizar, consiste en analizar estandares de
concentracién conocida de cada analito (Pb Il, Cd Il y Hg Il) en presencia de los
tres principales interferentes del método que son Cu Il, Zn Il y TI lll a diversas
concentraciones. Se va a realizar una prueba de significancia (t-Student), para
comprobar si existe o no existe diferencia significativa de concentracion de cada

analito en estudio por efecto de la presencia de cada interferente.

3.3.1.3 Linealidad

La linealidad es la capacidad de un método de analisis, dentro de un determinado
intervalo, de dar una respuesta o resultados instrumentales que sean
proporcionales a la cantidad del analito que se habra de determinar en la muestra
de laboratorio (Duffau, Rojas, et al., 2010).

Con el fin de determinar el rango lineal se realizara un grafico de respuesta del
potenciostato (UA) versus concentracion de cada metal (ug.L"), lo que se conoce
como funcién respuesta (normalmente llamada recta de calibrado). Esta se va a
determinar cada dia de analisis por cada nivel de concentracion de cada metal (5,
10, 15, 20 pg.L"") compuesta por la muestra (blanco) y los estandares certificados
de trabajos de valor tedrico conocido, que cubren el intervalo de trabajo. El nUmero
de puntos a analizar es de 3 a 4 medidas para obtener la curva de calibrado vy el
coeficiente de correlaciéon al cuadrado r? es aceptado con 0.99 debido a que son

trazas de metales las que se analiza.

3.3.1.4 Limite de Deteccion (LoD)

Cuando se realizan mediciones a niveles bajos del analito o de la propiedad

relacionada, como en el analisis de trazas, es importante saber cual es la
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concentracion mas baja del analito o el valor de su propiedad relacionada, que
puede detectarse confiablemente por el método. La importancia de determinar esto
y los problemas implicitos, surgen del hecho que la probabilidad de deteccidon no
cambia repentinamente de cero a la unidad cuando se cruza un umbral. Los
problemas han sido investigados estadisticamente con detalle y se ha propuesto

una gama de criterios de decision (Brieve, 1998).

Para determinar el limite de deteccion Lp del método propuesto se va a preparar 10
muestras individuales de una concentracién minima (0.1 ppb) que el equipo sea
capaz de generar sefial y se aplica la Ec. 3.13

L,D = X+ 3s (3.13)

Donde x es la concentracién promedio de diez lecturas individuales y s es la

desviacion estandar de dichas concentraciones.

3.3.1.5 Limite de cuantificacion (LoQ)

El “limite de cuantificacion®(LoQ) estrictamente es la concentracién mas baja del
analito que puede ser determinada con un nivel aceptable de precisién de

repetibilidad y veracidad, se calcula mediante la Ec. 1.14
L,Q=x+10s (3.14)
Donde x es la concentracion promedio (10 lecturas de muestras individuales) de la

minima concentracion de analito (0.1 ppb) preparada para cada metal (Pb II, Cd Il

y Hg Il) que el potenciostato es capaz de generar senal analitica.

3.3.1.6 Exactitud

La “exactitud” expresa la cercania de un resultado al valor verdadero. La validacion
de un método busca cuantificar la exactitud probable de los resultados evaluando

tanto los errores sistematicos como los aleatorios sobre los resultados TABLA 3.13.
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Normalmente la exactitud se estudia en dos componentes: la “veracidad” y la
“precision”. La veracidad (de un método) es una expresién de que tan cercana se
encuentra la media de un conjunto de resultados (producidos por el método)
respecto del valor real, la veracidad se expresa en términos de sesgo. La
“precision” es una medida de que tan cercanos estan los resultados unos con
respecto a los otros y por lo general se expresa mediante medidas tal como la

desviacién estandar la cual describe la dispersion de los resultados.
Adicionalmente, una expresidon cada vez mas comun de exactitud es la
“‘incertidumbre de medicién”, la cual proporciona una figura Unica de expresion de

la exactitud (Brieve, 1998).

TABLA 3.13 PARAMETROS QUE DEFINEN LA EXACTITUD

. Parametro
Tipo de de Expresion
error validacién cuantitativa

Error
- Incertidumbre
de medicion
error Precision - Desviacion
Aleatorio - Estandar

FUENTE: (Duffau, Guerrero, et al., 2010)
ELABORADO POR: Jorge Tafur

A mas de evaluar la exactitud con sus parametros relacionados (veracidad,
precision) se la va a calcular mediante la incertidumbre de medida asociada a cada
nivel de concentracion para cada metal (Pb II, Cd Il y Hg Il), realizando un analisis
de todas las fuentes posibles de incertidumbre que provienen tanto de los errores

aleatorios como de los sistematicos del método, para concentraciones muy diluidas
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en el orden de los pug.L"' se espera una incertidumbre de medida < 35% de su

resultado.

3.3.1.7 Veracidad

La evaluacién practica de la veracidad se fundamenta en la comparacion de la
media de los resultados de un método con relacién a valores conocidos, es decir,
la veracidad se determina contra un valor de referencia (o sea, un valor verdadero
o0 un valor verdadero convencional que se los obtiene a partir de material de

referencia certificado MRC).

Se dispone de dos técnicas basicas: la verificacion con respecto a los valores de
referencia de un material caracterizado o de otro método caracterizado, en el caso
de los metales a estudiar (Pb Il, Cd Il y Hg Il) se preparara soluciones individuales
de 5 ppb de cada metal a partir de estdndares de concentraciones conocidas y
adicional una muestra certificada por la Agencia Internacional de Energia Atdmica
(International Atomic Energy Agency) que contiene una mezcla de los tres metales
y varios interferentes (ver ANEXO 6) dichas soluciones se las analizara por
voltametria de redisolucion anddica y por espectroscopia de plasma inducido (ICP)
(método ya validado), se comparara la media de los resultados de cada metal por
ambos métodos aceptando a la media de los resultados obtenidos por ICP como
valores verdaderos o reales, se aplicara el estadistico t de student para el analisis
de medias y se verificara si las medidas de sesgo son 0 no aceptables respecto a

resultados de métodos ya validados.

3.3.1.8 Precision

Normalmente, la “precision” se determina para circunstancias especificas las
cuales en la practica pueden ser muy variadas. Las medidas de precision mas

comunes son la “repetibilidad” y la “reproducibilidad” (Brieve, 1998).

Se realiz6 el analisis de varianza simple (ANOVA), para un factor (dia de analisis)

es decir, por cada nivel de concentracion a validar (5, 10, 15, 20 ppb) de cada metal
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(Pb Il, Cd Il 'y Hg Il) se determind 3 concentraciones diarias por 5 dias, de los
resultados obtenidos de cada nivel de estudio, se calculara la precisibn como
porcentaje del coeficiente de variacion de repetibilidad (%CVr) y reproducibilidad
(% CVR).

Una vez afinado el método se aplicara el procedimiento a muestras reales de agua
provenientes del drenaje acido de minas abandonadas del cantén Zaruma provincia
de El Oro para evaluar Pb Il, Cd Il y Hg Il conforme la norma nacional del Texto

Unificado de Legislacion Secundaria del Medio Ambiente.



CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CARACTERIZACION DEL ELECTRODO DE TRABAJO (BDD)

Como se sabe no todos los materiales distribuidos en la naturaleza se los puede
considerar como “activos”, tal es el caso del diamante que incluso en su forma
natural se lo clasifica como un aislante eléctrico, a pesar de ciertas caracteristicas
inigualables como su elevada densidad atdomica, dureza e inercia quimica que lo
convierten en un material de gran interés tecnolégico. Sin embargo, la introduccién
de algun atomo dopante a su estructura (generalmente el boro o el nitrégeno) le
confieren propiedades de conductor electronico. Dependiendo de la cantidad de
dopante puede comportarse como un semiconductor o como un semimetal. Debido
a sus excepcionales cualidades, el diamante conductor se convierte en un nuevo
material muy prometedor para su uso en aplicaciones electroquimicas (Pleskov et
al., 2015).

En contraste con otros materiales carbonosos como el grafito o el carbon vitreo, de
los que se viene estudiando desde hace varios afios sus propiedades y aplicaciones
en electroquimica, la electroquimica del diamante es mucho mas reciente. Se
atribuye la primera publicacién sobre este material a Pleskov y sus colaboradores

realizada en 1987.

Desde entonces se ha venido realizando un sin numero de investigaciones
referente al comportamiento del diamante por diversos grupos de cientificos que se
enfocan principalmente en factores que influyen en la respuesta electroquimica del
BDD, para lo cual se han apoyado en técnicas electroquimicas (voltamperometria
e impedancia), espectroscopicas (Raman y XPS), microscopicas (AFM y SEM),

entre otras.
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En este trabajo, el primer punto de estudio fue la caracterizacién de los electrodos
de BDD-Si (diamante dopado con boro depositado sobre una base de silicio cuya
nomenclatura se reduce a BDD) adquiridos de la compafia Metaken mediante
microscopia de AFM y c-AFM y que se usaron posteriormente en los estudios
electroanaliticos de la determinacién de metales pesados (Cd II, Pb Il 'y Hg Il) por

voltametria de redisolucion anddica.

4.1.1 MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA (AFM Y c-AFM)

En este trabajo, la finalidad de llevar a cabo un estudio de AFM y de c-AFM es
conocer la topografia de la superficie y la conductividad superficial de los electrodos
de BDD nuevos sin ningun tratamiento de limpieza, y de un electrodo de BDD nuevo
luego de un proceso de limpieza para conocer su funcionalidad antes de realizar la

cuantificacion de los metales en estudio.

La topografia y la conductividad de la superficie de las peliculas de BDD fueron
estudiadas en un equipo Park NX 20 en modo de contacto. Se utilizé una punta de
SisN4 en forma piramidal montada sobre un cantiléver (soporte de la aguja). Las
micrografias fueron tomadas de un electrodo de BDD nuevo sin un tratamiento de
limpieza y de un BDD nuevo luego de un tratamiento de limpieza. Para el electrodo
de BDD nuevo que fue limpiado se siguio el siguiente procedimiento: se enjuagoé el
electrodo de BDD en isopropanol (= 99.7 % Sigma-Aldrich) por 20 min y
posteriormente se lavd con agua desionizada (18 mQ cm). Utilizando un
potenciostato CHI instruments acoplado a una computadora y controlado por un
software CHI 1200 A. Se impuso 25 ciclos de potencial a 100 mV s en una
disolucién de 0.2 M de HNOs (= 65 %, Fisher Scientific) burbujeada con N2(g) (99.99
%, Aga) en el intervalo de la ventana de potencial de trabajo (WPW, por sus siglas
en inglés) de -0.7 a 1.5 V de acuerdo a la Fig. 4.1. Desde un punto de vista
electroquimico el electrodo de BDD se caracteriza por tener un amplio rango de
potencial donde el electrodo se comporta como idealmente polarizable, ademas de
presentar bajas corrientes de doble capa en este rango de potenciales, si las

comparamos con los voltagramas de otros electrodos con base de carbon.
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FIGURA 4.1 VENTANA DE TRABAJO DEL ELECTRODO DE BDD
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ELABORADO POR: Jorge Tafur

En la Fig. 4.2 a se observa una capa de carbdn residual que recubre la superficie
del electrodo de BDD nuevo sin ningun tipo de limpieza. Sin embargo, el electrodo
de BDD nuevo luego de ser limpiado (Fig. 4.2 b) presenta una estructura cristalina

muy bien definida, con un tamafo promedio de los cristales de BDD de 0.5 nm.

La imagen de c-AFM del BDD nuevo sin un tratamiento de limpieza, da la impresion
de que toda la superficie presenta una conductividad leve, con pocas zonas de alta
conductividad (Fig. 4.2 c). Sin embargo, luego de la limpieza del electrodo la capa
de polvo de carbon se elimina, y se puede observar mas zonas del electrodo con
buena conductividad y sensibilidad (1.9 pA) ver (Fig. 4.2 d).

La apariencia de que toda la superficie es levente conductora en los electrodos
nuevos sin una limpieza previa, se debe a que el polvo de carbon residual superficial

también presenta conductividad, que no es la conductividad real del electrodo.
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FIGURA 4.2 IMAGENES DEL AFM Y c-AFM DEL ELECTRODO DE BDD
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ELABORADO POR: Jorge Tafur

De acuerdo a las micrografias de las Figs. 4.1a, 4.1b, 4.1c y 4.1d es evidente que
una limpieza superficial de cualquier electrodo de BDD nuevo es necesario antes
de que éste sea utilizado en cualquier tipo de estudio electroanalitico. La limpieza
superficial puede ser quimica, electroquimica o por otros métodos. Una adecuada
limpieza no solo permite eliminar todas las impurezas de carbdn residual de la
superficie, sino que también permitirian tener una respuesta electroquimica sin

interferencias y con una buena reproducibilidad.

En la Fig. 4.3 se observa el intercalado de paquetes formados por boro depositado
en silice con paquetes de diamante, el cual se aprecia una distribucion uniforme en
todo el area de analisis que fue de 25x25 um, los paquetes formados a base de

diamante sobresalen de la superficie hasta una altura de 12 nm.
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FIGURA 4.3 IMAGEN EN 3D DE LA DISTIBUCION DE BORO Y DIAMANTE

T

ELABORADO POR: Jorge Tafur

4.2 RESPUESTA Y ELECCION DE LA SENAL

421 CdIIYPbII

En el equipo utilizado (potenciostato) la variable independiente es el potencial, el
cual se define como una perturbacién hacia valores positivos o negativos, partiendo
del potencial de equilibrio interno de la celda. Como respuesta de salida el
instrumento emite una senal de corriente eléctrica en yA (micro amperios), en forma
de pico. La intensidad de corriente es directamente proporcional a la concentracion
del analito en estudio Fig. 4.4. Para la cuantificacion del analito se puede utilizar
una de las dos variables del espectro; la altura del pico o el area del pico, por lo
que, es importante definir con cual de las dos se va a trabajar en la validacién los

calculos.



FIGURA 4.4 GENERACION DE SENAL INSTRUMENTAL
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ELABORADO POR: Jorge Tafur

Para conocer la variabilidad de la respuesta tanto en la altura de pico como area

del pico y poder escoger una de las dos variable para la validacion, se preparo 5

soluciones individuales de 5y 20 ug.L-! de Cd Il, estas se midieron mediante ASV,

con las respuesta obtenidas se calcul6 el porcentaje del coeficiente de variacion

(%CV) de cada uno de ellos (TABLA 4.1). La senal emitida por el equipo referente

a la altura de pico presenta menos variabilidad de medida respecto al area de pico,

y al comparar alturas de pico para concentraciones de 5y 20 ppb se determina que

el %CV disminuye conforme aumenta la concentracion del analito.

TABLA 4.1 VARIACION DE LA SENAL EMITIDA POR EL EQUIPO (ALTURA vs.

AREA)
SENAL DE Cd Il EN AMPERIOS (A)
ALTURA DEL PICO | AREA DEL PICO | ALTURA DEL PICO ‘ AREA DEL PICO
# Determinacion 5 ppb 20 ppb

1 2.046E-07 5.959E-09 4.571E-07 2.812E-08
2 2.496E-07 5.896E-09 4.308E-07 2.375E-08
3 2.462E-07 8.165E-09 4.441E-07 2.235E-08
4 2.448E-07 6.750E-09 4.630E-07 2.540E-08
5 2.800E-07 8.207E-09 4.404E-07 2.495E-08
DES 2.683E-08 1.138E-09 1.297E-08 2.147E-09
media 2.450E-07 6.995E-09 4.471E-07 2.491E-08

%CV 10.95 16.27 2.90 8.62

ELABORADO POR: Jorge Tafur
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El mismo estudio se realizd para el caso del Pb Il. Se observdé un comportamiento
similar al del Cd(ll) (TABLA 4.2). Donde el %CV es inferior para la variable altura
de pico, es decir la dispersidn mas es baja y la estabilidad de la sefial es mayor con
respecto a la variable area del pico, por lo que, para el resto de calculos durante la

validacién del método (ASV), se utilizara como variable de medida la altura de pico.

TABLA 4.2 SELECCION DE LA SENAL (ALTURA/AREA)

SENAL DE Pd Il EN AMPERIOS (A)
ALTURA DEL PICO | AREA DEL PICO | ALTURA DEL PICO \ AREA DEL PICO
# Determinacion 5 ppb 20 ppb

1 4.859E-07 3.045E-08 3.33E-06 2.02E-07
2 4.348E-07 2.291E-08 3.67E-06 2.85E-07
3 4.303E-07 2.740E-08 3.33E-06 2.55E-07
4 4.444E-07 2.573E-08 3.37E-06 2.45E-07
5 4.650E-07 2.800E-08 3.84E-06 2.93E-07
DES 2.314E-08 2.799E-09 2.362E-07 3.611E-08
media 4.521E-07 2.690E-08 3.508E-06 2.559E-07

%CV 5.12 10.40 6.73 14.11

ELABORADO POR: Jorge Tafur

4.2.2 ESTABILIZACION DE LAS MEDIDAS DE CdII Y Pb II

Para obtener picos estables y repetibles se explora las variables mas
representativas de la técnica (ASV) (tiempo y potencial de preconcentracion de los
metales en estudio), que permita conseguir una homogeneidad de parametros en
el barrido de muestras preparadas y reales. Para los analisis de repetibilidad
(%CVr) las mediciones se realizaron por triplicado el mismo dia para cada nivel de
concentraciéon, y para los analisis de reproducibilidad (%CVR) se realizaron las

mismas mediciones una vez por 5 dias.

4.2.2.1 Tiempo de preconcentracion Cd Il y Pb II

Un parametro muy importante y determinante en la forma de pico es el tiempo de
preconcentracion, es una variable en la cual los respectivos iones metalicos en

estudio se amalgaman con el mercurio (reaccion. 4.1) en la superficie del electrodo
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de trabajo al ser reducidos. Al momento de oxidar la amalgama (reaccion. 4.2) se
va a generar la sefal de oxidacion del metal en estudio, donde la forma del pico de

corriente va a depender del tiempo empleado para la preconcentracion.

M*" + Hg + ne"— M(Hg) (4.1)

M(Hg) — M*" + Hg + ne (4.2)

Donde M*™ es el metal en estudio (Pb II, Cd Il) y mercurio Hg | sirve como reactivo

para formar la amalgama.

Se realizaron 5 mediciones y se promedié las lecturas de una solucion de 5 ppb de
Pb Il para tiempos de preconcentracion de: 0, 5, 10, 60 y 90 s (Fig. 4.5). Para
seleccionar el mejor tiempo de preconcentracion del analito en el electrodo de
trabajo, se tomd como criterios de seleccién; al tiempo en el cual se obtuvo la

maxima altura de pico de corriente y la mejor simetria del voltamperograma.

Para el criterio de seleccién del tiempo de preconcentracién, altura de pico, se
realizaron mediciones sin preconcentracion (medicion directa) donde la altura de
pico de corriente es minima y por lo tanto el limite de deteccion es alto. Al realizar
la preconcentracion aplicando tiempos de 5, 10 y 60 s, el pico de corriente de
respuesta aumenta, y por lo tanto el limite de deteccion es mas bajo. Al sobrepasar
los 60 s de preconcentracion el pico de corriente de respuesta empieza a disminuir
(Fig. 4.5). Teniendo en cuenta el segundo criterio de seleccion del mejor tiempo de
preconcentracion, forma del pico, se observd que a 5 s de preconcentracion la
forma de pico de corriente es mas simétrica con respecto a las demas, por lo que
se tomé a este tiempo como parametro de validaciéon de la técnica (ASV), para el
caso del Pb Il y Cd Il. Para el tiempo de preconcentracion de 60 s se tiene la mayor
altura de pico, sin embargo, éste tendria poca reproducibilidad al momento de

analizar numerosas muestras.
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FIGURA 4.5 SELECCION DEL TIEMPO DE PRECONCENTRACION
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ELABORADO POR: Jorge Tafur

4.2.2.2 Potencial de preconcentracion de Cd II y Pb I1

Un factor critico a tener en cuenta en la puesta a punto del método es el potencial
de preconcentracion del metal en estudio, éste tiene que ser mayor al valor del
potencial en el cual aparece la sefal voltamperométrica de reduccion del metal en
las condiciones de estudio, por ejemplo: para el Pb(ll) el potencial de reduccién es
-0.31 V vs. Ag/AgCl y para el Cd (ll) es -0.59 V vs. Ag/AgCl aproximadamente
(Arantes et al., 2014), por lo que, si se quiere cuantificar a los dos metales a la vez
es necesario aplicar potenciales de preconcentracion mayores, por €j. -1.2 V vs.
Ag/AgCl de acuerdo a lo informado en la literatura (Arantes et al., 2014).

En este estudio, para determinar el potencial de preconcentracién, se realizé un
una exploracion desde -1.4 hasta -0.9 V (Fig. 4.6) utilizando una solucién de 5 ppb
de Pb (IlI). Se encontré que la altura maxima de pico de corriente se obtiene a -1.3
V vs. Ag/AgCl, potencial en el cual se asegura la reduccién y amalgamaciéon de Pb
(I y Cd (Il) en la superficie del electrodo de trabajo, seleccionando de esta forma

el potencial de preconcentracion.
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FIGURA 4.6 EPLORACION DEL POTENCIAL DE PRECONCENTRACION
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ELABORADO POR: Jorge Tafur

Una vez puesta a punto la preconcentracién de los metales, se exploro el rango de
potencial de oxidacion de éstos desde la amalgama (redisolucion), para el caso del
plomo el intervalo de barrido de potencial fue desde -1 V y -0.1 V vs. Ag/AgCl, y el
de cadmio desde -1 V y -0.5 V vs. Ag/AgCI. Por lo que, si se quisiera determinar
nos dos metales [Pb (II) y Cd (ll)] en una sola corrida se debe tomar un rango de

potencial de oxidacion desde -1 V hasta -0.5 V vs. Ag/AgCI.

4.2.2.3 Incremento de potencial de la onda cuadrada

El incremento de potencial es una variacién pequefa de éste que se aplica entre
cada ciclo de medida en el perfil de la onda cuadrada, se aplicé incrementos de
0.005, 0.01, 0.02, 0.03, 0.04 y 0.045 V, utilizando una solucion de 5 ppb de Cd (ll)
los cuales no afectaron en forma significativa a la forma y altura de pico de corriente,
se selecciona 0.01 que genera una altura ligeramente mayor en relacion al resto de

incrementos (Fig. 4.7).
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FIGURA 4.7 MODULACION DEL INCREMENTO DE POTENCIAL
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ELABORADO POR: Jorge Tafur

4.2.2.4 Amplitud de la onda cuadrada de potencial

Dentro de las variables que se pueden modificar en la voltamperometria de onda
cuadrada para obtener una buena definiciébn y altura de pico se encuentra la

variable, amplitud onda de potencial. Se impuso valores de 0.01, 0.025, 0.03 y 0.05
V vs. Ag/AgCI (Fig. 4.8).

En todos los casos no se observo una variacion significativa ni del pico, ni del area
de pico. Sin embargo, se selecciona una amplitud de potencial de 0.025 V vs.

Ag/AgCl, ya que a este valor la senal es ligeramente mayor respecto de las otras.
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FIGURA 4.8 MODULACION DE LA AMPLITUD DE LA ONDA DE POTENCIAL

Altura de pico (nA) vs. Amplitud de Potencial (V)

WA T

L O

0.01 0.02 0025 0,03 0.04 0.05
Amplitud de la onda potencial E vs. Ag/AgCl (V)

ELABORADO POR: Jorge Tafur

4.2.2.5 Frecuencia de imposicion del potencial de la onda cuadrada

La frecuencia de imposicion del potencial de onda cuadrada en la voltamperometria
de onda cuadrada tiene alta influencia en la simetria del pico segun lo informado en

la literatura (Suteerapataranon, Jakmunee, Vaneesorn, & Grudpan, 2002).

La relacion arealpico deberia ser alrededor de 9 para que la forma del pico sea
homogénea, por lo que, se realizé mediciones a diferentes frecuencias (50, 75, 100,
125, 150, 175 y 200 Hz) (Fig. 4.9), utilizando una solucién de Cd (ll) de 5 ppb y
manteniendo el resto de variables constantes. Se encontré a 100 Hz la relacion

areal/pico es la idonea.
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FIGURA 4.9 SELECCION DE LA FRECUENCIA
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ELABORADO POR: Jorge Tafur

Una vez puesto a punto todas las variables del método (ASV), en la TABLA 4.3y
en la Tabla 4.4 se muestra un resumen de éstas. Las variables escogidas se
utilizaran en todas las curvas tanto para las disoluciones preparadas a partir de

estandares de Cd (ll) y Pb (llI), como para el caso de muestras reales.

TABLA 4.3 PARAMETROS DE LA SWV PARA Cd (ll) Y Pb (lI)

Condiciones experimentales de la Voltametria de Onda Cuadrada
Potencial Inicial /nit E (V) -1
Potencial final Final E(V) -0.1
Incremento Incr E(V) 0.01
Amplitud Amplitude (V) 0.025
Frecuencia Frequency (Hz) 100
Tiempo de reposo Quiet Time (sec) 5
Sensibilidad Sensitivity (A/V) 1x 104

ELABORADO POR: Jorge Tafur
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TABLA 4.4 TIEMPO DE PRECONCENTRACION DE Cd (Il) Y Pb (ll)

PRIMER PASO
Potencial (V) 0.4
Tiempo (s) 5
SEGUNDO PASO
Potencial (V) -1.3
Tiempo (s) 5
TERCER PASO
Potencial (V) -0.9
Tiempo (s) 5

ELABORADO POR: Jorge Tafur

4.2.2.6 Interferentes
El principal interferente de Cd (ll) es el Zn (Il) que se lo determina a potenciales
cercanos al de cadmio, lo cual ocasiona la disminucion de la sefal de éste. (Fig.

4.10).

FIGURA 4.10 INTERFERENCIA DE Zn (Il) EN LA SENAL DE Cd (Il
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ELABORADO POR: Jorge Tafur




102

Al someter a una solucion de 5 ppb de Cd (llI) a diferentes concentraciones del
interferente (Zn Il), se observa que la altura de pico de corriente del cadmio
disminuye hasta un 50% para concentraciones mayores a 800 ppb de Zn (ll), con

un efecto directo en el limite de deteccion y cuantificacion del analito.

En la Fig. 4.11 se muestra el comportamiento de una solucién de 5 ppb de Pb (ll) a
la que se le adicion6 diferentes concentraciones de Cu (II) (15, 100, 400, 800 y 1000
ppb) que es el principal interferente para este analito, la altura de pico de plomo no

se ve mayormente afectada con concentraciones de hasta 1000 ppb de Cu (II).

FIGURA 4.11 INNTERFERENCIA DE Cu (ll) EN LA SENAL DE Cd (1I)
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ELABORADO POR: Jorge Tafur

4.2.3 LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION Cd II Y Pb II

Para asegurarse que el electrodo de trabajo es el idéneo para detectar Cd Il, Pb Il
y Hg Il se determina la ventana de trabajo, (Pleskov et al., 2015) que es el rango
de potencial en cual el electrodo de trabajo emite una respuesta eléctrica y puede
detectar cualquier analito que se manifieste dentro de dicho intervalo, para este fin
se realiza una voltametria ciclica en medio acido, en el Fig. 4.12 se presenta la

ventana de trabajo para el electrodo de diamante dopado con boro (BDD) el cual
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abarca un rango de potencial de -1.2 a 1.3 voltios de tal forma que sirve para

detectar los analitos mencionados.

FIGURA 4.12 VENTANA DE TRABAJO DEL ELECTRODO DE BDD
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ELABORADO POR: Jorge Tafur

Para determinar los limites de deteccidén y cuantificacion de Cd (Il) y Pb (ll) se

preparé una solucion de 0.1 pg.L™" de los dos metales, concentracion minima que

el equipo pudo registrar una sefial bajo condiciones de repetibilidad (Duffau,

Guerrero, et al., 2010), en la Fig. 4.13 se muestra las sefiales de Cd Il a un potencial

de -0.54 Vy -0.18 V para Pb .
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FIGURA 4.13 SENAL GENERADA POR 0.1 ppb DE Cd Il y Pb II
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ELABORADO POR: Jorge Tafur

Segun los estudios realizados por (Fischer & van den Berg, 1999) los potenciales
caracteristicos de manifestacion de Cd (Il) son de -0.60 a -0.75 y para Pb (lI) de -
0.50 a -0.55 utilizando electrodos de carbon vitreo, sin embargo al utilizar diamante
dopado con boro (BDD) como electrodo de trabajo y soluciones de baja
concentracion existe un desplazamiento de los picos hacia valores de menor

electronegatividad.

Se determind la concentracién de 10 muestras individuales preparadas con 0.1
ug.L" de Cd (1) y Pb (ll) y se calculd los parametros de deteccion y cuantificacion,
enla TABLA 4.5 se muestra los valores minimos de concentracion que el método
es capaz de detectar y cuantificar. En el ANEXO 1 se presentan las curvas de

adicion del estandar para cada nivel de evaluacion (5, 10, 15y 20 ppb).
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TABLA 4.5 LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION DE Cd (Il) y Pb (I)

Concentracion ppb
Cd () Pb (ll)
0.39 0.23
0.50 0.61
0.51 0.43
0.23 0.47
0.30 0.13
0.33 0.60
0.50 0.28
0.25 0.36
0.37 0.49
0.27 0.28
Media x
0.37 y 0.39
Desviacion estandar o
0.11 | 0.16
Limite de deteccion Lp (pg.L")
0.69 | 0.86
Limite de cuantificacion Lc (ug.L™")
1.45 | 1.97

ELABORADO POR: Jorge Tafur

Si bien el equipo (potenciostato) es capaz de detectary cuantificar concentraciones
de Cd (Il) y Pb (ll) inferiores a 2 ug.L-! con alta confiabilidad el primer nivel a evaluar
es de 5 ug.L™, con el que se conseguird mayor certeza en el valor de sus resultados
debido a que aumenta la cantidad del analito, este valor se planted en los objetivos

de validacién en base a la legislacion del TULSMA.

4.2.4 SENALES DE RESPUESTA E INTERVALO LINEAL PARA Cd (II)

Con el fin de evaluar la repetibilidad y reproducibilidad del Cd (ll) se analizé tres
muestras diarias de concentraciones preparadas durante cinco dias para cada nivel
(5, 10, 15,y 20 ppb) las curvas de adicion y su linealidad para 5y 10 ppb de Cd (ll)

se presentan en la Fig. 4.14. El resto de curvas se presentan en el ANEXO 2.
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FIGURA 4.14 CUANTIFICACION DE 5 ppb Y 10 ppb DE Cd (Il)
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ELABORADO POR: Jorge Tafur

En el Fig. 4.14 se presentan la determinaciéon de 5 y 10 ppb de Cd (llI) con
coeficientes de linealidad de 0.988 y 0.998 respectivamente, la correlacion de la

muestra de 5 ppb se la puede aumentar al incrementar uno o dos puntos de adicion.

Existe un leve desplazamiento del potencial de la muestra de 10 ppb respecto a la

de 5 ppb en aproximadamente 0.05 V, pero las dos sefales se mantienen en el
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rango de la emision de 0.6 a 0.75 V aproximadamente segun (Fischer & van den
Berg, 1999).

Se comprobod la linealidad para concentraciones mayores a 20 ppb de Cd (ll) (Fig.
4.15), realizando adiciones del estandar hasta 196 pg.L' con un coeficiente de
correlacion de 0.999, al explorar altas concentraciones de Cd Il las medidas de

corriente se estabilizan y la linealidad aumenta.

FIGURA 4.15 CUANTIFICACION DE Cd () MAYOR A 20 ppb
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ELABORADO POR: Jorge Tafur

4.2.5 ANALISIS DE VARIANZA SIMPLE (ANOVA) PARA Cd (II)

En la TABLA 4.6 se presentan todas las variables tomadas en cuenta al momento

de elaborar el disefio experimental y los niveles a los cuales se trabajo.



TABLA 4.6 CATERISTICAS DEL DISENO EXPERIMENTAL DE Cd (ll)

Factor:

Dia de val

idacion (Di)

Tratamientos:

D1, D2, D3, D4, D5

Unidad experimental:

AGUA

Variable respuesta:

Corriente, Amperios (A)

Nivel de significancia:

0

.05

Modelo: Disefio a un criterio de clasificacion
Ho: No existe diferencia significativa en la concentracion
Hipotesis: de cadmio determinada en agua,

por efecto del dia de validacion

Estadistica de prueba:

Fc = DCMs / DCMw

Criterio de decision:

Rechazar la hipotesis nula si Fc > Ft

Numero de tratamientos (a): 5
Numero de repeticiones (n): 3
Numero total de observaciones (N): 15

Nivel de validacion 1 5.0 ppb
Nivel de validacion 2 10.0 ppb
Nivel de validacion 3 15.0 ppb
Nivel de validacion 4 20.0 ppb

ELABORADO POR: Jorge Tafur

Los resultados de las concentraciones de Cd (llI) con la técnica de redisolucién

anddica en los cuatro niveles de concentracion durante cinco dias se presentan en

la TABLA 4.7.

TABLA 4.7 CUANTIFICACION DE Cd (ll)

Dias de validacion

Nivel
(mg/L) D1 D2 D3 D4 D5
3.66 4.47 4.86 5.39 4.64
5.0 5.67 4.36 4.64 4.73 4.21
4.22 6.76 5.15 3.69 3.95
9.70 9.85 10.97 10.83 9.59
10.0 11.02 10.83 9.28 10.48 10.44
12.34 10.61 10.95 10.41 9.78
16.01 14.39 15.94 14.85 14.71
15.0 14.55 15.62 15.43 14.25 15.05
14.25 14.19 14.95 14.29 14.19
21.51 19.39 21.12 19.03 20.24
20.0 21.71 19.42 19.72 21.04 20.99
21.54 19.67 19.73 20.99 19.08

ELABORADO POR: Jorge Tafur
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En el ANOVA, la hipétesis nula supone que todas las muestras se extraen de una poblacién
de media py varianza ¢ (desconocidas). Asi pues, este analisis presupone condiciones
de normalidad y homogeneidad de las varianzas de los grupos que vamos a comparar
(ASECAL, 2012), por lo que lo primero se examiné las varianzas experimentales s? para

comprobar si son o no homogeneas.
4.2.5.1 Homogeneidad de varianza de Cd (II)

La prueba de Cochran, es aplicable para examinar la homogeneidad de las
varianzas S? de un conjunto de k grupos del mismo tamario p (Nota: Si los grupos
tuvieran tamanos distintos, deberiamos aplicar una prueba distinta, por ejemplo la

de Bartlett) se aplica el siguiente estadistico:
~ Sinax
Ccohran = (4.2)
1 k

Donde Cconran €S la variabilidad experimental que se obtiene de la relacion entre
la varianza maxima S2,, y la sumatoria de las varianzas individuales S de los
trataminetos, se compara frente a un Gtabulado CON un nivel de significancia a= 0.05

el criterio a decidir es si Ccopran <Gtab las varianzas son homogeneas.

TABLA 4.8 TEST DE COCHRAN HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS

Nivel Test de Cochran B
= Conclusion
(ng/L) Cconran Geab
5.0 0.478 0.6838 Las varianzas son homogéneas
10.0 0.544 0.6838 Las varianzas son homogéneas
15.0 0.435 0.6838 Las varianzas son homogéneas
20.0 0.449 0.6838 Las varianzas son homogéneas

ELABORADO POR: Jorge Tafur

4.2.5.2 Test de Kolmogorov-Smirnov (Normalidad) de Cd (II)

La prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra se considera un
procedimiento de "bondad de ajuste”, es decir, permite medir el grado de

concordancia existente entre la distribucion de un conjunto de datos y una
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distribucion tedrica especifica. Su objetivo es sefialar si los datos provienen de una
poblacién que tiene la distribucion tedrica especificada, en nuestro caso distribucion
normal (TABLA 4.9)

TABLA 4.9 TEST DE KOLMOGOROV-SMIRNOV (NORMALIDAD)

. . | Desviacion Valor maximo

Nivel | Promedio . A
L L estandar (Dmax) Derit Conclusioén

pg pg (S) Fi -Zn

5.0 4.69 0.810 0.150 0.337 | Se ajusta a una distribucién normal
10.0 10.47 0.766 0.172 0.337 | Se ajusta a una distribucién normal
15.0 14.84 0.640 0.161 0.337 | Se ajusta a una distribucion normal
20.0 20.34 0.960 0.207 0.337 | Se ajusta a una distribucién normal

ELABORADO POR: Jorge Tafur

4.2.5.3 Prueba de Fisher de Cd (II)

Mediante la prueba de Fisher se puede determinar si los tratamientos (dia de
analisis) son 0 no homogéneos el criterio para aceptar la hipétesis nula Ho (no hay
diferencia significativa en la concentracion de cadmio |l por efecto del dia de

validacién) es cuando Fca<Ftab (TABLA 4.10)

TABLA 4.10 RESULTADOS DE LA PRUEBAF

Nivel Fc Ft Conclusion

5.0 0.502 3.478 Se acepta la hipotesis nula
10.0 0.712 3.478 Se acepta la hipétesis nula
15.0 1.033 3.478 Se acepta la hipdtesis nula
20.0 2.999 3.478 Se acepta la hipdtesis nula

ELABORADO POR: Jorge Tafur

4.2.5.4 Repetibilidad y reproducibilidad de Cd (II)

Los limites de repetibilidad y reproducibilidad se los puede expresar como
desviacién estandar o coeficiente de variacion a éstos parametros de referencia se
los obtiene de trabajos similares o segun se los haya planteado en los objetivos de
validaciéon, cabe sefialar que el coeficiente de variacion calculado para la

repetibilidad debe ser igual o menor al coeficiente de variacion para la



reproducibilidad. En las TABLAS 4.11 y 4.12 se presentan los resultados de

cumplimiento de la precision (repetibilidad y reproducibilidad).

TABLA 4.11 LIMITE DE REPETIBILIDAD DEL ENSAYO PARA Cd (II)

Nivel CV (%) Limite CV (%) Conclusién

5.00 14.63 15 Cumple el objetivo de validacion
10.00 7.63 15 Cumple el objetivo de validacién
15.00 4.29 15 Cumple el objetivo de validacion
20.00 0.50 15 Cumple el objetivo de validacién

ELABORADO POR: Jorge Tafur

TABLA 4.12 LIMITE DE REPRODUCIBILIDAD DEL ENSAYO PARA Cd (1I)

Nivel CV (%) Limite CV(%) Conclusiéon

5.00 18.63 20 Cumple el objetivo de validacion
10.00 7.63 20 Cumple el objetivo de validacién
15.00 4.31 20 Cumple el objetivo de validacién
20.00 0.65 20 Cumple el objetivo de validacién

ELABORADO POR: Jorge Tafur

4.2.5.5 Veracidad de Cd (II)

La veracidad se la calcula a través del sesgo mediante dos formas: la primera
comparando respecto a un material de referencia certificado MRC y la segunda
respecto a otro método validado, en nuestro caso se lo realizé en base a éste ultimo
gracias al apoyo del INAMHI (Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia), las

muestras que fueron analizadas mediante ICP (Plasma de Acoplamiento Inductivo).

Con los resultados obtenidos se realiza una prueba de significancia t (Student) para
comprobar si el sesgo es aceptable o no con una probabilidad del 0.05%, bajo la

condicion que si tealculado<tcritico €ntonces el sesgo es aceptable.

La veracidad se la realizé unicamente para Cd (ll) y Pb (ll), el Hg (II) no fue posible
analizarlo debido a que mencionado laboratorio no tiene la acreditacién para este

analito.
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El sesgo se realiz6é para niveles de 3 y 5 ppb que son las concentraciones mas
bajas, en los siguientes niveles no fue posible realizarlos debido al costo que implica
este tipo de analisis, la evaluacidn se la ejecuté durante cuatro dias por triplicado
TABLA 4.13

TABLA 4.13 RESULTADOS DE 3 ppb DE Cd (Il) ANALIZADOS POR ICP

Resultados obtenidos de la variable respuesta por ICP (Cd Il)
Dias de determinacién
Nivel ppb dia dia dia dia
1 2 3 4
3 3.18 3.03 3.13 3.14
3.45 3.59 3.56 3.91
PROMEDIO 3.32 3.31 3.34 3.526

ELABORADO POR: Jorge Tafur

En la TABLA 4.14 se presenta el sesgo en valor absoluto de cada lectura diaria

respecto al nivel de analisis (3 ppb).

TABLA 4.14 SESGOS PROMEDIOS POR DiA PARA 3 ppb DE Cd (1l)

Resultados obtenidos de los sesgos de la variable respuesta por ICP
Dias de determinacion
Nivel ppb dia dia dia dia
1 2 3 4
3 0.18 0.03 0.13 0.14
0.45 0.59 0.56 0.91
PROMEDIO SESGOS 0.32 0.31 0.34 0.52

ELABORADO POR: Jorge Tafur

Con la prueba t-Student se evalud la hipotesis nula de que la media de la poblacién
estudiada es igual a un valor especificado o verdadero po (se utiliza como valor
verdadero al promedio de todas las lecturas analizadas por ICP), se hace uso del

estadistico:

__ X—lp
t= _s/\/ﬁ (4.3)
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Donde t es el estadistico de Student, x es la media de lecturas determinadas por
voltametria de redisolucion anddica, p, es la media de los resultados obtenidos por

ICP, s es la desviaciéon estandar de las concentraciones y n el tamano de muestra.

Enla TABLA 4.15y 4.16 se llega a la conclusion que el sesgo que se produce en
la medida por los métodos mencionados es aceptable para 3 y 5 ppb de Cd Il, es
decir el promedio de los valores de concentracion determinados por voltametria de
redisolucion anddica se encuentran préximos o cercanos estadisticamente al
promedio de los resultados de concentracién determinados por ICP considerados
a estos ultimos como valor verdadero o real debido a que es un método acreditado

en el SAE (Sistema de Acreditacion Ecuatoriano).

TABLA 4.15 ANALISIS DE SESGO 3 ppb Cd (ll)

Nivel ppb | Media Nivel ppb | S (desviacion estandar) | tcal | tcri Conclusion
3 3.37 0.10 5.31|12.70 | El sesgo es aceptable
ELABORADO POR: Jorge Tafur

TABLA 4.16 ANALISIS DE SESGO 5 ppb Cd (Il)

Nivel ppb | Media Nive ppbl | S (desviacion estandar) | tcal | ftcri Conclusion
5 5.81 0.34 3.38 | 12.70 | El sesgo es aceptable

ELABORADO POR: Jorge Tafur

4.2.5.6 Exactitud de Cd (I)

La incertidumbre de una medicion es el parametro asociado al resultado, es decir,
caracteriza la dispersion de los valores que razonablemente pueden ser atribuidos

al mesurando (Duffau, Guerrero, et al., 2010).

En este sentido, es importante que para un método validado o verificado por el
laboratorio, se realice la determinacién de las diferentes fuentes o componentes de
la incertidumbre de la medicién presente, en la Fig. 4.16 se representan las posibles

causas que generan incertidumbre a lo largo de todo el proceso de medida de Cd
(1N, Pb (1) y Hg (II).



FIGURA 4.16 FUENTES DE INCERTIDUMBRE DE MEDIDA DE Cd (Il)
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ELABORADO POR: Jorge Tafur

Donde pnediza €S la incertidumbre tipica de medida asociada a las siguientes
fuentes de incertidumbres: pendiente (m), interseccién al origen (b), varianza de la
pendiente (SRm), varianza de la interseccion al origen (SRb), deriva, calibracion,
estandar, 1ra dilucién, 2da dilucion, balones, temperatura y pipetas. Se calcula a
partir de la Ec.4.4

ﬂmedida = \](”127 x Clzw) + (I'lrzn X an) + l’lg‘Rc + Mﬁeriva + ”galibracién + ”gstandar (4'4)

Donde:

up = Es la sumatoria de la Incertidumbre tipica de: calibracion, deriva, resolucion,
estandar, pipetas, balones y varianza.

C, = Es el coeficiente de sensibilidad de la ordenada al origen

Um = Es la incertidumbre de la varianza para la pendiente

C.. = Es el coeficiente de sensibilidad de la pendiente

u3e. = Incertidumbre de la varianza de las concentraciones

Se calculd la incertidumbre para el nivel de 5 ppb de cadmio que es probablemente
el valor de incertidumbre mas grande dentro de los niveles de avaluacién debido a

Su minima concentracion.
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En la TABLA 4.17 se presentan las incertidumbres para Cd (ll) asociados a cada
repeticion y su promedio reportado como incertidumbre expandida, el ejemplo de

calculo de la incertidumbre se presenta en el ANEXO 8.

TABLA 4.17 INCERTIDUMBRE TiPICA DE 5 ppb DE Cd (lI)

INCERTIDUMBRE TIPICA (M)
DETERMINACION D1 D2 D3 D4 D5
1 1.05 1.33 0.46 0.98 0.74
2 1.05 1.33 0.46 0.98 0.74
3 1.05 1.33 0.46 0.98 0.74
PROMEDIO 0.91 pg.L™"
Uexpa 1.83 ug.L™"

ELABORADO POR: Jorge Tafur

Ugxpanpipa = k X Hripica (4.5)
k=2

Donde k es el factor de cobertura o factor de transformacion a incertidumbre

expandida.

UEXPANDIDA =2 x0.91=1.83 ppb ~36.6%

El 36.63 % representa el maximo valor de incertidumbre en los cuatro niveles de
validacion de Cd (Il) que se obtiene a partir del nivel mas bajo de concentracion (5
ppb), ya que este abarca mayor cantidad de errores y en comparacion con el objeivo

de validacion éste se sobrepasa en 1.63% de lo planteado.

4.2.5.7 Muestra Certificada para Cd (II)

La muestra certificada solida se la seco a 102 °C durante 24 horas, luego se la
disolvié en una mezcla de acido clorhidrico y nitrico puros en relacion 1:1 y se aforé
a 250 mL, se realiz6é una disolucién de 100 veces debido a q la sefal de pico que
originalmente se obtenia era de gran magnitud, a esta ultima solucién se la analizo

como una muestra individual segun el procedimiento para cada metal.
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En la TABLA 4.18 se detalla el calculo de la concentracion del material de
referencia. Y en la Fig. 4.17 se muestra las sefales de adicion de un estandar

certificado de cadmio (ll).

Esta muestra certificada nos garantiza exactitud y precision al momento de analizar
muestras reales de concentracion desconocida, debido a que el valor encontrado
en esta muestra certificada se aproxima al valor declarado en su certificado que
esta en el rango de 0.216 a 0.228 mg/Kg que se encuentra en el ANEXO 6.

TABLA 4.18 MUESTRA CERTIFICADA DE Cd ()

Concentracion ppb Senal

0 6.686E-08
4.739 1.731E-07
9.433 2.904E-07
14.08 3.934E-07
18.69 4.969E-07
27.77 6.881E-07

Pendiente (m) 2.25E-08
interseccion (a) 7.16E-08
Correlacion R"2 0.9995884

Factor de dilucién 263
concentracion ppb 837.26
Concentracion 0.21

mg/Kg

ELABORADO POR: Jorge Tafur

FIGURA 4.17 Cd (ll) DE UNA MUESTRA CERTIFICADA
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ELABORADO POR: Jorge Tafur
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4.2.6 SENALES DE RESPUESTA E INTERVALO LINEAL PARA Pb (II)

En la Fig. 4.18 se presentan las sefiales y coeficientes de correlacion en muestras

preparadas de 5 y 10 ppb de Pb (ll), para concentraciones de 15y 20 ppb ver
ANEXO 3.

La linealidad como coeficiente de correlacion en 5 y 10 ppb se ajustan a los
objetivos de validacion 0.99, los potenciales caracteristicos en los cuales se
manifiesta Pb Il estan entre -0.50 y -0.55 segun (Arantes et al., 2014) con un
estandar certificado y trazable se comprobd la concentracion durante cinco dias por
triplicado en muestras de 5, 10, 15y 20 ppb de Pb (ll).

FIGURA 4.18 CUANTIFICACION DE 5 ppb Y 10 ppb DE Pb (Il)
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ELABORADO POR: Jorge Tafur
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(b) 10 ppb
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ELABORADO POR: Jorge Tafur

Es posible deternimar Cd (II) y Pb (Il), en un solo analisis, ya que los potenciales
de estos dos metales en mencién se encuentran muy cercanos y el electrolito de
soporte es el mismo (acetato de amonio). Como se muestra en la Fig. 4.19 se
prepar6 una solucion de 20 ppb con los dos analitos y se realizé adiciones hasta
concentraciones de 158 ppb aproximadamente se obtuvo linealidades mayores a

0.99 como coeficiente de correlacion (r?) Fig. 4.20

FIGURA 4.19 MUESTRA DE 20 ppb DE Pb (Il) Y Cd (ll)
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ELABORADO POR: Jorge Tafur
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FIGURA 4.20 LINEALIDAD DE 20 ppb DE Cd (Il) Y Pb (II)
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ELABORADO POR: Jorge Tafur
4.2.7 ANALISIS DE VARIANZA SIMPLE (ANOVA) PARA Pb (II)

Las caracteristicas del disefio experimental para determinar la repetibilidad y
reproducibilidad del Pb Il se presentan en la TABLA 4.19

TABLA 4.19 CARACTERISTICAS DEL DISENO EXPERIMENTAL Pb (Il)

Factor: Dia de validacién (Di)
Tratamientos: D1, D2, D3, D4, D5
Unidad experimental: AGUA
Variable respuesta: Corriente, Amperios (A)
Nivel de significancia: 0.05
Modelo: Disefio a un criterio de clasificacion
Ho: No existe diferencia significativa en la
Hipotesis: concentracion de plomo determinada en el
agua, por efecto del dia de validacion
Estadistica de prueba: Fc = DCMg / DCMw
Criterio de decisién: Rechazar la hiétesis nula si Fc > Ft
Numero de tratamientos (a): 5
Numero de repeticiones (n): 3
Numero total de observaciones (N): 15
Nivel de validacion 1 5.0 ppb
Nivel de validacion 2 10.0 ppb
Nivel de validacion 3 15.0 ppb
Nivel de validacion 4 20.0 ppb

ELABORADO POR: Jorge Tafur
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Enla TABLA 4.20 se presentan las concentraciones de los cuatro niveles (5, 10, 15
y 20 ppb Pb(ll) de validacion, se realiz6 tres repeticiones diarias durante cinco dias
cada concentracion para analizar el efecto que tiene el dia de analisis sobre los

resultados.

TABLA 4.20 CONCENTRACION DE Pb () POR SWV

Nivel Dias de validacion
(ng/L) D1 D2 D3 D4 D5
5.11 5.22 4.08 413 4.83
5.0 5.37 5.16 4.94 4.37 5.07
5.75 4.16 5.56 4.27 4.65
11.48 10.27 10.65 10.15 10.34
10.0 11.43 11.98 9.09 11.48 10.27
11.34 10.97 10.21 10.43 10.98
13.45 16.66 14.69 14.55 14.28
15.0 14.35 16.91 14.81 13.45 14.41
14.50 14.27 16.85 14.41 16.08
19.81 18.69 18.92 19.09 20.78
20.0 19.86 19.80 19.86 19.96 19.71
19.43 21.27 20.77 19.56 22.32

ELABORADO POR: Jorge Tafur

4.2.7.1 Homogeneidad de varianza para plomo Pb (II)

Antes de comenzar con el analisis de varianza se debe comprobar ciertos
supuestos como la homogeneidad de varianzas, la cual se comprueba en la TABLA
4.21 con la cual se concluye que las varianzas son homogéneas por cada dia y

cada nivel concentracion.

TABLA 4.21 TEST DE COCHRAN HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS Pb ()

Nivel Test de Cochran .,

(Mg/L) Gox Guw Conclusion
5.0 0.519 0.6838 Las varianzas son homogéneas
10.0 0.363 0.6838 Las varianzas son homogéneas
15.0 0.402 0.6838 Las varianzas son homogéneas
20.0 0.381 0.6838 Las varianzas son homogéneas

ELABORADO POR: Jorge Tafur
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4.2.7.2 Test de Kolmogorov-Smirnov (Normalidad) Para Pb (II)

Con éste test se comprueba que la distribucion de los resultados de la

concentracion

obedece a una distribucion normal (TABLA 4.22), que es un

supuesto antes de iniciar con la prueba de significancia de Fisher.

TABLA 4.22 TEST DE KOLMOGOROV-SMIRNOV (NORMALIDAD)

. . ... | Valor maximo
Nivel | Promedio Desvrlacwn (Dimsx) Deri Conclusion
Hg/L Mg/l estandar F.-2,
4.84 4.84 0.54316 0.143 0.337 | Se ajusta a una distribucién normal
10.74| 10.74 0.73780 0.129 0.337 | Se ajusta a una distribucion normal
14.91 14.91 1.14532 0.268 0.337 | Se ajusta a una distribuciéon normal
19.99| 19.99 0.94883 0.246 0.337 | Se ajusta a una distribucion normal

ELABORADO POR: Jorge Tafur

4.2.7.3 Prueba de Fisher Para Pb (II)

Una vez comprobado los supuestos de homogeneidad de varianzas y ajuste a una
distribucion normal se realiza la prueba F (TABLA 4.23) y se acepta la hipotesis
nula de que no hay diferencia significativa entre los resultados por efecto del dia de
analisis de Pb (lI).

TABLA 4.23 RESULTADOS DE LA PRUEBA F PARA Pb (Il)

Nivel pg/L Fc Ft Conclusién
5.0 2.333 3.478 Se acepta la hipotesis nula
10.0 2.193 3.478 Se acepta la hipoétesis nula
15.0 1.865 3.478 Se acepta la hipoétesis nula
20.0 1.005 3.478 Se acepta la hipétesis nula

ELABORADO POR: Jorge Tafur

4.2.7.4 Repetibilidad y reproducibilidad de Pb (II)

Enla TABLA 4.24 y 4.25 se muestran los coeficientes de variacion para repetibilidad
y reproducibilidad calculados a partir de las concentraciones de Pb Il de los distintos

niveles de validacion los cuales cumplen con los objetivos de validacion
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TABLA 4.24 LIMITE DE REPETIBILIDAD DEL Pb (Il)

- Limite de ayp
o
Nivel ug/L | CV (%) repetibilidad CV (%) Conclusién
5.0 9.53 15 Cumple el objetivo de validacion
10.0 5.93 15 Cumple el objetivo de validacién
15.0 6.87 15 Cumple el objetivo de validacion
20.0 4.74 15 Cumple el objetivo de validacion

ELABORADO POR: Jorge Tafur

TABLA 4.25 LIMITE DE REPRODUCIBILIDAD DEL Pb (ll)

. Limite de . .
0,
Nivel pg/L | CV (%) reproducibilidad CV (%) Conclusién
5.0 11.45 20 Cumple el objetivo de validacién
10.0 7.01 20 Cumple el objetivo de validacion
15.0 7.80 20 Cumple el objetivo de validacion
20.0 4.74 20 Cumple el objetivo de validacion

ELABORADO POR: Jorge Tafur

4.2.7.5 Veracidad De Pb (II)

Para la veracidad de Pb (Il) se aplicé el mismo criterio que para Cd (ll) se comparo
mediante una prueba t-Student el valor promedio de los resultados de 3 y 5 ppb
reportados por ICP con el promedio de los resultados obtenidos por voltametria de
redisolucion anddica. El analisis de veracidad nos indica que el sesgo es aceptable
al comparar los dos métodos mecionados. Los resultados de veracidad para3y 5

ppb de plomo se resumen en las TABLAS 4.26 a la 4.28.

TABLA 4.26 RESULTADOS DE 3 ppb DE PLOMO POR ICP

Resultados obtenidos de la variable respuesta por ICP Pb (ll)
Dias de determinacion
Nivel ppb dia dia dia dia
1 2 3 4
3 2.397 2.726 2.547 2.902
2.961 2.856 2.687 2.487
PROMEDIO 2.679 2.791 2.617 2.6945

ELABORADO POR: Jorge Tafur
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TABLA 4.27 SESGOS PROMEDIOS POR DiA PARA 3 ppb DE Pb (Il)

Resultados obtenidos de los sesgos de la variable respuesta por ICP
Dias de determinacion
Nivel ppb dia dia dia dia
1 2 3 4
3 0.603 0.274 0.453 0.098
0.039 0.144 0.313 0.513
PROMEDIO SESGOS 0.321 0.209 0.383 0.3055
ELABORADO POR: Jorge Tafur

TABLA 4.28 ANALISIS DE SESGO 3 ppb Pb (Il)

Nivel Media Nive s (Desviacion tcal teri Conclusién
ppb ppbl Esténdar) cd e
3 2.69 0.072 5.98 12.71 SIEEEOCE
aceptable
ELABORADO POR: Jorge Tafur

Las TABLAS 4.29 a la 4.31 se encuentra los resultados de sesgo para 5 ppb de
plomo, criterio es tcritico<ttabulado €l SESgO €S aceptable.

TABLA 4.29 RESULTADOS DE 5 ppb DE PLOMO POR ICP

Resultados obtenidos de la variable respuesta por ICP Pb (ll)
Dias de determinacién
Nivel ppb dia dia dia dia
1 2 3 4
5 4.18 4.36 4.59 5.01
4.82 4.53 4.36 4.88
PROMEDIO 4.50 4.44 4.48 4.94
ELABORADO POR: Jorge Tafur

TABLA 4.30 SESGOS PROMEDIOS POR DiA PARA 5 ppb DE Pb (Il)

Resultados obtenidos de los sesgos de la variable respuesta por ICP
Dias de determinacién
Nivel ppb dia dia dia dia
1 2 3 4
5 0.816 0.645 0.406 0.009
1.816 1.526 1.369 1.875
PROMEDIO SESGOS 1.316 1.0855 0.8875 0.942
ELABORADO POR: Jorge Tafur
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TABLA 4.31 ANALISIS DE SESGO 5 ppb Pb (Il)

Nivel Media Nivel s (Desviacion

ppb ppb Estandar) tcal teri Conclusién
5 4.59 0.24 2.46 12.71 El sesgo es
aceptable

ELABORADO POR: Jorge Tafur

4.2.7.6 Exactitud De Pb (II)
A la exactitud se la medio evaludé a través de la incertidumbre de medida tipica
(TABLA 4.32) de cada una de las componentes asociadas a este parametro (Ver

ANEXO 8).

TABLA 4.32 INCERTIDUMBRE TiPICA DE 5 ppb DE Pb (Il)

INCERTIDUMBRE TiPICA p
DETERMINACION D1 D2 D3 D4 D5
1 0.69 0.78 0.85 0.71 0.55
2 0.69 0.78 0.85 0.71 0.55
3 0.69 0.78 0.85 0.71 0.55
PROMEDIO 0.71 ug.L"
Uexpa 1.42 ug.L‘1

ELABORADO POR: Jorge Tafur

Ugxpanpipa = k X Hripica (4.6)
k=2

Uexpanpipa €S la incertidumbre expandida, k es el factor de cobertura y pripica €S

la incertidumbre tipica.
UEXPANDIDA =2 %x0.71=1.42 ppb ~28.5%
Este porcentaje representa el maximo valor de incertidumbre en los cuatro niveles

de validacién que se obtiene a partir del nivel mas bajo 5 ppb de concentracion, ya

que este abarca mayor cantidad de errores.
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4.2.7.7 Muestra Certificada Para Pb (II)

Adicional se realiz6 el analisis de una muestra sélida en la cual se determiné Pb (II)
ver TABLA 4.33, dicha muestra de referencia proviene de la Agencia Internacional
de Energia Atdmica y es un patron trazable (Ver ANEXO 6).

TABLA 4.33 DETERMINACION DE Pb () EN MUESTRA CERTIFICADA

Concentracion Sef
enal
ppb

0 2.069E-07
4.739 3.987E-07
9.433 5.607E-07
14.08 9.286E-07
18.69 1.120E-06
27.77 1.800E-06

Pendiente (m) 5.75E-08
interseccion (a) 1.20E-07
Correlacion R {0.99090753
Factor de dilucién 263
concentracion ppb 550.15
Concentracion 0.14
mg/Kg
ELABORADO POR: Jorge Tafur

En la figura 4.21 se presentan las adiciones estandar sobre una muestra certificada
con una rango de 0.10 a 0.14 mg /Kg ver ANEXO 6.

FIGURA 4.21 MUESTRA CERTIFICADA DE Pb (ll)
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ELABORADO POR: Jorge Tafur



126

4.3 RESPUESTA Y ELECCION DE LA SENAL

4.3.1 MERCURIO Hg (1)

En la determinacién de mercurio Il se necesita aplicar una capa de oro sobre la
superficie del electrodo de trabajo (BDD) para aumentar la deteccion del analito, en
la Fig. 4.22, se observa la disminucion del potencial inicial en funcion del tiempo,
segun (Laffont et al., 2015) esto sucede cuando se deposita una capa de oro (50
ppm) sobre el electrodo de trabajo al someterlo a una cronoamperometria

(potencial-tiempo).

FIGURA 4.22 DEPOSICION DE UN FILM DE ORO SOBRE BDD
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ELABORADO POR: Jorge Tafur

Una vez depositado el film de oro se lo activa con acido clorhidrico 0.06 N (Fig.4.23)
para que el electrodo de trabajo sea funcional, mediante una voltamperometria
ciclica.



FIGURA 4.23 ACTIVACION DEL FILM DE ORO EN HCI 0.06 N
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ELABORADO POR: Jorge Tafur
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El equipo de medicion es capaz de detectar la intensidad de corriente eléctrica que

es directamente proporcional a la concentracion del analito de interés, dicha

concentraciéon se la puede calcular a partir de la altura de pico y del area de pico

para discriminar una de estas dos medidas se determina el coeficiente de variacion,

el porcentaje minimo indica menor dispersiéon (TABLA 4.33) de datos con respecto

a la media aritmética por lo tanto éste es tomado en cuenta para todos los célculos

de concentracién posteriores.

TABLA 4.34 VARIACION DE INTENSIDAD DE CORRIENTE DEL Hg (ll)

MERCURIO Hg (Il) AMPERIOS

ALTURA AREA ALTURA AREA
# Determinacion 5 ppb 5 ppb 20 ppb 20 ppb
1 9.07E-08 4.67E-09 4.56E-08 3.33E-09
2 9.51E-08 7.44E-09 5.02E-08 3.53E-09
3 1.37E-07 4.99E-09 5.34E-08 4.05E-09
4 9.75E-08 5.26E-09 5.16E-08 3.61E-09
5 8.82E-08 4.33E-09 4.53E-08 2.74E-09
DES 2.01E-08 1.23E-09 3.60E-09 4.75E-10
media 1.02E-07 5.34E-09 4.92E-08 3.45E-09
%CV 19.72 22.96 7.32 13.75

ELABORADO POR: Jorge Tafur
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4.3.2 ESTABILIZACION DE MEDIDAS

Se realiz6 un barrido de las variables de la técnica de voltametria de onda cuadrada
para definirlas en base a la repetibilidad y forma de pico, en la TABLA 4.34 se
expone una tendencia de su respuesta para tener una idea del comportamiento de

cada una de ellas.

TABLA 4.35 VARIABLES PARA LA FORMACION DE PICO Hg (ll)

Senales intensidad de corriente Amperios Hg (ll)
Variacion ip Ep
FRECUENCIA
30.00 6.478E-07 0.482
50.00 2.726E-07 0.459
100.00 5.068E-07 0.512
150.00 4.040E-07 0.501
200.00 1.690E-07 0.488
INCREMENTO
0.001 1.594E-07 0.464
0.002 2.648E-07 0.478
0.003 3.324E-07 0.486
0.004 3.231E-07 0.484
AMPLITUD
0.005 9.628E-08 0.471
0.01 2.115E-07 0.472
0.02 3.922E-07 0.469
0.03 4.838E-07 0.449
0.04 4.803E-07 0.452

*(ip)= altura de pico. Ep= potencial de senal
ELABORADO POR: Jorge Tafur

Para evaluar la magnitud de la frecuencia se estudio la modulacién de la altura de
pico por efecto de la manipulacion de distintas frecuencias (30, 50, 100, 150 y 200
Hz), a un valor de 30 Hz se logra la mejor simetria y mayor altura de sefial de pico
(Fig. 4.24).



129

A medida que se aumenta la frecuencia a mas de 30 Hz existe una variabilidad de
la altura de pico sin llegar a tener una tendencia definida en su comportamiento,

conforme se modifica esta variable.

FIGURA 4.24 MODULACION DE LA FRECUENCIA DEL Hg (ll)
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ELABORADO POR: Jorge Tafur

En la Fig. 4.25 los incremento de potencial son practicamente semejantes y no hay

mayor afectacion en la altura de pico por lo que se selecciona 0.01 V de incremento.

FIGURA 4.25 INCREMENTO DE VOLTAJE DEL Hg (ll)
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ELABORADO POR: Jorge Tafur
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La altura de pico respecto a la amplitud de potencial presenta una relacion
aproximadamente lineal (Fig. 4.26), pero para este parametro el valor a seleccionar
se lo realizé en funcion de la simetria y altura, de tal forma que aplicando 0.01 V de

amplitud se logra mayor estabilidad y repetibilidad de resultados.

FIGURA 4.26 AMPLITUD DE VOLTAJE DEL Hg (ll)
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ELABORADO POR: Jorge Tafur

Hay que sefalar que para la determinacion de mercurio no se recurrio a la
redisolucion anddica, es decir se cuantificd sin preconcentraciéon, debido a que las
alturas de pico en funcion del tiempo se incrementan en valores minimos, en la
TABLA 4.35, se muestra la exploracién del tiempo y potencial de preconcentracion

respecto a la altura de pico.

En la Fig. 4.27 se observa que a un tiempo de 120 segundos la magnitud de pico
es la mayor, de todas formas en comparacién con el resto de alturas de pico la

diferencia es pequefa por lo que no amerita realizar una previa concentracion.



TABLA 4.36 BARRIDOS DE POTENCIAL PARA Hg (ll)

Senales intensidad de corriente
(Mercurio)
Variacion | ip Ep
DEPOSICION
-0.10 7.04E-08 0.452
0.00 1.20E-07 0.456
0.10 2.12E-07 0.482
0.20 1.31E-07 0.456
0.30 1.75E-07 0.466
0.40 1.99E-07 0.477
TIEMPO
30.00 1.32E-07 0.490
60.00 1.89E-07 0.497
90.00 2.41E-07 0.496
120.00 2.73E-07 0.490
150.00 9.08E-08 0.410

ELABORADO POR: Jorge Tafur

FIGURA 4.27 TIEMPO DE PRECONCENTRACION Hg (Il)
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ELABORADO POR: Jorge Tafur
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Para comprobar que la preconcentraciéon es innecesaria se realizé un barrido del
potencial de preconcentracion desde -0.1 hasta 0.4 V (Fig. 4.28) en todo este rango
la variacion de la altura de pico difiere en el tercer decimal y no hay necesidad de
aplicar un determinado potencial de preconcentracién para Hg Il si las alturas de la

senal de pico son casi de la misma magnitud.

FIGURA 4.28 POTENCIAL DE PRECONCENTRACION Hg (ll)
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ELABORADO POR: Jorge Tafur

Las condiciones ideales de la voltametria de onda cuadrada (SWV) para la

determinaciéon de Hg Il en muestras de agua se presentan en la Fig. 4.29.

FIGURA 4.29 PARAMETROS EN LA DETERMINACION DE Hg (1l)
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4.3.3 LIMITE DETECCION Y CUANTIFICACION DE Hg (II)

Para la determinacion del limite deteccion y cuantificacion se prepard 10 soluciones
individuales de 1 ppb, concentracion minima a la cual el equipo es capaz de
detectar el analito, en la TABLA 4.36, se presentan los resultados de las 10

determinaciones.

TABLA 4.37 LIMITE DE DTECCION DEL Hg (ll)

Concentracion
Hg (II) ppb
1.29
1.35
1.73
1.50
1.26
1.42
1.44
1.35
1.73
10 1.69
ELABORADO POR: Jorge Tafur

N° Muestra

OO N[O O W N~

Bajo las condiciones de voltametria descrito en la Fig. 4.29 se determina la
concentracién de 10 muestras, el potencial tipico de manifestacién de mercurio es
de 0.5 voltios aproximadamente. En la TABLA 4.37 se muestra el calculo de los

valores de limite de deteccion y cuantificacion.

TABLA 4.38 LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION DE Hg i

Media Desviacion Limite de Deteccion Limite de.
3 Estandar s 3s 10s Lo (ppb) Cuantificacion
Lc (ppb)
1.47 0.181 0542 | 1.086 2.01 3.28

ELABORADO POR: Jorge Tafur
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4.3.4 SENALES DE RESPUESTA E INTERVALO LINEAL DE Hg (I)

Las sefiales de respuesta de Hg (Il) se lo realizé a cuatro niveles de concentracion
5, 10, 15y 20 ppb, en cada nivel se determiné tres concentraciones durante 5 dias
los resultados de las sefiales por adicién del estandar y su respectiva linealidad
(r’=0.99) se presenta en la Fig.4.30, donde se observa que el Hg (ll) tiene
potenciales de oxidacion positivos aproximadamente a 0.52 V debido a que no
existen estudios de deteccidn de Hg (1) con electrodo de diamante dopado con boro
(BDD).

FIGURA 4.30 CUANTIFICACION DE 5 ppb Y 10 ppb DE Hg II
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ELABORADO POR: Jorge Tafur
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En la Fig. 4.31 se presenta la electrodeposicion de particulas de oro sobre la

superficie del electrodo BDD para la deteccion de Hg (ll), la sefial se espera que

aparezca en potenciales cercanos a 0.5 V.

FIGURA 4.31 FILM DE ORO SOBRE EL ELECTRODO DE BDD
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ELABORADO POR: Jorge Tafur

4.3.5 ANALISIS DE VARIANZA (ADEVA) PARA Hg (1)

En La TABLA 4.38 se describe variables tomadas en cuenta al momento de realizar

el experimento. En la TABLA 4.39 se presenta la cuantificaciéon del Hg (ll) a los

cuatro niveles de concentracion (5, 10, 15, 20 ppb).

TABLA 4.39 CARACTERISTICAS DEL DISENO EXPERIMENTAL Hg (ll)

Factor: Dia de validacion (Di)
Tratamientos: D1, D2, D3, D4, D5
Unidad experimental: AGUA
Variable respuesta: Corriente, Amperios (A)
Nivel de significancia: 0.05
Modelo: Disefio a un criterio de clasificacion
Ho: No existe diferencia significativa en la concentracion
Hipotesis: de cadmio determinada en el agua, por efecto del dia de

validacion

Estadistica de prueba:

Fc = DCMs / DCMw

Criterio de decision:

Rechazar la hidtesis nula si Fc > Ft

observaciones (N):

Numero de tratamientos (a): 5
Numero de repeticiones (n): 3
Numero total de 15

Nivel de validacion 1 5.0000 ppb
Nivel de validacion 2 10.0000 ppb
Nivel de validacion 3 15.0000 ppb
Nivel de validacion 4 20.0000 ppb

ELABORADO POR: Jorge Tafur
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Nivel Dias de validacion
(ng/L) D1 D2 D3 D4 D5
6.21 6.79 5.29 5.78 5.91
5.0 6.05 6.29 5.70 5.80 6.10
5.79 5.77 5.70 5.71 6.20
10.56 10.78 10.38 10.96 10.90
10.0 10.87 11.61 10.87 10.70 9.80
9.41 11.47 11.04 11.01 9.70
15.83 15.34 15.11 15.18 15.91
15.0 16.40 15.02 15.18 15.81 14.50
16.36 15.67 14.95 15.89 14.77
18.53 20.10 21.11 21.73 21.09
20.0 20.38 20.53 20.42 19.53 20.89
19.92 18.23 21.17 20.70 21.80

ELABORADO POR: Jorge Tafur

4.3.5.1 Homogeneidad de varianza para Hg (II)

La verificacion de supuestos antes de iniciar el analisis de varianzas se los

comprueba con el test de Cochran (homogeneidad de varianzas) y test de

Kolmogorov-Smirnov (comprobacién de la distribucién normal) en las TABLAS 4.40

y 4.41 se presentan las conclusiones de estos supuestos.

TABLA 4.41 TEST DE COCHRAN (HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS)

Nivel Test de Cochran Conclusién

(pg”_) Gexp Gitab
5.0 0.676 0.6838 Las varianzas son homogéneas
10.0 0.429 0.6838 Las varianzas son homogéneas
15.0 0.602 0.6838 Las varianzas son homogéneas
20.0 0.370 0.6838 Las varianzas son homogéneas

ELABORADO POR: Jorge Tafur

TABLA 4.42 TEST DE KOLMOGOROV-SMIRNOV (NORMALIDAD)

. . L Valor maximo
Nivel | Promedio Desv’lacwn (Dimsx) Dert Conclusién
(ug/L) | (mglL) estandar =
5.94 5.94 0.352 0.189 0.337 | Se ajusta a una distribucién normal
10.67 10.67 0.621 0.142 0.337 | Se ajusta a una distribucion normal
15.46 15.46 0.569 0.157 0.337 | Se ajusta a una distribucion normal
20.41 20.41 1.033 0.099 0.337 | Se ajusta a una distribucion normal

ELABORADO POR: Jorge Tafur
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4.3.5.2 Prueba de Fisher para Hg (II)

Una vez comprobados los supuestos estadisticos de homogeneidad de varianzas
y de distribucion normal, verificados en todos los niveles de validacién se puede
continuar con el analisis de varianza TABLA 4.42 con el cual se puede concluir que
no existe diferencia significativa de las concentraciones en todos los niveles de

estudio por efecto de variar el dia de analisis.

TABLA 4.43 RESULTADOS DE LA PRUEBA F Hg ()

(':ig:lf_l) Fc Ft Conclusién

5.0 3.062 3.478 Se acepta la hipoétesis nula
10.0 2.387 3.478 Se acepta la hipotesis nula
15.0 3.546 3.478 Se rechaza la hipotesis nula
20.0 2.111 3.478 Se acepta la hipoétesis nula

ELABORADO POR: Jorge Tafur
4.3.5.3 Repetibilidad y reproducibilidad para Hg (I)
La repetibilidad y reproducibilidad del método se calcul6 a partir del porcentaje del
coeficiente de variacion (TABLAS 4.43 y 4.44) y se lo comparo con limites tedricos
bajo los cuales se llega a la conclusién que se cumple los objetivos de validacion

para los parametros antes mencionados.

TABLA 4.44 LIMITE DE REPETIBILIDAD DEL Hg (ll)

Nivel | CV Limite de Repetibilidad Conclusion

(Ha/L) | (%) CV(%)
5.0 4.69 15 Cumple el objetivo de validacion
10.0 | 4.92 15 Cumple el objetivo de validacion
15.0 | 2.80 15 Cumple el objetivo de validacion
20.0 | 0.59 15 Cumple el objetivo de validacion

ELABORADO POR: Jorge Tafur
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TABLA 4.45 LIMITE DE REPRODUCIBILIDAD DEL Hg (1I)

Jr\igv;la_l) CV (%) Limite de E:evp:;,c;umbllldad Conclusion
5.0 4.69 20 Cumple el objetivo de validacién
10.0 4.92 20 Cumple el objetivo de validacién
15.0 3.81 20 Cumple el objetivo de validacién
20.0 0.70 20 Cumple el objetivo de validacién

ELABORADO POR: Jorge Tafur

4.3.5.4 Exactitud para Hg (II)

A la exactitud se la medio evalué a través de la incertidumbre de medida tipica de

cada una de las componentes asociadas a este parametro (Ver ANEXO 8).
En la TABLA 4.45 se presenta la incertidumbre tipica y expandida de 5 ppb de Hg

(I) para las tres repeticiones de concentracion durante cinco dias, es decir la
concentracién del analito se reporta como 5 ppb + 28% de Hg (ll).

TABLA 4.46 INCERTIDUMBRE TiPICA DE 5 ppb DE Hg (Il)

INCERTIDUMBRE TiPICA p
DETERMINACION D1 D2 D3 D4 D5
1 0.75 1.10 0.48 0.52 0.73
2 0.75 1.10 0.48 0.52 0.73
3 0.75 1.10 0.48 0.52 0.73
PROMEDIO prpice 0.72 pg L
Uexpa 1.44 pug.L™"

ELABORADO POR: Jorge Tafur

Ugpxpanpipa = kK X Uripica
k=2

Uexpanpipa €S la incertidumbre expandida, k es el factor de cobertura y pripica €S

la incertidumbre tipica.

UEXPANDIDA = 2 X 0 72 = 14‘4’ ppb ~ 288%
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Este porcentaje representa el maximo valor de incertidumbre en los cuatro niveles
de validacion que se obtiene a partir del nivel mas bajo 5ppb de concentracién, ya

que este abarca mayor cantidad de errores.

4.3.5.5 Muestra Certificada Para Hg (II)

En la TABLA 4.53 se presenta la concentracion promedio de la cuantificacion de
Hg (Il) en una muestra certificada de concentracion conocida cuyo valor oscila entre
0.216 a 0.228 mg/Kg, y en la Fig. 4.32 se presenta la adicién de estandares sobre

la muestra certificada cuya linealidad es de 0.996.

TABLA 4.47 DETERMINACION DE Hg () EN MUESTRA CERTIFICADA

Concentracion Senal
(ppb) (A)
0.0000 1.091E-07
19.61 3.095E-07
38.46 5.140E-07
56.6 6.513E-07
74.07 7.790E-07
Pendiente (m) 9.101E-09
interseccion (a) 1.29E-07
Correlacién R 0.9960511
Factor de dilucion 100
concentracién ppb 1417.99
mg/Kg 0.35

ELABORADO POR: Jorge Tafur
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FIGURA 4.32 MUESTRA CERTIFICADA DE Hg (ll)
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ELABORADO POR: Jorge Tafur

4.4 MUESTRAS REALES

4.4.1 DETERMINACION DE Cd (IT) Y Pb (II)

EL DAM (Drenaje Acido de Mina) es una de las principales causas de
contaminacion a nivel mundial, es producto de actividades mineras abandonadas,
e implica la exposicion de residuos mineros ricos en sulfuros que se oxidan al
ambiente. Esto da lugar a lixiviados altamente acidos con altas concentraciones de
metales, metaloides y sulfatos (Delgado, Sarmiento, Condesso de Melo, & Nieto,
2009).

La determinacién de Cd (ll), Pb (Il) y Hg (Il) se analizé en muestras de aguas
estancadas de minas abandonadas del canton Zaruma provincia de EI Oro.
Adicional se realizé un monitoreo de estas aguas al ser sometidas a un tratamiento
de descontaminacién de metales pesados a través de columnas disefiadas en el
laboratorio (CICAM), denominado DAS (Dispersed Alkaline Substrate), que
consiste en una mezcla de virutas de madera y un material reactivo que puede ser
caliza (DAS-Ca) u 6xido magnésico (DAS-Mg) cuya efectividad ha sido probada a
escala de laboratorio y a nivel de campo, en la eliminacién de metales trivalentes y

divalentes respectivamente (Rotting, Thomas, Ayora, & Carrera, 2008) dichos
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analisis se concluyeron en colaboracién con un tesista de pregrado de la EPN quien
disefid y construyd este sistema de descontaminacion de aguas residuales Fig.
4.33.

FIGURA 4.33 SISTEMA DE COLUMNAS DAS
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ELABORADO POR: Jorge Tafur

Este sistema de tratamiento pasivo es basado en la disolucién de los granos de
calcita gruesas que son ampliamente utilizados para remediar drenaje acido de
minas (AMD).

Desafortunadamente, toleran sélo una baja concentracion de metales o cargas de
acidez, ya que son propensos a la pasivacion (pérdida de reactividad debido a
revestimiento) y a la obstruccién (pérdida de permeabilidad) por precipitados. Para
superar estos problemas, se desarrollé6 un substrato disperso alcalino (DAS)
compuesto de un reactivo alcalino de grano fino (arena calcita) mezclado con una

matriz inerte gruesa (virutas de madera).

Los granos pequefios proporcionan una gran superficie reactiva y se disuelven casi
completamente antes de la capa creciente de precipitados, mientras que la
dispersion de los nucleos para la precipitacion sobre las superficies inertes retarda
la obstruccion (Rétting, Ayora, & Carrera, 2008). En la TABLA 4.48 se presenta la

curva de calibracién para cuantificar Cd Il en muestras reales.
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TABLA 4.48 CURVA DE CALIBRACION PARA DETERMINAR Cd (ll)

Concentracion Senal

pg.L" (A)
0 0

4.73 3.90E-07
9.43 7.78E-07
14.08 1.071E-06
18.69 1.440E-06
27.77 1.958E-06

Pendiente (m) 7.0747E-08

interseccion (a) 5.8464E-08

Correlacion R*2 0.99718239

ELABORADO POR: Jorge Tafur

En la Fig. 4.34 a) se observa la adicion de volumenes constantes de estandar de
Cd Il de concentracion conocida con su medida en microamperios (UA) y b) la recta

de calibrado con r2 > 0.99.

FIGURA 4.34 SENALES DE CORRIENTE DE DETECCION Cd (ll)
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ELABORADO POR: Jorge Tafur

Los resultados de la TABLA 4.49 muestran que hasta el punto de muestreo (salida
1A) del sistema de columnas, el potenciostato puede generar sefial para detectar
Cd Il y se puede calcular la concentracion que se la calculé por duplicado, conforme

el flujo de muestra ingresa por el resto puntos el equipo no detecta pico alguno de
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senal y debido que el método cuantifica 5 ppb se reporta concentraciones < 5 ppb

porque puede existir aun trazas del analito.

TABLA 4.49 ANALISIS DE Cd (Il) EN EL SISTEMA DE COLUMNAS

. . Concentracion de
Puntos de Muestreo | Senal (A) | Promedio Cd Il (ppb)
4.607E-07
FUENTE 1 4.600E-07 4.604E-07 149.41
SOBRENADANTE 3.152E-06 3.031E-06 110.50
1A 2.909E-06
1.782E-06
1A3 1575606 1.679E-06 60.24
s 6.959E-07
ALIDA 1A 6.860E07 6.910E-07 23.51
1P1 No detecta -- <5
1B No detecta -- <5
1B3 No detecta -- <5
SALIDA 1B No detecta -- <5
SALIDA 1P2 No detecta -- <5

ELABORADO POR: Jorge Tafur

Para determinar Pb Il se realizé de igual forma una curva de calibracion que se
presenta en la TABLA 4.50 con una linealidad de 0.997 Fig. 4.35 como coeficiente
de correlacion se aplico una dilucién de diez veces para el primer punto de muestreo

(fuente) para el resto de muestras se midi6 directamente.



Concentracioén Senal
0 0
4.739 3.192E-07
9.433 5.129E-07
14.08 7.440E-07
18.69 9.000E-07
27.77 1.379E-06
Pendiente (m) 4.79E-08
interseccion (a) 4.62E-08
Correlacion R"2 0.9970723

ELABORADO POR: Jorge Tafur

FIGURA 4.35 CURVA DE INTERPOLACION DEL Pb (II)

TABLA 4.50 CURVA DE CALIBRACION PARA PLOMO Pb (ll)
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ELABORADO POR: Jorge Tafur
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En la TABLA 4.51 se presenta las concentraciones de Pb (Il) en el sistema de

columnas que solo fue posible determinar su concentracion hasta el segundo punto

de muestreo (sobrenadante 1A) a partir del tercer punto las columnas debido a su

funcién que es reducir la cantidad de metales pesados, los elimina a éstos hasta

concentraciones inferiores a 5 ppb de Pb (ll) que el método no es capaz de

cuantificar.



TABLA 4.51 CONCENTRACION MUESTRAS REALES DE Pb (1l)

Puntos de Muestreo | Seinal (A) | Promedio [ Concentracion de Pb (ll) ppb
6.56E-07
FUENTE 1 E629E07 6.095E-07 309.355
SOBRENADANTE 1A 3.720E-07 3.720E-07 18.233
3.720E-07
1A3 No detecta -- <5
SALIDA 1A No detecta -- <5
1P1 No detecta -- <5
1B No detecta -- <5
1B3 No detecta -- <5
SALIDA 1B No detecta -- <5
SALIDA 1P2 No detecta -- <5

ELABORADO POR: Jorge Tafur
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Para el resto de muestreos se analizaron preparando una curva de calibracién de

0 a 90 ppb para cuantificar en una sola corrida Cd Il y Pb Il en la Fig. 4.36 y 4.37

se sefalan las adiciones de estandar y las linealidades que estan alrededor de 0.99

para los dos analitos mencionados lo cual nos indica una relacion lineal entre la

senal generada en microamperios PA y la concentracion en ppb (partes por billon).

FIGURA 4.36 SENALES DE CORRIENTE DE Cd (Il) Y Pb (ll)
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ELABORADO POR: Jorge Tafur
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FIGURA 4.37 INTERPOLACION DE Cd (I) Y Pb (Il
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ELABORADO POR: Jorge Tafur

En la TABLA 4.52 se muestran los valores de concentracion de Cd (Il) y Pb (Il) en
el sistema de columnas. Se realizé un muestreo mensual durante 4 meses (Abril,
Mayo, Junio y Julio del 2015 en la mina abandonada de Pacchapamba cantdn
Zaruma, en el primer muestreo se midié Cd (II) y Pb (Il) individualmente (TABLA
4.49y4.51)yen los siguientes muestreos se analizaron los dos analitos en mencion
al mismo tiempo mediante la interpolacion de las curvas que se muestran la Fig.
4.37.

Los puntos de muestreo en los que se reportan concentraciones menores a 5 ppb
son en los cuales los voltamperogramas no generan sefal alguna (TABLA 4.52),
dado que el método se ajusta a 5 ppb como limite de cuantificacion, bajo otras
condiciones experimentales existe la probabilidad de encontrar concentraciones

inferiores en el sistema de columnas si es que existiesen.
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TABLA 4.52 CUANTIFICACION DE Cd Il Y Pb Il EN MUESTRAS REALES

MUESTREO 2
PUNTOS DE CADMIO (Il) PLOMO (Il
MUESTREO | CORRIENTE | CONCENTRACION | CORRIENTE | CONCENTRACION
(A) pg.L! (A) pg.L!
FUENTE 1 2.56E-06 91.86 3.34E-06 47 11
SOBRET:DANTE 2.26E-06 81.86 1.21E-06 23.43
1A3 2.02E-06 73.86 1.61E-06 27.85
SALIDA 1A 111E-06 43.60 1.63E-06 2815
SALIDA 1P1 1.47E-07 1155 2.49E-07 12.76
SOBRETQDANTE 4.57E-08 8.18 215E-07 12.38
1B3 4.76E-08 8.25 4 34E-07 14.82
SALIDA 1B < 5 1.85E-07 12.05
MUESTREO 3
FUENTE 1 2.23E-06 80.833 1.603E-06 27.81
SOBRETAADANTE 3.12E-09 6.771 3.000E-09 10.03
1A3 3.23E-06 114.367 1.195E-06 2327
SALIDA 1A 477E-07 22.550 4.05E-07 14.50
SALIDA 1P1 < 5.000 < 5.00
MUESTREO 4
FUENTE 1 3.55E-06 124.83 6.06E-06 77.300
SOBRETAADANTE 2.40E-06 86.80 4.88E-06 64.167
1A3 1.13E-06 44.20 4.96E-07 15.513
SALIDA 1A 1.44E-06 5473 5.52E-07 16.133
SALIDA 1P1 1.83E-07 12.75 4.89E-07 15.430
SOBRE’;'BADANTE < 5.00 1.74E-07 11.930
1B3 < 5.00 1.25E-07 11.386

ELABORADO POR: Jorge Tafur

4.4.2 DETERMINACION DE Hg (II)

Para el analisis de Hg (Il) se determind su concentracion unicamente en la fuente y
no en el sistema de columnas, ya que este metal no era de interés en el proyecto
de eliminacion de metales pesados (sistema DAS), sin embargo la concentracion
promedio de Hg Il en muestras reales provenientes de minas abandonadas del
cantén Zaruma es de 708, 89 ppb (TABLA 4.53). La adicion de estandar en la

muestra real se visualiza en la Fig. 4.38.



148

TABLA 4.53 CURVA DE CALIBRACION DEL Hg (ll)

Concentracion Senal
(ppb) (A)
0.0000 1.091E-07
19.61 3.095E-07
38.46 5.140E-07
56.6 6.513E-07
74.07 7.790E-07

Pendiente (m) 9.101E-09
interseccion (a) 1.29E-07
Correlacion R 0.9960511

Factor de dilucion 50
Concentracion ppb 708.99
ppm 0.790

ELABORADO POR: Jorge Tafur

FIGURA 4.38 CURVA DE CALIBRACION PARA CUANTIFICAR Hg (II)
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ELABORADO POR: Jorge Tafur



CAPITULO S

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

De acuerdo a las micrografias realizadas por AFM y c-AFM, es evidente que
una limpieza superficial de cualquier electrodo de BDD nuevo es necesario
antes de que éste sea utilizado en cualquier tipo de estudio electroanalitico.
La limpieza superficial puede ser quimica, electroquimica o por otros
métodos. Una adecuada limpieza no solo permite eliminar todas las
impurezas de carbdn residual de la superficie, sino que también permitirian
tener una respuesta electroquimica sin interferencias y con una buena

reproducibilidad.

La validacién de Cd (Il), Pb (Il) y Hg (ll) se estudié en muestras preparadas
en el laboratorio a partir de estandares certificados a cuatro niveles de
concentracién (5, 10, 15y 20 ug/L) diaria por triplicado durante cinco dias y
con los datos obtenidos se calcularon los siguientes parametros de
validacion: selectividad, limite de deteccion, limite de cuantificacion,

repetibilidad, reproducibilidad, veracidad y exactitud.

La sefal emitida por el potenciostato y que se selecciona es la altura de pico
para el calculo de todas las concentraciones de Cd (IlI), Pb (Il) y Hg (ll),
debido a que el coeficiente de variacion de medida es menor al 20% en

contraste a la variacién de medida del area de pico.

En este estudio cuantifico Cd(ll), Pb(ll) y Hg(ll) mediante voltamperometria
de redisolucion anddica, con electrodo de diamante dopado con boro (BDD)
con los siguientes limites de deteccion Lop y cuantificacion Lc segun la
TABLA 5.1:
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TABLA 5.1 Ld Y Lc DE Cd (1), Pb (Il) y Hg (1)

Cadmio Cd(ll) Plomo Pb (Il) Mercurio Hg (I1)
Lob gL 0.69 0.86 2.01
Lc pgit 1.45 1.97 3.28
ELABORADO POR: Jorge Tafur

A pesar que en los objetivos de validacién se plantean como limite de
detecciéon 5 ppb el método responde eficientemente para concentraciones
inferiores, de este modo para la determinacion de Cd(ll), Pb(ll) y Hg(ll) se
toma como limite de cuantificacion 5 ug/L, es decir una concentracion menor

a la planteada que fue de 10 pg/L debido a la sensibilidad del método.

= Para cada nivel de estudio y metal se aplicdé el test de Cochran y de
Kolmogorov- Smirnov, los mismos que nos confirman varios supuestos
estadisticos antes realizar un analisis de varianzas, nos informan que: las
varianzas son homogéneas y que los datos se ajustan a una distribucion
normal respectivamente.
Con la prueba de Fisher se llega a la conclusion que no existe diferencia
significativa de la concentracion obtenida entre repeticiones y entre dias de
analisis, con este parametro estadistico se acepta la hipotesis nula planteada

en el disefio experimental.

= Larepetibilidad y la reproducibilidad se la calculé en términos de coeficiente
de variacion (CV%) los cuales se encuentran dentro de los limites, es decir
menores que el 15y 20% respectivamente (planteados en los objetivos de
validacion), cabe recalcar que el coeficiente de variacion calculado de cada
nivel disminuye conforme aumenta la concentracién debido a que a mayores
concentraciones del analito las lecturas de corriente tienen mayor
estabilidad.

= La determinacion de la veracidad se la realizé a niveles de 3 y 5 ppb para

cadmio y plomo durante cuatro dias por duplicado, se escogi6 estas
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concentraciones porque es el punto inferior del rango de validacién y es el
sesgo mas grande en comparaciéon al resto de concentraciones, de esta
forma se asegura la veracidad para el resto de niveles (10, 15y 20 ppb), se
aplica una prueba de t-Student simple con 0.05 de probabilidad de error, en
el caso de mercurio no se logré realizar esta prueba porque el método
acreditado paralelo con el que se determiné las concentraciones todavia no

se encuentra a punto, éstas concentraciones se las determiné mediante ICP.

Ala exactitud se la evalué mediante la incertidumbre de medicion, en el nivel
mas bajo de concentracion de los tres metales (5ppb), en este nivel se
encuentra la mayor medida de incertidumbre asociada a errores aleatorios y
sistematicos. La incertidumbre expandida de Cd (Il), Pb (ll) y Hg (ll) son las
siguientes presentadas en la TABLA 5.2, con un factor de cobertura k igual
az2:

TABLA 5.2 INCERTIDUMBRE DE Cd (Il), Pb (Il) y Hg (II)

Resultado de Incertidumbre Expandida
cd Pb Hg
L tipica promedio 0.91 0.71 0.72
Uexpandida 1.83 1.42 1.44
% 36.6 28.5 28.8

ELABORADO POR: Jorge Tafur

El principal interferente en la cuantificacién de Cd (ll) es el Zn (ll) debido a la
cercania de potencial al momento de la generacion de sefial que existe entre
estos dos, en el presente estudio, la presencia de aproximadamente 400 ppb
de Zn (ll) logra disminuir hasta en un 50% la sefal de pico de Cd (Il). El
interferente primario de Pb (IlI) es el Cu (ll) que a pesar de la influencia de
hasta 1000 ppb de Cu (ll) éste no logré disminuir significativamente la sefal

de respuesta del Pb (ll).

La concentracion de los analitos propuestos, en muestras reales de agua
provenientes de minas abandonadas de Zaruma se los expone a

continuacion asi como también la muestra de control que es el material de
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referencia certificado que esta formado de una matriz similar a las muestras
analizadas TABLA 5.3:

TABLA 5.3 CUANTIFICACION DE Cd (lI), Pb (Il) y Hg (1)

Muestra de agua de minas abandonadas provincia de El Oro, canton Zaruma

(SWVAS)

Cd (Il) ug/L Pb (Il) pg/L Hg (Il) ug/L

149.4 309.3 708.9
*Muestras analizadas del material de referencia certificado MRC (SWV)

Cd (Il) mg/kg Pb (Il) mg/Kg Hg (1) mg/Kg

0.21 0.14 0.35
Valor certificado del material de referencia*

Cd (Il) mg/Kg Pb (Il) mg/Kg Hg (1) mg/Kg

0.189 0.12 0.22
* ANEXO 6

ELABORADO POR: Jorge Tafur

= La técnica aplicada en este estudio (voltametria de redisolucion anddica)
para la cuantificacion de Cd (Il), Pb (Il) y Hg (Il), es muy sensible que llego
a determinar concentraciones en niveles de ppb (partes por billén pg/L), es
una metodologia en la cual se necesita tiempos relativamente cortos de
analisis y preparacion de muestras en comparacion con técnicas como:
espectroscopia de absorcion atémica (EAA), cromatografia e incluso la
espectroscopia de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS).
La técnica propuesta tiene la ventaja de realizar analisis in-situ, el
mantenimiento del equipo es minimo y el costo por analito determinado

aproximadamente es tres veces menos que las técnicas convencionales.
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5.2 RECOMENDACIONES

o Aplicar el método de analisis en muestras de rios donde se han descargado
aguas residuales de mineras y realizar un modelado de la distribucién y
concentracion de los analitos para contribuir a una base de datos de la

propagacion de la contaminacion por Cd (Il), Pb (1) y Hg (II).

o Desarrollar la técnica de voltametria de redisolucion anddica para diferentes
matrices como son sedimentos, lodos, aguas naturales, potables e incluso

alimentos y desarrollar nuevos procedimientos de tratamientos de muestras.

° Comparar resultados obtenidos por el potenciostato CHI frente al prototipo

elaborados por estudiantes de la EPN.

° Explorar el comportamiento de electrodos desechables versus electrodos
normales de diamante, determinar la desviacién de los datos y conocer los

costos beneficios de cada uno de ellos.

o Dentro del analisis electroquimico un punto aparte de estudio es la
especiacion de metales de numero de oxidacion variable, por lo que se
requiere de estudios individuales y exhaustivos que demuestren de forma

satisfactoria la concentracion de cada ion.

° El proceso de la metodologia de cuantificacion del analito por voltametria es
por adiciones sucesivas de estandar de concentracién conocida y los datos
tabulados se los obtiene de esta manera sin embargo se los puede comparar
con los obtenidos con una curva de calibracién externa e interpolando las

senales, de esta forma saber cual tiene mayor desviacion.

e En la determinacion de cadmio y plomo, modificar el metal que se necesita
(mercurio) con el cual se forma la amalgama necesario para la cuantificacion,
por otro de similar efectividad y menor toxicidad que cumpla con la deteccion

del analito problema en el momento de la preconcentracion.
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Se requiere de un estudio a profundidad para comprender a que parametros
afectan el resto de metales frente a los analitos de interés, es decir su forma

de interactuacion y encontrar los mecanismos de inhibicién de los mismos.

Realizar la busqueda o modificacion de nuevos materiales que sirvan de
electrodos de trabajo para aumentar aun mas la sensibilidad y selectividad

del método.

Elaborar un manual de practicas de electroquimica para estudiantes de
pregrado con el fin de que se involucren y se relacionen con técnicas

alternativas de analisis.
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ANEXO N°1
CURVAS DE CONCENTRACION PARA DETERMINAR EL
LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION DE
CADMIO (Cd IT) Y PLOMO (Pb II)



CONCENTRACION | SENAL Cd SENAL Pb

0.000 1.549E-07 1.302E-06

0.900 1.191E-06 1.729E-06

1.785 1.446E-06 3.134E-06
PENDIENTE 7.24514E-07 1.02477E-06
INTERSECCION | 2.82193E-07 1.13783E-06
CORRELACION 0.9456559 0.95419844
CONCENTRACION | 0.389493214 1.11032474

Corriente (A) Vs Concentracion (ppb)

3.500E-06
3.000E-06 y=1E-06x+ 1E-06.-®
2.500E-06 ~R25.0.0105 ® Cadmio
igggigz ................ . : V= 7E07x + 3E-07,_ ® Plomo
1:000E:06 N o .- PR e Lineal (Cadmio)
5.0006-07 | e Lineal (Plomo)
0.000€+00 ©
0.000 0.500 1.000 1.500 2.000
CONCENTRACION | SENAL Cd SENAL Pb
0.000 1.549E-07 1.302E-06
0.900 1.110E-06 2.623E-06
1.785 1.201E-06 4.726E-06
PENDIENTE 5.87393E-07 1.91694E-06
INTERSECCION 2.9625E-07 1.16801E-06
CORRELACION | 0.904688473 0.990772333
CONCENTRACION | 0.504348042 0.609311133
Corriente (A) Vs Concentracion (ppb)
5.000E-06
4.000E-06 y = 2E-06x + 1E-06”
_Rea0i816 ® Cadmio
3.000E-06 T o oo
2000806 | e V= BE-07x+ 3607 | eeeeeese Lineal (Cadmio)
roooe06 ® ..p=gsigs® Lineal (Plomo)
0.000e+00 @~
0.000 0.500 1.000 1.500 2.000
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1)

2)

CONCENTRACION | SENAL Cd SENAL Pb

0.000 1.549E-07 1.302E-06

0.900 9.755E-07 1.995E-06

1.785 1.090E-06 5.062E-06
PENDIENTE 5.24961E-07 2.10267E-06
INTERSECCION | 2.70293E-07 9.04446E-07
CORRELACION | 0.918602746 0.937851082
CONCENTRACION | 0.514881867 0.430142043

Corriente (A) Vs Concentracion (ppb)

6.000E-06
5.000E-06 y = 2E-06x + 9E-07 @ ,
4.000E-06 R?=0.8796"""" ® cadmio
3000B-06 | e ® plomo
2.000E-06 O yeseoesEer Lineal (cadmio)
LODOE-06 = e | RESUBAZS™TTO Lineal (plomo)
0.000E+00 @
0.000 0.500 1.000 1.500 2.000
CONCENTRACION | SENAL Cd SENAL Pb
0.000 1.549E-07 1.302E-06
0.900 7.770E-07 3.710E-06
1.785 1.368E-06 3.203E-06
PENDIENTE 6.79641E-07 1.06954E-06
INTERSECCION | 1.58355E-07 1.7811E-06
CORRELACION | 0.999950512 0.758466342
CONCENTRACION | 0.23299806 1.665302213
Corriente (A) Vs Concentracion (ppb)
4.000E-06
y = 1E-06% #26:06" o
PR e R*20.5654 ® cadmio
2.000E-06 | ,veers"""] ® plomo
y = 7E-07x + 2E-07
1.000E-06 ? R25.00099°77T e Lineal (cadmio)
O.QOOE.{-@O'. ....................... Lineal (p|omo)
-1.000  -0.500 0000 0500  1.000 1500  2.000

-1.000E-06
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3)
CONCENTRACION | SENAL Cd SENAL Pb
0.000 1.549E-07 1.302E-06
0.900 9.167E-07 2.673E-06
1.785 1.360E-06 3.201E-06
PENDIENTE 6.7561E-07 1.06516E-06
INTERSECCION | 2.05862E-07 1.43868E-06
CORRELACION 0.989277801 0.969883588
CONCENTRACION | 0.304706024 1.350664937
Corriente (A) Vs Concentracion (ppb)
4.000E-06
y = 1E-06x + 1E-06..
3.000E-06 o ..t 2209007 ® cadmio
200006 | jsseeent T ® plomo
.......... y = 7E-07x + 2E-07 _ .
1 000E-06 ¢ - Rimga7gr T ® e Lineal (cadmio)
--------------------------- Lineal (plomo)
0.000€+00 &
0.000 0.500 1.000 1.500 2.000
4)
CONCENTRACION | SENAL Cd SENAL Pb
0.000 1.549E-07 1.302E-06
0.900 8.980E-07 2.260E-06
1.785 1.297E-06 3.293E-06
PENDIENTE 6.40357E-07 1.11526E-06
INTERSECCION | 2.10181E-07 1.28684E-06
CORRELACION 0.98602576 0.981246728
CONCENTRACION | 0.328224226 1.153845524
Corriente (A) Vs Concentracion (ppb)
3.500E-06 .
3.000E-06 y = 1E-06x % IE06
2 500E-06 o R2°210.9993 cadmio
2000806 | e oo
1500606 o .emet™ y= iE-%XQ;ZZZE_-PZ ....... Lineal (cadmio)
1.000E-06 T -
SO00E07 | e Lineal (plomo)
0000400 &
0.000 0.500 1.000 1.500 2.000
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5)
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CONCENTRACION | SENAL Cd SENAL Pb

0.000 1.549E-07 1.302E-06

0.900 8.620E-07 2.310E-06

1.785 1.152E-06 3.241E-06
PENDIENTE 5.59241E-07 1.08637E-06
INTERSECCION | 1.31203E-06 1.31203E-06
CORRELACION | 0.973180063 0.999836713
CONCENTRACION | 2.346095564 1.207721739

Corriente (A) Vs Concentracion (ppb)

3.500E-06
3.000E-06 y = 1€-06x +,16-06"°
. R2=0.9997
2500E-06 et .
L ® cadmio
2.000E-06 et
........ plomo
1.500E-06 g, .cxe* y=6E-07x + 2807 | eeeeens Lineal (cadmio)
1.000E-06 ° . RA=09471" _
------------------- Lineal (plomo)
5.000E-07 | eeenrettt
0.000E+00 4
0.000 0.500 1.000 1.500 2.000
CONCENTRACION | SENAL Cd SENAL Pb
0.000 1.549E-07 1.302E-06
0.900 8.330E-07 2.105E-06
1.785 1.385E-06 3.456E-06
PENDIENTE 6.89313E-07 1.20583E-06
INTERSECCION 1.74031E-07 1.20844E-06
CORRELACION 0.998528031 0.988667326
CONCENTRACION | 0.252470468 1.002164947
Corriente (A) Vs Concentracion (ppb)
4.000E-06
3.500E-06 y = 1E-06x + 1E-06 . ®
3.000E-06 R? = 0.9775 )
...... cadmio
2500806 e
2000606 [ et ° plomo
1.500E-06 o y= 7E—O7X +28-07 .. Lineal (cadmio)
1.000E-06 oueeeeett R:=0.:9971 ,
--------------- Lineal (plomo)
S000E-07 | aeeewstet
0.000E+00 *
0.000 0.500 1.000 1.500 2.000



7)

8)

CONCENTRACION | SENAL Cd SENAL Pb
0.000 1.549E-07 1.302E-06
0.900 7.952E-07 2.155E-06
1.785 1.138E-06 4.890E-06
PENDIENTE 5.5121E-07 2.00708E-06
INTERSECCION 2.027E-07 9.85994E-07
CORRELACION | 0.985901611 0.955658735
CONCENTRACION | 0.367736715 0.491256925
Corriente (A) Vs Concentracion (ppb)
6.000E-06
5.000E-06 y = 2E-06x + 1E-06 ®
4.000E-06 Rz_fff-?.l% """"
3000606 e
2000606 et e .
® ..o y = 6E-07x + 2E-07
HOOOE08 T R (0 -7 A
00008400 &7
0.000 0.500 1.000 1.500 2.000
CONCENTRACION | SENAL Cd SENAL Pb
0.000 1.549E-07 1.302E-06
0.900 7.161E-07 2.710E-06
1.785 1.225E-06 3.527E-06
PENDIENTE 5.99564E-07 1.2474E-06
INTERSECCION | 1.62057E-07 1.39658E-06
CORRELACION | 0.999727208 0.989168392
CONCENTRACION | 0.270291694 1.119595731
Corriente (A) Vs Concentracion (ppb)
4.000E-06
3.500E-06 y = 1E-06x + 1E-06""®
3.000E-06 . RA=09785
2.500E-06 ettt
2000606 et
1500E-06 gores""" YEEEOIX 42607 g e
1000E06 .. R2.x0.9995 "
5.000E-07 | oeeswweenetst P L S PP
0.0006+00 &
0.000 0.500 1.000 1.500 2.000
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cadmio
plomo
Lineal (cadmio)
Lineal (plomo)

Lineal (plomo)

cadmio
plomo
Lineal (cadmio)

Lineal (plomo)



9)

10)

CONCENTRACION | SENAL Cd SENAL Pb
0.000 1.549E-07 1.302E-06
0.900 7.952E-07 2.155E-06
1.785 1.138E-06 4.890E-06
PENDIENTE 5.5121E-07 2.00708E-06
INTERSECCION | 2.027E-07 9.85994E-07
CORRELACION | 0.985901611 0.955658735
CONCENTRACION | 0.367736715 0.491256925
Corriente (A) Vs Concentracion (ppb)
6.000E-06
5.000E-06 y = 2E-06x + 1E-06 . P
4.000E-06 R?=0.9133--"

.......... °
3.000E-06 | et
2000606 | et [ ]

® ... y=6E-07x+2€-07 _ UV
1.000E-06 =" .. @ e RT2OOVITTTC
0.000E500 @+
0.000 0.500 1.000 1.500 2.000
CONCENTRACION | SENAL Cd SENAL Pb
0.000 1.549E-07 1.302E-06
0.900 7.161E-07 2.710E-06
1.785 1.225E-06 3.527E-06
PENDIENTE 5.99564E-07 1.2474E-06
INTERSECCION | 1.62057E-07 1.39658E-06
CORRELACION | 0.999727208 0.989168392
CONCENTRACION | 0.270291694 1.119595731

cadmio
plomo
Lineal (cadmio)
Lineal (plomo)

Lineal (plomo)
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Corriente (A) Vs Concentracion (ppb)

4.000E-06

3.500E-06 y = 1E-06x + 1E-06"®
3.000E-06 _.RA=04785
2500806 | e

2000606 | e ® plomo

1.500E-06 & V=BE-07x+2E-07 _ | eeeeeees Lineal (cadmio)

1.000E-06 R2=0:9995""" .
veee @t e Lineal (plomo)
5.000E-07 | aeeeeeenentt

0.000E+00
0.000 0.500 1.000 1.500 2.000

® cadmio
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ANEXO N©2
CURVAS DE CALIBRACION PARA 5,10, 15 Y 20 ppb DE
CADMIO Cd(IT)



Concentracion Seiial
0.0000 2.448E-07
4.7393 9.621E-07
9.4786 1.895E-06
14.2180 2.410E-06

Pendiente (m) 1.56743E-07

Interseccidn (a) | 2.63683E-07

Correlacién R"2 | 0.994553876

Vol. Total (ml) 10.65

Vol. muestra (ml) 4

Factor dilucién 2.6625

Concentracién

4.479009088

5 ppb de Cadmio

Concentracién Sefial Amperios (A) vs Concentracion
0.0000 2.496E-07
3.000E-06
4.7393 1.114E-06
9.4786 1.828E-06 2.500E-06
14.2180 2.403E-06 | , 000
Pendiente (m) | 1.51376E-07
Interseccion (a)| 3.22523E-07 | *°° e
Correlacion R*2| 0.995954903 1.000E06 e 2. 111406
Vol. Total (ml) 10.65
5.000E07 | oot
Vol. muestra (ml) 4 6 496E.07
Factor dilucion 2.6625 0.000E+00
Concentracién 5.672762607 0.0000 2.0000 4.0000 6.0000 8.0000
Concentracion Seiial . .
Amperios (A) vs Concentracion
0.0000 2.462E-07
3.000E-06
4.7393 9.786E-07
9.4786 1.929E-06]| 2.500E-06
14.2180 2.494E-06
2.000E-06
Pendiente (m) 1.62339E-07
Interseccién (a) | 2.57884E-07 | 100806
Correlaciéon R*2| 0.995767739 | | 00r06 _,."‘..é..7'£;6E-07
Vol. Total (ml) 10.65 a
Vol. muestra (ml) 4 > 000807 -
2.462E-07
Factor dilucién 2.6625 0.000E+400
Concentracién | 4.229506944 00000 2.0000 40000 60000

Amperios (A) vs Concentracion

3.000E-06
2.500E-06
2.000E-06
1.500E-06

1.000E-06 L GE2ET
5000607 | .-
©°"2.448E-07
0.000E+00
0.0000 6.0000

2.0000  4.0000

8.0000

8.0000
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y = 2E-07x + 3E-07
R?=0.9919

L.+*"® 2.403E-06

10.0000 12.0000 14.0000 16.0000

o .1:929E06

o 189506

y = 2E-07x + 3E-07
R? =0.9916

. 2.494E-06

10.0000 12.0000 14.0000 16.0000

y = 2E-07x + 3E-07
R?=0.9891

‘ 2.410E-06

10.0000 12.0000 14.0000 16.0000



Concentracion Seiial
0.0000 2.800E-07
4.7393 9.474E-07
9.4786 1.871E-06
14.2180 2.500E-06

Pendiente (m) | 1.60014E-07

Interseccién (a) | 2.62063E-07

Correlacién R"2| 0.997309006

Vol. Total (ml) 10.65

Vol. muestra (ml) 4

Factor diluciéon 2.6625

Concentracién

4.360513827

Concentracion Seiial
0.0000 2.8480E-07
4.7393 6.9340E-07
9.4786 1.2010E-06
14.2180 1.7060E-06

Pendiente (m) 1.00672E-07

Interseccion (a) | 2.55622E-07

Correlacién RA2 | 0.99875521

Vol. Total (ml) 10.65

Vol. muestra (ml) 4

Factor dilucién 2.6625

Concentracién | 6.760470439

Amperios (A) vs Concentracion

3.000E-06
2.500E-06

2.000E-06

1.500E-06

1.000E-06

5000607 -,
- 800E-07
0.000E+00

0.0000 2.0000 4.0000 6.0000 80000

Amperios (A) vs Concentracion
1.8000E-06
1.6000E-06
1.4000E-06
1.2000E-06
1.0000E-06
8.0000E-07
6.0000E-07
4.0000E-07 .
20000607 |

0.0000E+00

0.0000 2.0000 4.0000 6.0000 8.0000

Concentracion

4.868633234

Concentracién Sefal . s
Amperios (A) vs Concentracion
0.0000 2.247E-07
2.000E-06
4.7393 6.943E-07 1800506
9.4786 1.188E-06 | ,oooroe
14.2180 1.776E-06 1.400E-06 .
Pendiente (m) 1.08615E-07 | 1200E-06 ....-"0'..1A188E-06
Interseccién (a) | 1.98612E-07 | 1000506 ' ’
Correlacién R"2 | 0.998587664 zzzgig R
Vol. Total (ml) 10.65 000507
Vol. muestra (ml) 4 5 000E07 ®*2.247E-07
Factor dilucion 2.6625 0.000E+00
0.0000 2.0000 4.0000 6.0000 80000 10.0000 12

10.0000 12.

.0000
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y = 2E-07x + 3E-07
R? =0.9946

@ 2.500E-06

0000 14.0000 16.0000

y = 1E-07x + 3£-07
R?=0.9975

10.0000 12.0000 14.0000 16.0000

y = 1E-07x + 2E-07
R? =0.9972

|8 1776E-06

14,0000 16.0000



Concentracion Senal
0.0000 5.008E-07
9.4339 1.215E-06
18.6915 2.102E-06
27.7777 3.164E-06
36.6972 4.158E-06

Pendiente (m) 1.00889E-07

Interseccién (a) | 3.59489E-07

Correlacién R"2 | 0.996573737

Vol. Total (ml) 10.65

Vol. muestra (ml) 4

Factor dilucidn 2.725

Concentracién

9.709752764

Concentracion Seial
0.0000 5.001E-07
9.4339 1.285E-06
18.6915 2.179E-06
27.7777 3.174E-06
36.6972 4.146E-06

Pendiente (m) 1.00015E-07

Interseccion (a) | 4.04531E-07

Correlacién R"2 | 0.998384279

Vol. Total (ml) 10.65

Vol. muestra (ml) 4

Factor dilucién 2.725

Concentracion

11.02177325

Concentracion Senal
0.0000 4.793E-07
9.4339 1.186E-06
18.6915 2.414E-06
27.7777 3.110E-06
36.6972 4.267E-06

Pendiente (m) 1.03499E-07

Interseccién (a) | 3.74457E-07

Correlacién R"2 | 0.995727165

Vol. Total (ml) 10.65

Vol. muestra (ml) 4

Factor diluciéon 2.725

Concentracion

9.859018621
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10 ppb de Cadmio

Sefal Amperios (A) vs Concentracion (ppb) — v= 1607 + 407
R? =0.9932
4.500E-06

4.000£-06 :
3.5006-06

3.000E-06

2.5006-06 .
2.000E-06 Lo
1.5006-06 '
1.000€-06 _
5000607 @+

0.000E+00
0.0000 5.0000 10.0000 15.0000 20.0000 25.0000 30.0000 35.0000 40.0000

Sefial Amperios (A) vs Concentracion (ppb) = 1£07x +4e-07
R? =0.9968
4.500E-06

4.000E-06
3.500E-06
3.000E-06
2.500E-06
2.000E-06
1500E-06
1.000E-06
5.0006-07 8.+

0.000E+00
0.0000 5.0000 10.0000 15.0000 20.0000 25.0000 30.0000 35.0000 40.0000

Senal Amperios (A) vs Concentracion (ppb)  v=1£07x +4£07
R? =0.9915
4.500E-06

4
4.000E-06 :
3.500E-06

3.000E-06 '
2.500E-06 .
2.000E-06 '

1500E-06

1.000E-06 ‘

5.000E.07 @0+

0.000E+00
0.0000 5.0000 10.0000 15.0000 20.0000 25.0000 30.0000 35.0000 40.0000
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Concentracién Seiial Sefial Amperios (A) vs Concentracion (ppb) - 107 + 4607
0.0000 4.813E-07 R? =0.9946
9.4339 1.186€-06| .
18.6915 2.340E-06] “*"°
27.7777 3.080E-06| " )

36.6972 4.098E-06| 000506 -

Pendiente (m) | 9.946E-08 | 2°00E05 .

Interseccion (a) | 3.95055E-07 | 2000E06 ’

Correlacion R"2 | 0.997284942 | 1500:06

Vol. Total (ml) 10.65 1.000E-06 . ‘

Vol. muestra (ml) 4 5.000E-07 o
Factor dilucidn 2.725 0.000E400
Concentracion 10.82370644 0.0000 5.0000 10.0000 15.0000 20.0000 25.0000 30.0000 35.0000 40.0000

Sefial Amperios (A) vs Concentracion (ppb) v=i§f?iX9;925Ef°7

Concentracion Senal
0.0000 2.153E-07
9.4339 6.751E-07
18.6915 1.129E-06
27.7777 1.613E-06
36.6972 2.088E-06

Pendiente (m) 5.10383E-08

Interseccién (a) | 1.98848E-07

Correlacién RA2 | 0.999739931

Vol. Total (ml) 10.65

Vol. muestra (ml) 4

Factor dilucidn 2.725

Concentracion

2.500E-06
2.000E-06
1.500E-06
1.000E-06
5.000E-07

o

0.000E+00
0.0000

10.61672744

Concentracion Seiial
0.0000 2.113E-07
9.4339 6.712E-07
18.6915 1.127E-06
27.7777 1.561E-06
36.6972 2.056E-06

Pendiente (m) 4.9905E-08

Interseccién (a) | 2.01056E-07

Correlaciéon R*2 | 0.999666303

Vol. Total (ml) 10.65

Vol. muestra (ml) 4

Factor dilucién 2.725

Concentracion | 10.97843524

5.0000 10.0000 15.0000 20.0000 25.0000 30.0000 35.0000 40.0000

y = 5E-08x + 2E-07

Sefal Amperios (A) vs Concentracion (ppb) e

2.500E-06
2.000E-06
1.500E-06
1.000E-06
5.000E-07

o

0.000E+00

0.0000 5.0000 10.0000 15.0000 20.0000 25.0000 30.0000 35.0000 40.0000



Concentracion Senal
0.0000 3.710E-07
13.8888 1.851E-06
27.7777 3.328E-06
41.6640 4.015E-06

Pendiente (m) | 8.93506E-08

Interseccion (a) | 5.29843E-07

Correlacién R*2 | 0.988005604

Vol. Total (ml) 10.8

Vol. muestra (ml) 4

Factor diluciéon 2.7

Concentracion |16.01083018

Concentracion Sedal
0.0000 3.450E-07
13.8888 1.808E-06
27.7777 3.009E-06
41.6640 3.979E-06

Pendiente (m) | 8.71469E-08

Interseccion (a) | 4.69751E-07

Correlacién R"2 | 0.995877907

Vol. Total (ml) 10.8

Vol. muestra (ml) 4

Factor dilucién 2.7

Concentracion | 14.55389216

Concentracién Seiial
0.0000 3.409E-07
13.8888 1.826E-06
27.7777 3.011E-06
41.6640 4.025E-06

Pendiente (m) | 8.81139E-08

Interseccidon (a) | 4.65081E-07

Correlacién R"2 | 0.996263623

Vol. Total (ml) 10.8

Vol. muestra (ml) 4

Factor dilucidon 2.7

Concentraciéon |14.25107798
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15 ppb de Cadmio

y = 9E-08x + 5E-07

Sefal Amperios (A) vs Concentracion (ppb)
R?=0.9762

4500606
4,000€-06
3.500€-06
3.000€-06
2.500€-06
2.000E-06
150006
LOOOE06 |
5000607 ¢

0.000E+00
0.0000 5.0000 10.0000 15.0000 20.0000 25.0000 30.0000 35.0000 40.0000 45.0000

y = 9E-08x + 5E-07
R?=0.9918

Sefial Amperios (A) vs Concentracion (ppb)
4.500E-06
4.000E-06
3.500E-06
3.000E-06
2.500E-06
2.000E-06
1.500E-06
1.000E-06 .
5000607 ¢

0.000E+00
0.0000 5.0000 10.0000 15.0000 20.0000 25.0000 30.0000 35.0000 40.0000 45.0000

y = 9E-08x + 5E-07
R? =0.9925

Sefal Amperios (A) vs Concentracion (ppb)
4.500E-06
4.000E-06
3.500E-06
3.000E-06
2.500E-06
2.000E-06
1.500E-06
1.000E-06 .
5.000E-07 4+

0.000E+00
0.0000 5.0000 10.0000 15.0000 20.0000 25.0000 30.0000 35.0000 40.0000 45.0000



Concentracion Seiial
0.0000 3.710E-07
13.8888 1.862E-06
27.7777 3.042E-06
41.6640 4.018E-06

Pendiente (m) | 8.72765E-08

Interseccidén (a) | 5.05051E-07

Correlacién R"2 | 0.995482393

Vol. Total (ml) 10.8

Vol. muestra (ml) 4

Factor dilucién 2.7

Concentracién

15.62432049
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y = 9E-08x + 5E-07

Sefal Amperios (A) vs Concentracién (ppb) oo

4.500E-06
4.000E-06
3.500E-06
3.000E-06
2.500E-06
2.000E-06
1.500E-06
1.000E-06
5000607 ¢

0.000E+00
0.0000 5.0000 10.0000 15.0000 20.0000 25.0000 30.0000 35.0000 40.0000 45.0000

Concentracién Seiial ~ . ” = OF-08x + 5E-07
Senal Amperios (A) vs Concentracion (ppb v
0.0000 3.457E-07 P ) (PPb) R =0.9923
4.500E-06
13.8888 1.801E-06
4.000E-06 d
27.7777 3.042E-06
3.500E-06
41.6640 4.015E-06) , o .
Pendiente (m) | 8.81975E-08 | , ., ¢
Interseccidn (a) | 4.6354E-07 | , 00e06
Correlacién R"2 | 0.996140536 | 500506 B
Vol. Total (ml) 10.8 1.000E-06 .
Vol. muestra (ml) 4 5.000E-07 .
Factor dilucidn 2.7 0.000E+00
Concentracion | 14.1904102 0.0000 50000 10.0000 15.0000 20.0000 25.0000 30.0000 35.0000 40.0000 45.0000
Concentracién Sefal Sefal Amperios (A) vs Concentracion (ppb)
0.0000 3.214E-07 V= E O AR
4.500E-06 R®=0.9097
13.8888 1.961E-06
4.000E-06
27.7777 2.024E-06 N
3.500€-06
41.6640 3.816E-06] . ...
Pendiente (m) | 7.59408E-08 | ,. ...
Interseccion (a) | 4.48554E-07 | , 0006 . .
Correlacién R"2 | 0.953768862 | 1 5qor06 .
Vol. Total (ml) 10.8 1.000E-06
Vol. muestra (ml) 4 5.000E-07 .
Factor dilucién 2.7 0.000E+00
Concentraci()n 15.94791806 0.0000 5.0000 10.0000 15.0000 20.0000 25.0000 30.0000 35.0000 40.0000 45.0000




Concentracion Seiial
0.0000 4.308E-07
18.0100 1.465E-06
36.0300 2.161E-06
54.0540 3.562E-06

Pendiente (m) | 5.59973E-08

Interseccién (a)| 3.91457E-07

Correlacién R"2| 0.991471994

Vol. Total (ml) 11.1

Vol. muestra (ml 4

Factor dilucién 2.775

Concentracion

19.39900778

Concentracion Seiial
0.0000 4.636E-07
18.0100 1.374E-06
36.0300 2.162E-06
54.0540 3.503E-06

Pendiente (m) 5.49797E-08

Interseccién (a)| 3.89907E-07

Correlacién R"2| 0.993040311

Vol. Total (ml) 11.1

Vol. muestra (ml 4

Factor dilucidn 2.775

Concentracion

19.67987225

Concentracion Seiial
0.0000 4.899E-07
18.0100 1.415E-06
36.0300 2.270E-06
54.0540 3.496E-06

Pendiente (m) | 5.47968E-08

Interseccién (a)| 4.36923E-07

Correlacién RA2| 0.996706783

Vol. Total (ml) 11.1

Vol. muestra (ml 4

Factor dilucidn 2.775

Concentracion

22.12648488
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20 ppb de Cd

Senal Amperios (A) vs

Concentracion (ppb) y = 6E-08x + 4E-07

R?=0.983
4.000E-06

3.500E-06 [ ]

3.000E-06

2.500E-06

2.000E-06

1.500E-06 .

1.000E-06

5.000E-07 @

0.000E+00
0.0000 10.0000 20.0000 30.0000 40.0000 50.0000 60.0000

Sefial Amperios (A) vs Concentracion (ppb) - se.os + ac.07

R? =0.9861
4.000E-06

3.500E-06 .
3.000€-06 '
2.500E-06

2.000E-06

1.500E-06

1.000E-06

5.000E07 @er"

0.000E+00

0.0000 10.0000 20.0000 30.0000 40.0000 50.0000 60.0000

Sefal Amperios (A) vs Concentracion (ppb) = s-osx + ae-07

R?=0.9934
4.000E-06

3.500E-06 K
3.000E-06 B
2500606

2.000E-06

1500€-06 .
1.000E-06 - !

5.000E-07 @

0.000E+00

0.0000 10.0000 20.0000 30.0000 40.0000 50.0000 60.0000



Concentracion Seiial
0.0000 4.400E-07
18.0100 1.471E-06
36.0300 2.038E-06
54.0540 3.550E-06

Pendiente (m) | 5.49286E-08

Interseccidn (a)| 3.90388E-07

Correlacién RA2| 0.984350616

Vol. Total (ml) 11.1

Vol. muestra (ml 4

Factor dilucidn 2.775

Concentracion

19.72245215

Concentracion Senal
0.0000 4.596E-07
18.0100 1.435E-06
36.0300 2.017E-06
54.0540 3.590E-06

Pendiente (m) | 5.53517E-08

Interseccidon (a)| 3.79602E-07

Correlacién RA2| 0.981911647

Vol. Total (ml) 11.1

Vol. muestra (ml 4

Factor dilucidn 2.775

Concentracion

19.03096486

Concentracion Seifial
0.0000 6.843E-07
18.0100 2.073E-06
36.0300 3.425E-06
54.0540 5.155E-06

Pendiente (m) | 8.19406E-08

Interseccidn (a)| 6.20004E-07

Correlacién R"2|  0.99828204

Vol. Total (ml) 11.1

Vol. muestra (ml 4

Factor dilucidn 2.775

Concentracion

20.99704415
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Sefial Amperios (A) vs Concentracion (ppb) - se.os + 4607

4.000E-06
3.500E-06

3.000E-06

2.500E-06

2.000E-06 R
1500606 q

1.000E-06 .

5000507 gt

0.000E+00

0.0000 10.0000 20.0000 30.0000 40.0000

Sefal Amperios (A) vs Concentracion (ppb)

400006
3.500£-06

3.000E06

250006

200006 .
1500E-06 .

1000E-06 :

5000607 @

0.000E+00

0.0000 10.0000 20.0000 30.0000 40.0000

Sefal Amperios (A) vs Concentracion (ppb)
6.000E-06

5.000E-06

4.000E-06

3.000E-06

2.000€-06 '

1.000E-06 .

0.000E+00

0.0000 10.0000 20.0000 30.0000 40.0000

R? =0.9689

50.0000 60.0000

y = 6E-08x +4E-07
R? =0.9642

50.0000 60.0000

y = 8E-08x + 6E-07
R? =0.9966

50.0000 60.0000
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ANEXO N° 3
CURVAS DE CALIBRACION PARA 5,10, 15Y 20 ppb DE
PLOMO (Pb II)



1)
CONCENTRACION| SENAL
0 1.848E-06
4.739 3.353E-06
9.43E+00 4.727E-06
m 3.0522E-07
a 1.8675E-06
R 0.99972365
[Pb] ppb 6.11827842
2)
CONCENTRACION| SENAL
0 1.848E-06
4.739 3.583E-06
9.43E+00 4.725E-06
m 3.0509E-07
a 1.9441E-06
R 0.99331529
[Pb] ppb 6.37215165
3)
CONCENTRACION| SENAL
0 1.824E-06
4.739 3.565E-06
9.43E+00 4.917E-06
m 3.2795E-07
a 1.8861E-06
R 0.9975698
[Pb] ppb 5.75102929

5 ppb Pb

Sefial Amperios (A) vs Concentracion(ppb)

5.000E-06
4.000E-06

1.000E-06

0.000E+00
2 10 1 2 3 4 5 6
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y = 3E-07x + 2E-06
R?=0.9994

8§ 9 10 11

Sefial Amperios (A) vs Concentracién(ppb) ¥ =307 + 206

6.000E-06

4.000E-06

;10 1 2 3 4 5 6

Sefial Amperios (A) vs Concentracion(ppb)

-7 -6 -5

6.000E-06
5.000E-06
4.000E-06

0.000E+00
4 3 22

R? =0.9867

y = 3E-07x + 2E-06
R? =0.9951

-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11



4)
CONCENTRACION| SENAL
0 1.799E-06
4.739 3.497E-06
9.43E+00 5.079E-06
m 3.4773E-07
a 1.8156E-06
R 0.99984404
[Pb] ppb 5.22138759
3)
CONCENTRACION| SENAL
0 1.716E-06
4.739 3.411E-06
9.43E+00 4.905E-06
m 3.381E-07
a 1.7468E-06
R 0.99943491
[Pb] ppb 5.16657072
6)
CONCENTRACION| SENAL
0 4.859E-07
4.739 9.031E-07
9.43E+00 1.513E-06
m 1.089E-07
a 4.531E-07
R 9.939E-01
[Pb] ppb 4.163E+00

Sefial Amperios (A) vs Concentracion(ppb

Sefial Amperios (A) vs Concentracion(ppb)

Sefial Amperios (A) vs Concentracion(ppb)

6.000E-06
5.000E-06
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1)
CONCENTRACION| SENAL
0 4.646E-06
9.433 7.003E-06
18.6915 1.115E-05
m 3.4766E-07
a 4.3404E-06
R 0.98675004
[Pb] ppb 12.4848011
2)
CONCENTRACION| SENAL
9.433 7.638E-06
18.6915 1.101E-05
m 3.6421E-07
a 4.2024E-06
R 1
[Pb] ppb 11.5386557
3)
CONCENTRACION| SENAL
0 4.420E-06
9.433 7.686E-06
18.6915 1.153E-05
m 3.8028E-07
a 4.3136E-06
R 0.99863316
[Pb] ppb 11.3432598
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10 ppb (Pb)

Sefial Amperios (A) vs Concentraciéon(ppb)
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4)
CONCENTRACION| SENAL
0 4.608E-06
9.433 7.792E-06
18.6915 1.196E-05
m 3.9316E-07
a 4.4342E-06
R 0.99659799
[Pb] ppb 11.2784083
5)
CONCENTRACION|] SENAL
0 4.741E-06
9.433 7.424E-06
18.6915 1.171E-05
m 3.7257E-07
a 4.4656E-06
R 0.99057289
[Pb] ppb 11.9860601
6)
CONCENTRACION|] SENAL
0 6.947E-07
9.433 1.327E-06
18.6915 1.893E-06
m 6.4119E-08
a 7.038E-07
R 0.99964775
[Pb] ppb 10.9765378
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Senal Amperios (A) vs Concentracion(ppb)

1.500E-05
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1)

CONCENTRACION| SENAL
0 3.278E-06
13.888 6.577E-06
27.77 9.999E-06
m 2.42E-07
a 3.257E-06
R 0.9999429
[Pb] ppb 13.458458
2)
CONCENTRACION| SENAL
0 3.605E-06
13.888 6.928E-06
27.77 1.050E-05
m 2.483E-07
a 3.563E-06
R 0.9997801
[Pb] ppb 14.35127
3)
CONCENTRACION| SENAL
0 3.680E-06
13.888 7.172E-06
27.77 1.071E-05
m 2.532E-07
a 3.672E-06
R 0.9999924
[Pb] ppb 14.505514
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15 ppb (Pb

y = 2E-07x + 3E-06

Senal Amperios (A) vs Concentracion
R? = 0.9999

1.200E-05
1O00E-05 | »
go00E06 | e
6000606 | e
2000606 | __coenee T

2.000E-06

0.000E+00

y = 2E-07x + 4E-06
R? =0.9996

Seial Amperios (A) vs Concentracion
1.200E-05

1.000E-05 | et

8.000E-06
6.000E-06

4.000E-06 ¢
2.000E-06

0.000E+00
(6] 5 10 15 20 25 30

Sefal Amperios (A) vs Concentracion y = 2E-07x + 4E-06

R? = 0.9996
1.200E-05

1.000E-05 et

8.000E-06
6.000E-06 | ettt
4.000E-06 g.ove"""

2.000E-06

0.000E+00



4)
CONCENTRACION| SENAL
0 3.710E-06
13.888 7.440E-06
27.77 1.017E-05
m 2.326E-07
a 3.876E-06
R 0.9960411
[Pb] ppb 16.663526
5)
CONCENTRACION| SENAL
0 3.650E-06
13.888 7.665E-06
27.77 1.008E-05
m 2.315E-07
a 3.916E-06
R 0.9898551
[Pb] ppb 16.913819
6)
CONCENTRACION| SENAL
0 3.450E-06
13.888 6.477E-06
27.77 9.999E-06
m 2.3583E-07
a 3.3673E-06
0.99904375
[Pb] ppb 14.2785056

Sefal Amperios (A) vs Concentracion
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1)

CONCENTRACION | SENAL
0 3.326E-06
18.01 6.826E-06
36.03 9.752E-06
m 1.783E-07
a 3.422E-06
R 0.9986646
[Pb] ppb 19.18695
2)
CONCENTRACION | SENAL
0 3.671E-06
18.01 6.935E-06
36.03 1.030E-05
m 1.84E-07
a 3.654E-06
R 0.9999627
[Pb] ppb 19.862774
3)
CONCENTRACION | SENAL
0 3.527E-06
18.01 6.710E-06
36.03 1.000E-05
m 1.797E-07
a 3.509E-06
R 0.999956
[Pb] ppb 19.534327

20 ppb (Pb)

Senal Amperios (A) vs Concentracion
1.200E-05
1.000E-05
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y = 2E-07x + 3E-06

R? =0.9973
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4)
CONCENTRACION SENAL | sefial Amperios (A) vs Concentracion VS 207 1 SE0s
0 3.372E-06 1.200E-05 ’
18.01 6.970E-06 | tocoeos e .
36.03 1.004E-05 | =oooeos P
m 1 '851 E_07 BOO0E | T
a 3_46E-06 4.000E-06 PEE Tl
R 0.9989493 | ~
[Pb] ppb 18.697767 | 0 5 10 15 20 25 30 35 40
5)
CONCENTRAC|ON SENAL Senal Amperios (A) vs Concentracion y= isgz;g;;fos
0 3.840E-06 1.200E-05 i
18.01 6.890E-06 | roooe0s e o
36.03 1.062E-05 | s.000e-06 EETEU
m 1 .882E_07 GO00E0 |t
a 3.727E-06 | “00008 e
R 0.9983369 | "
[Pb] ppb 19.805417 o s 10 15 20 25 30 35 40
6)
CONCENTRAC|ON SENAL Sefial Amperios (A) vs Concentracion y= is—géxg;g—os
0 4.016E-06 | 1:200e05
18.01 6.970E-06 | tovoros e .
36.03 1.062E-05 | “oooe PRI &
m 1 833E-07 BO00E08 |
2 39E06 | T
R 0.9981636 0.000E+00
[Pb] ppb 21.278844 0 5 10 15 20 25 30 35 40
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ANEXO N’ 4
CONCENTRACIONES PARA DETERMINAR EL LIMITE
DE DETECCION Y CUANTIFICACION DE MERCURIO
Hg(II)



Muestras de 1 ppb de Mercurio (Hq(ll))

Concentracion

Senal

Concentracion

Senal

0.000

3.889E-07

0.000

3.921E-07

0.990

8.663E-07

0.990

9.214E-07

1.960

1.524E-06

1.960

1.519E-06

2.912

2.213E-06

2.912

2.249E-06

Pendiente (m)

6.311E-07

Pendiente (m)

6.351E-07

Interseccion (a)

3.232E-07

Interseccion (a)

3.397E-07

Correlacion R"2

0.996025

Vol. Total (ml)

10.1

Correlacion R2

0.9966389

Vol. Total (ml)

10.1

\ol. muestra (ml)

4

Factor dilucion

2.525

\Vol. muestra (ml)

4

Concentracién

1.2930799

Factor dilucion

2.525

Concentracion

1.3506105

Concentracion

Senal

0.000

4.185E-07

0.990

1.081E-06

1.960

1.422E-06

2.912

2.249E-06

Pendiente (m)

6.006E-07

Interseccion (a)

4.125E-07

Correlaciéon R”2

0.9880689

Vol. Total (ml)

10.1

\ol. muestra (ml)

4

Factor dilucion

2.525

Concentracion

1.7343706

Concentracion

Senal

0.000

3.985E-07

0.990

9.214E-07

1.960

1.521E-06

2.912

2.166E-06

Pendiente (m)

6.078E-07

Interseccion (a)

3.61E-07

Correlacion R*2

0.9984739

Vol. Total (ml)

10.1

\Vol. muestra (ml)

4

Factor dilucion

2.525

Concentracion

1.4997367

Concentracion

Senial

Concentracion

Sefial

0.000

3.650E-07

0.000

3.789E-07

0.990

9.214E-07

0.990

9.214E-07

1.960

1.519E-06

1.960

1.519E-06

2.912

2.249E-06

2.912

2.169E-06

Pendiente (m)

6.435E-07

Pendiente (m)

6.146E-07

Interseccion (a)

3.206E-07

Interseccion (a)

3.464E-07

Correlacion R"2

0.9973928

Correlacion R*2

0.998799

Vol. Total (ml)

10.1

Vol. Total (ml)

10.1

\ol. muestra (ml)

4

\Vol. muestra (ml)

4

Factor dilucion

2.525

Factor dilucion

2.525

Concentracién

1.2578495

Concentracion

1.4230237




Concentracion Senal
0.000 3.958E-07
0.990 9.214E-07
1.960 1.511E-06
2.912 2.199E-06

Pendiente (m) | 6.177E-07

Interseccion (a) | 3.515E-07

Correlacion R*2| 0.9975907

Vol. Total (ml) 10.1

Vol. muestra (ml) 4

Factor dilucion 2.525

Concentracion | 1.4369428

Concentracion Senal
0.000 3.990E-07
0.990 9.214E-07
1.960 1.452E-06
2.912 2.030E-06

Pendiente (m) | 5.586E-07

Interseccion (a) | 3.819E-07

Correlacion R*2| 0.9994738

Vol. Total (ml) 10.1

\Vol. muestra (ml) 4

Factor dilucion 2.525

Concentracion | 1.726267

CHIN232A lectrochemical Analyzer - [CAUsers\Verit

heEds sTO rn e

AG A

EnrFe
34 |
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Concentracion Senal
0.000 3.857E-07
0.990 9.214E-07
1.960 1.586E-06
2.912 2.239E-06

Pendiente (m) | 6.41E-07

Interseccion (a) | 3.436E-07

Correlacion R*2| 0.998448

Vol. Total (ml) 10.1

\Vol. muestra (ml) 4

Factor dilucién 2.525

Concentracion | 1.3535269

Concentracion Senal
0.000 4.185E-07
0.990 9.214E-07

1.960 1.446E-06
2.912 2.091E-06
Pendiente (m) | 5.707E-07
Interseccion (a) | 3.829E-07
Correlacion R*2| 0.9976671
Vol. Total (ml) 10.1
\Vol. muestra (ml) 4
Factor dilucion 2.525
Concentracion | 1.6942332
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ANEXO N’ 5
CURVAS DE CALIBRACION PARA 5,10, 15 Y 20 ppb DE
MERCURIO (Hg(II))



1)

Concentraciéon| Senal
0.0000 9.401E-08
4.9750 1.646E-07
9.9000 2.473E-07
14.7700 3.215E-07
19.6000 4.084E-07

29.1200 5.300E-07
Pendiente (m) | 1.527E-08
interseccion (a)| 9.487E-08

Correlacion R*2| 0.9986913

concentracion | 6.2133033

2)

Concentracion| Senal
0.0000 9.350E-08
4.9750 1.636E-07
9.9000 2.453E-07
14.7700 3.115E-07
19.6000 4.084E-07

29.1200 5.300E-07
Pendiente (m) | 1.528E-08
interseccion (a)| 9.253E-08

Correlacion R*2[ 0.9984553

concentracion | 6.0568192

3)

Concentracion| Senal
0.0000 9.301E-08
4.9750 1.596E-07
9.9000 2.483E-07

14.7700 3.215E-07
19.6000 4.094E-07
29.1200 5.400E-07
Pendiente (m) | 1.566E-08
interseccion (a)| 9.07E-08

Correlacion R*2| 0.9989752

concentracion | 5.7902523
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. . y = 2E-08x + 9E-08

Corriente Vs Concentracion R? = 0.9574
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Concentracion| Senal
0.0000 9.280E-08
4.9750 1.656E-07
9.9000 2.483E-07
14.7700 3.225E-07
19.6000 4.004E-07
29.1200 5.100E-07

Pendiente (m) | 1.46E-08
interseccion (a)| 9.923E-08

Correlacion R"2| 0.9974854

concentracion | 6.7963021

5)

Concentraciéon| Senal
0.0000 9.401E-08
4.9750 1.646E-07
9.9000 2.473E-07
14.7700 3.295E-07
19.6000 4.084E-07
29.1200 5.300E-07

Pendiente (m) | 1.529E-08
interseccion (a)| 9.588E-08

Correlacion R*2| 0.9984221

concentracion | 6.2691261

6)

Concentracion| Senal
0.0000 9.290E-08
4.9750 1.546E-07
9.9000 2.493E-07
14.7700 3.315E-07
19.6000 3.984E-07
29.1200 5.400E-07

Pendiente (m) | 1.564E-08
interseccion (a)| 9.024E-08

Correlacion R"2| 0.9987155

concentracion | 5.7712193
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y = 1E-08x + 1E-07

Corriente Vs Concentracion R? = 0.995
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5.000E-07 A
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1)

Concentracién Seinal
0.0000 1.428E-07
9.9000 2.853E-07
19.6000 4.230E-07
29.1200 5.394E-07
38.4600 6.966E-07
56.6000 9.250E-07

Pendiente (m) | 1.388E-08
interseccion (a) | 1.466E-07

Correlacién R*2 | 0.9994027

concentracion | 10.560735
2)

Concentracion Senal
0.0000 1.572E-07
9.9000 2.845E-07
19.6000 4.255E-07
29.1200 5.456E-07

38.4600 6.914E-07
56.6000 9.402E-07
Pendiente (m) 1.39E-08
interseccion (a) | 1.513E-07

Correlacién RA2 | 0.9997487

concentracion | 10.879453
3)

Concentraciéon Seial
0.0000 1.392E-07
9.9000 2.673E-07
19.6000 4.324E-07

29.1200 5.299E-07
38.4600 6.730E-07
56.6000 9.493E-07
Pendiente (m) | 1.423E-08
interseccion (a) | 1.34E-07
Correlaciéon R"2 | 0.9988464

concentracion

9.4151592

Corriente (A)

Corriente (A)

Corriente (A)

10 ppb (Hq(ll)

Corriente Vs Concentracion

1.000E-06

9.000E-07

8.000E-07 -
7.000E-07 e
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4)

Concentraciéon Seinal
0.0000 1.399E-07
9.9000 2.821E-07
19.6000 4.489E-07

29.1200 5.523E-07
38.4600 6.984E-07
56.6000 9.304E-07
Pendiente (m) | 1.398E-08
interseccion (a) | 1.507E-07

Correlaciéon R*2 | 0.9987507

concentracion | 10.781652
3)

Concentracion Senal
0.0000 1.528E-07
9.9000 2.985E-07
19.6000 4.319E-07

29.1200 5.525E-07
38.4600 6.984E-07
56.6000 9.280E-07
Pendiente (m) | 1.371E-08
interseccion (a) | 1.593E-07

Correlacién RA2 | 0.9996179

concentracion | 11.619925
6)

Concentracién Seinal
0.0000 1.453E-07
9.9000 2.998E-07

19.6000 4.578E-07
29.1200 5.310E-07
38.4600 6.968E-07
56.6000 9.355E-07
Pendiente (m) | 1.378E-08
interseccion (a) | 1.581E-07
Correlacién R*2 | 0.9975289
concentracion | 11.471249

Corriente (A)

Corriente (A)

Corriente (A)

1.000E-06
9.000E-07
8.000E-07
7.000E-07
6.000E-07
5.000E-07
4.000E-07
3.000E-07
2.000E-07
1.000E-07 *

0.000E+00
0.0000

1.000E-06
9.000E-07
8.000E-07
7.000E-07
6.000E-07
5.000E-07
4.000E-07
3.000E-07
2.000E-07 Pe
1.000E-07
0.000E+00
0.0000

1.000E-06
9.000E-07
8.000E-07
7.000E-07
6.000E-07
5.000E-07
4.000E-07
3.000E-07
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Corriente Vs Concentracion y = 1E-08x + 26-07

R? =0.9975
)
i
e’
0.
X
10.0000 20.0000 30.0000 40.0000 50.0000 60.0000

Concentracion (ppb)

Corriente Vs Concentracion y = 1E-08x + 2E-07

R? =0.9992
)
N
I
I
B
10.0000 20.0000 30.0000 40.0000 50.0000 60.0000

Concentracion (ppb)

Corriente Vs Concentracidon y = 1E-08x + 2E-07

2.000E-07 | oot

[ ]
1.000E-07
0.000E+00
0.0000

R? =0.9951
.0
.
e
-‘..'
10.0000 20.0000 30.0000 40.0000 50.0000 60.0000

Concentracién (ppb)



1)

Concentracion Senal
0.0000 2171E-07
14.7700 4.269E-07
29.1200 6.290E-07
43.0600 8.096E-07
56.6000 1.044E-06
82.5600 1.359E-06

Pendiente (m) | 1.39697E-08
interseccion (a)| 2.21152E-07

Correlacion R*2| 0.999152533

concentracion | 15.83083906
2)

Concentraciéon Senal
0.0000 2.003E-07
14.7700 4.332E-07
29.1200 6.386E-07
43.0600 8.403E-07
56.6000 1.008E-06
82.5600 1.339E-06

Pendiente (m) | 1.37418E-08
interseccion (a)| 2.25372E-07

Correlacion R*2| 0.998910361

concentracion 16.4004318

3)

Concentracion Senal
0.0000 1.910E-07
14.7700 4.384E-07

29.1200 6.299E-07
43.0600 8.310E-07
56.6000 1.028E-06
82.5600 1.319E-06

Pendiente (m) | 1.36822E-08

interseccion (a)| 2.23935E-07

Correlacion R?2| 0.9977786

concentracion

16.366809

15 ppb (Hq(ll)

Corriente Vs Concentracion

1.600E-06
1.400E-06
1.200E-06
1.000E-06 e

8.000E-07

6.000E-07 L

Corriente (A)

4.000E-07 oL o
2.000E-07 @

0.000E+00

0.0000 15.0000 30.0000 45.0000 60.0000

Concentracion (ppb)

Corriente Vs Concentracion

1.600E-06

1.400E-06

1.200E-06

1.000E-06 .
8.000E-07 I Xl

6.000E-07 o

Corriente (A)

4.000E-07 *

2.000E-07 @

0.000E+00

0.0000 15.0000 30.0000 45.0000 60.0000

Concentracion (ppb)

Corriente Vs Concentracion

1.600E-06
1.400E-06

1.200E-06
1.000E-06 P T
8.000E-07 i

6.000E-07 oo

Corriente (A)

4.000E-07 .

2.000E07 ¢

0.000E+00

0.0000 15.0000 30.0000 45.0000 60.0000

Concentracion (ppb)
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y = 1E-08x + 2E-07
R? =0.9983

75.0000  90.0000

y = 1E-08x + 2E-07
R? =0.9978

75.0000  90.0000

y = 1E-08x + 2E-07
R? = 0.9956

75.0000  90.0000



4)

Concentracion Senal
0.0000 1.863E-07
14.7700 4.267E-07
29.1200 6.224E-07
43.0600 8.268E-07
56.6000 1.030E-06
82.5600 1.328E-06

Pendiente (m) | 1.38924E-08
interseccion (a)| 2.13166E-07

Correlacion R?2| 0.99823714

concentracion 15.344081

5)

Concentracion Senal
0.0000 2.525E-07
14.7700 4.934E-07
29.1200 7.394E-07
43.0600 9.665E-07
56.6000 1.171E-06
82.5600 1.632E-06

Pendiente (m) | 1.66157E-08
interseccion (a)| 2.49636E-07

Correlaciéon R"2| 0.999785387

concentracion | 15.02409636

6)

Concentracion Senal
0.0000 2.533E-07
14.7700 5.012E-07
29.1200 7.334E-07
43.0600 9.503E-07
56.6000 1.160E-06
82.5600 1.607E-06

Pendiente (m) | 1.62594E-08
interseccion (a)| 2.54797E-07

Correlacion R*2| 0.999823294

concentracion | 15.67071309
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y = 1E-08x + 2E-07
R? = 0.9965

Corriente Vs Concentracion

1.600E-06

1.400E-06

1.200E-06 -
1.000E-06 9
8.000E-07 ’

6.000E-07 ’

Corriente (A)

4.000E-07 o L

2.000E-07 @

0.000E+00

0.0000 15.0000 30.0000 45.0000 60.0000 75.0000 90.0000

Concentracion (ppb)

Corriente Vs Concentracion y = 2E-08x + 2€-07
R? =0.9996

1.800E-06

1.600E-06 .

1.400E-06 [

1.200E-06 .

1.000E-06 .

8.000E-07 -

6.000E-07

4.000E-07

2.000E-07

0.000E+00
0.0000

Corriente (A)

15.0000 30.0000 45.0000 60.0000 75.0000 90.0000

Concentracion (ppb)

Corriente Vs Concentracién y = 2E-08x + 3E-07
R? =0.9996

1.800E-06

1.600E-06 ..

1.400E-06 -

1.200E-06 el

1000E06 g

8000E07 | et

6.000E-07 :

4.000E-07

Corriente (A)

2.000e07 ¢

0.000E+00

0.0000 15.0000 30.0000 45.0000 60.0000 75.0000 90.0000

Concentracion (ppb)



1)
Concentracién Senal
0.0000 7.135E-08
19.61 1.170E-07
38.46 1.776E-07
56.6 2.470E-07
74.07 3.075E-07
107.14 4.131E-07
Pendiente (m) 3.276E-09
interseccion (a) | 6.07079E-08
Correlacién R"2| 0.998256816
concentracion | 18.53110364
2)
Concentraciéon Senal
0.0000 7.048E-08
19.61 1.176E-07
38.46 1.876E-07
56.6 2.531E-07
74.07 3.137E-07
107.14 4.038E-07
Pendiente (m) | 3.21912E-09
interseccion (a) | 6.56346E-08
Correlacion RA2| 0.997950333
concentracion 20.3889916
3)
Concentracion Senal
0.0000 7.286E-08
19.61 1.224E-07
38.46 1.934E-07
56.6 2.596E-07
74.07 3.166E-07
107.14 4.230E-07
Pendiente (m) | 3.34094E-09
interseccion (a) | 6.65574E-08
Correlacién RA2| 0.999035266

concentracion

19.92177597

20 ppb (Hg(ll))

Corriente Vs Concentracion

1.600E-06
1.400E-06
1.200E-06
1.000E-06 et

8.000E-07 e
6.000E-07

Corriente (A)

4.000E-07 L o

2.000E-07 @

0.000E+00

0.0000 15.0000 30.0000 45.0000 60.0000

Concentracion (ppb)

Corriente Vs Concentracion

1.600E-06
1.400E-06
1.200E-06

8.000E-07

6.000E-07 L o
4.000E-07 L

2.000E-07 &

Corriente (A)

0.000E+00

0.0000 15.0000 30.0000  45.0000 60.0000

Concentracion (ppb)

Corriente Vs Concentracion

1.600E-06

1.400E-06

1.200E-06 -
1.000E-06 ’
8.000E-07 '

6.000E-07 '

Corriente (A)

4.000E-07 T

2.000E-07 @

0.000E+00

0.0000 15.0000 30.0000 45.0000 60.0000

Concentracion (ppb)

1.000E-06 ol
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y = 1E-08x + 2E-07
R? =0.9983

75.0000  90.0000

y = 1E-08x + 2E-07
R? =0.9978

75.0000  90.0000

y = 1E-08x + 2E-07

R? =0.9956

75.0000  90.0000



4)
Concentracién Senal
0.0000 7.105E-08
19.61 1.260E-07
38.46 2.019E-07
56.6 2.638E-07
74.07 3.290E-07
107.14 4.277E-07
Pendiente (m) | 3.40805E-09
interseccion (a) | 6.85128E-08
Correlacién R"2| 0.998815667
concentracion | 20.10322949
5)
Concentraciéon Senal
0.0000 7.202E-08
19.61 1.281E-07
38.46 1.970E-07
56.6 2.612E-07
74.07 3.256E-07
107.14 4.243E-07
Pendiente (m) | 3.36011E-09
interseccion (a) | 6.90052E-08
Correlacién RA2| 0.999153132
concentracion | 20.53659305
6)
Concentracion Senal
0.0000 1.756E-07
19.61 3.293E-07
38.46 5.343E-07
56.6 7.186E-07
74.07 8.422E-07
107.14 1.163E-06
Pendiente (m) | 9.28526E-09
interseccion (a) | 1.6928E-07
Correlacién RA2| 0.998929448

concentracion

18.2310243

Corriente Vs Concentracion

1.600E-06

1.400€-06

1.200E-06 -
1.000E-06 0
8.000E-07 !

6.000E-07 Ll

4.000E-07 *

2.000E-07 @

Corriente (A)

0.000E+00

0.0000 15.0000 30.0000 45.0000 60.0000

Concentracion (ppb)

Corriente Vs Concentracion

1.800E-06
1.600E-06
1.400E-06

1.000E-06 -
8.000E-07 ’

Corriente (A)

6.000E-07
4000607 |,
2.000€-07 ¢

0.000E+00

0.0000 15.0000 30.0000  45.0000  60.0000

Concentracion (ppb)

Corriente Vs Concentracion

1.800E-06
1.600E-06
1.400E-06

1.000E-06
8.000E-07
6.000E-07
4.000E-07

Corriente (A)

2.000E-07 ¥

0.000E+00

0.0000 15.0000 30.0000 45.0000 60.0000

Concentracion (ppb)

1.200E-06 .
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y = 1E-08x + 2E-07
R? =0.9965

75.0000  90.0000

y = 2E-08x + 2E-07
R? =0.9996

75.0000  90.0000

y = 2E-08x + 3E-07
R? =0.9996

1.200€-06 —e

75.0000  90.0000
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ANEXO N’ 6
HOJA DE MATERIAL DE REFERENCIA
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@ International Atomic Energy Agency

Analytical Quality Control Services
Wagramer Strasse 5, P.O. Box 100, A-1400 Vienna, Austria

REFERENCE SHEET

REFERENCE MATERIAL

IAEA-407
TRACE ELEMENTS AND METHYLMERCURY IN FISH TISSUE

Date of issue: 24 January 2003

Recommended values: Trace Elements
{Based on dry weight)

Element Concentration ' Std Deviation 95% Confidence Nt
(mg k™) (mg kg™') Interval *(mg ke')
Aluminium 13.8 37 12.4-152 n
Arsenic 12.6 1.2 12.3-129 o0
Bromine 94 9 86— 102 7
Cadmium 0.18% 0.019 0185 -0.193 75
Cobalt 0.10 0.02 0.09 =011 27
Chromium 0.73 0.22 0.67 - 0.79 05
Copper 328 0.40 3.20-336 o0
Iron 146 14 143 - 149 i |
Mercury 0.222 0.024 0.216-0.228 T4
Lithium 0.685 0.094 0.62 -0.74 13
Manganese 3.52 0.32 3.44 - 3.60 o4
Nickel 0.60 0.18 0.55 = 0.65 49
Lead 0.12 0.06 0.10-0.14 6l
Rubidium 2.86 0.40 2.45-3.27 [
Antimony 0.011 0.002 0.010 - D.012 12
Selenium 283 0.38 2.70-2.96 35
Strontium 130 11 125-135 26
Vanadium 143 0.20 1.34-1.52 22
Zinc 67.1 38 66.3 —67.9 03
Me-Hg ¥ 0.200 0.021 0188 - 0212 16

" Mean values expressed on a dry-weight basis.

1 standard deviation of the mean.

z

= 5
*  95% Confidence Interval, |1, defined as X £ f(——). where f is the Student’s 7 value.

N
MNumber of accepted laboratory means which were used to calculate the Recommended values
and confidence intervals about the mean values.
Concentration reported as mg Hg kg™
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ANEXO N7
COEFICIENTE DE VARIACION SEGUN HORWITZ
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Coeficiente de Variacion de Horwitz [CV »): Es el coeficiente de variacion definido por W. Horwitz, a
traves de la ecuacion obtenida de un estudio estadistico. En dicho estudio, Horwitz después de reunir
una serie de datos (provenientes de 150 ensayos de interlaboratorios organizados por A0QAC), observo
que el coeficiente de variacion de los valores medios dados por los diferentes laboratorios aumentaban
a medida gue disminuia la concentracion del analito. Comportindose como muestra la siguiente
grafica, conocida como la trompeta de Horwitz.

= 1% L% Tppm  1pph

La ecuacion de Horwitz, esta definida coma:

vy, = l1-0.5.10g <) & 6,=0.02xc 08405
Dénde:

CV .= Coeficiente de variacion de Horwitz

0 y = Desviacion estandar calculada conforme al modelo de precision de Horwitz.
C= concentracion del analito expresado en potencia de 10 {Ver tabla N2 1).

Este coeficiente de variacion (CV,] esta expresado en potencia de 2, y la concentracion media del
analito expresado como potencia de 10, de esta forma independiente del analito y el método utilizado

se puede estimar @l CV esperado para la precision.
Concentracid Razdn Unidad
(Potencia de 10)
W

=1 10

Tabla w2 1:
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ANEXO N’ 8
MODELO DE CALCULO DE INCERTIDUMBRE



203

CALCULO DE INCERTIDUMBRE

El calculo de la incertidumbre se la realizé a partir de la teoria de propagacién de

errores segun la ecuacion 0.1:

u, = J (i X C3) + (kX CB) + U3pe + Mieriva + Meatibracion + Mostandar

Ecuacién 0.1

Donde:

up = Es la sumatoria de la Incertidumbre tipica de: calibracion, deriva, resolucioén,

estandar, pipetas, balones y varianza.

C, = Es el coeficiente de sensibilidad de la ordenada al origen

U = Es la incertidumbre de la varianza para la pendiente

C.. = Es el coeficiente de sensibilidad de la pendiente

uze. = Incertidumbre de la varianza de las concentraciones
Calculo del coeficiente de sensibilidad de la ordenada al origen Cyp

Se calcula a partir de la derivacion parcial de la ecuacion de la adicion al estandar

que es la siguiente:

bordenada al origen

Conuuestra = Ecuacién 0.2
Mpendiente
d
6= 3]
=[5 (0]
b= ab m m
1 /9,
Cp= —(=
b m<0b>m
Cp, = % Ecuacion 0.3

v/ Calculo del coeficiente de sensibilidad de la pendiente C,,

— 2 2 2 2 2 2 2
ﬂb - \/I'lcalibracién + Hiesolucion + Rieriva + Hse + I“lpipeta + Hpaiones + Hsrp

Ecuacion 0.4
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é‘r:onr:entraciones dia 1

Heatibracion — 73 Ecuacion 0.5
1.037
‘ucalibracién = \/§ = 0.5987
Hresotucion = Res"lu‘—'iéi/l;d L = 0.3>i/1§0_13 Ecuacioén 0.6
‘uresolucic'm =173 X 10_13
Myoring = valor teérico—m:/l;r max. disperso Ecuacion 0.7

_ 5-3.661

Hyeriva = \/E =0.7730

La incertidumbre del estandar se calcula a partir de la ecuacién 0.10.

i) = concentracién de cada nivel
estandar

C1XV1=C2XV2

c¢; = Concentracion inicial del estandar
V; =Alicuota a tomar

¢, = Concentracion a cada nivel

V, = Aforo
|4 . s
c, = C:/—l Ecuacién 0.8
2
‘uSt = 'llCZ

He, = \/ﬂﬁlcﬁl + ﬂ,z,lc12:1 + ﬂ,z,zc12;2
Ecuacion 0.9
U = Incertidumbre tipica de la concentracion inicial (estandar)
C.1 = Coeficiente de sensibilidad de la concentracion inicial
U1 = Incertidumbre tipica de la alicuota a tomar (pipeta)

C,1 =Coeficiente de sensibilidad de la alicuota a tomar
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W2 = Incertidumbre tipica del aforo (balén)

C,, =Coeficiente de sensibilidad del aforo

Los coeficientes de sensibilidad se los obtiene por calculo de diferenciales parciales

C.q= Z—l Ecuacion 0.10
2
C,=2L Ecuacion 0.11
v2
Cp2 = — 611721 Ecuacioén 0.12
v Se realiz6 dos diluciones
Primera diluciéon Segunda dilucion
Solucién a preparar de Solucién a preparar de
c, =1 ppm c, = 0.005 ppm
vy (ml) vy (ml) c1(ppm) vi(ml) vy (ml) c1(ppm)
0.5 500 1000 0.5 100 1

Célculo de coeficientes de sensibilidad para la primera dilucion

c. - vy  0.5ml _ 0001
A7y, 500ml
c 1 x 10° ppb
= A2 PP 5000 ppb/mi

v,  500ml

c1vy _ 1x10°ppb x 0.5ml

Cop = —
vz v, 500% ml

= 2ppb/ml

v Célculo de incertidumbre de la primera dilucién
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Se realiza a partir de la ecuacion 0.10, para la incertidumbre del balon a partir de la

ecuacion 0.14 y 0.15.

— 2 2 . v

Hpz = \/Mcert.calibracién + “temperatura Ecuacion 0.13
a VAT .y

Htemperatura = 73 Ecuacion 0.14

Donde:

a = coeficiente de dilatacién cubica del vidrio = 0.000025°C ~!

_0.000025° C1x500ml x2°C

l’ltemperatura - \/§ =0.01443 ml

i, = +/(0.0035ml)? + (0.01443 ml)?
n,= 0.014

He, = JVI(Appb)? x (0.001)2] + [(1 x 10~ ml)2 x (2000 ppb/ml)2] + [(0.014 ml)2 x (2 ppb/ml)?]

u,, = 0.02968 ppb

Célculo de coeficientes de sensibilidad para la segunda dilucién

vy  0.5ml

€= o= Toomi = * 005
c1 1000 ppb
= — = =1
Cor = = Toomr -~ 10pPpb/ml

C.. = 01171_1000ppb><0.5ml_005 b/ml
vz T, 1002 ml = 0.05ppb/m

v Calculo de incertidumbre de la segunda dilucién

Se realiza a partir de la ecuacion 0.10, para la incertidumbre del balén a partir de la

ecuacion 0.14 y 0.15.



207

— 2 2
l’le - \/Hcert.calibraci(m + l”ltemperatura

aV AT
'u?emperatura = \/§

a = coeficiente de dilatacién cibica del vidrio = 0.000025°C ~1

0.000025 °C 1 x100ml x2°C
H temperatura = \/ﬁ

= 0.002886ml

#,, =/ (0.001ml)? + (0.002886 ml)?
t,, = 0.00305

U, = J[(0.02968 pph)? x (0.005)2] + [(1 x 106 ml)2 x (10 ppb/ml)2] + [(0.00305 ml)Z x (0.05ppb/ml)?]

He, = 0.00021 ppb

v Incertidumbre de las dos diluciones:
A partir de la ecuacion 0.16 se calcula la incertidumbre por dilucién, pipetas

y balones incluidos.

— 2 2 1A
Hee = \/era dilucion + H2da ditucion Ecuacion 0.15

i, = /0.029682 + 0.000212
p,, = 0.029

v Incertidumbre de varianza de la ordenada al origen:

. INTERSECCION CON EL EJE (b)
Nivel
(hglL) D1 D2 D3 D4 D5 Media de media

5ppb 2.7617E-07 2.6045E-07 2.0604E-07 1.6813E-07 1.4257E-07 2.1067E-07

Nivel DIFERENCIAS CUADRATICAS ENTRE TRATAMIENTOS DCB = (pj-u)?
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SDCB = DCMB = SDCB
D1 D2 D3 D4 D5 o
Nj3 (Wj-u)2 la-1
5ppb  4.2904E-15 2.4782E-15 21451E-17 1.8101E-15 4.63835E-15  3.97156E-14 9.9289E-15

v Incertidumbre de la varianza de la pendiente:

Nivel PENDIENTES (m)
(uglL) D1 D2 D3 D4 D5 Media de media
5ppb  1.6470E-07 1.3912E-07 1.1222E-07 9.6218E-08  8.6496E-08 1.1975E-07

DIFERENCIAS CUADRATICAS ENTRE TRATAMIENTOS DCB = (pj-p)?

Nivel .
SDCB = nj> DCMB =
D1 D2 D3 D4 D5 (WiH)2 SDCB / a-1
5ppb 2.0205E-15 3.7507E-16 5.6702E-17 5.5377E-16 1.1058E-15 = 1.2336E-14 3.0839E-15

v' Calculo de la incertidumbre para la primera determinaciéon de 5 ppb de

He = [HBCE+ 12, CE,

Hp = \/l’lgesolucién + nu.SZ‘Rb
oy = /MERm

Usgp = Incertidumbre de la varianza en la ordenada al origen

cadmio

Usrm = Incertidumbre de la varianza en la pendiente

Hp = J(1. 73 x 10-13)2 + (9.9289 x 10-15)2

up =1.7328 x 10713

.uc = \/(”121 X Clzz) + (Mrzn X Crzn) + SRc% + M?ieriva + ugalibraci(m + ”gstandar
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p = J(1. 7328 x 10-13% x 5.543 x 105%) + (3.083 x 10-15% x 7. 624 x 106%) + 0.384* + 0.77302 + 0.59872 + 0.0292

4. =1.05084 ppb

Uexpandida =k x 1.05084 ppb

k=2
Uexpandida = 2.01 ppb~40%

Concentracion de Cadmio = 4.4213 +40%



