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RESUMEN

En este trabajo de investigacion se llevo a cabo un estudio de la cuantificacion de
Pb(I1) y Zn(I1) en seis marcas de cervezas artesanales comercializadas (A, B, C, D,Ey F)
de la ciudad de Quito, mediante Voltametria de Redisolucién Anddica con Pulso Diferencial
(DPASV, por sus siglas en inglés), empleando electrodos de Diamante Dopado en Boro
(BDD, por sus siglas en inglés) y Carbono Tetrahédrico Amorfo Dopado con Nitrégeno (ta
— C:N) como electrodos de trabajo.

La caracterizacion de los electrodos se realizd6 mediante Microscopia de Barrido
Electronico (SEM), Microscopia de Fuerza Atomica (AFM) y electroquimicamente
mediante Voltametria ciclica. Posteriormente se procedio a validar el método DPASV para
la deteccion de Pb(I1) y Zn(11). Se estudid la presencia de Pb(l1) y Zn(Il) en las 6 marcas de
cervezas artesanales propuesta mediante DPASV; las muestras fueron tomada en los sectores
en Quito: La Foch, La Y y La Pradera. Los resultados obtenidos fueron validados con
respecto a lo obtenido por espectroscopia de absorciéon atomica (AAS, por sus siglas en
inglés), en un equipo certificado. Ademas, se verifico si las cervezas analizadas cumplen con
la norma NTE INEN 2262,

Los resultados indican que el ta — C:N es incapaz de detectar Pb(Il) y Zn(ll) en las
condiciones que fue probado, ademés, posee una corriente capacitiva muy alta y una
superficie poco reactiva frente al ferricianuro de potasio, por lo que, se decidi6 no realizar
los estudios con este electrodo. Para el caso del BDD se obtuvo sefiales muy bien definidas
para la deteccion de Pb(ll) y Zn(Il), las curvas cumplen con pardmetro de linealidad para
ambos analitos, para el Pb(ll) se logré6 cumplir mejores medidas con mayor precision
(repetibilidad y reproducibilidad) y exactitud que para el Zn(ll), por lo que, la técnica
DPASYV es recomendable solo para Pb(Il). Con respecto al anélisis de estos metales en las
muestras de cerveza artesanal, la cerveza A tiene mayor contenido de Pb(ll), 0,2740 mg L
1 F tiene mayor contenido de Zn(ll), 0,7056 mg L, pero solo la cerveza F cumplio con la
normativa NTE INEN 2262, un maximo contenido de 0,1 mg L™ de Pb(Il) y 1 mg L™ de
Zn(I) permitido respectivo. Sin embargo, al comparar con el método de AAS, se pudo
determinar que hay mas concordancia en las concentraciones obtenidas para Pb(Il) que en
el Zn(Il), ya que no hubo diferencia significativa en el primero cuando se hizo la prueba

estadistica de t de student. Se puede concluir que el método de DPASV es confiable solo



para la determinacion de Pb(ll) en cervezas artesanales empleando cuando se emplea un

electrodo de trabajo de BDD.

Palabras clave: Cerveza artesanal, Plomo, Zinc, Voltamperometria de Redisolucién

Anddica, Diamante Dopado en Boro, Carbono Tetrahédrico Amorfo Dopado con Nitrogeno.



ABSTRACT

In this research work was conducted a study of the quantification of Pb(I1) and Zn(Il)
in six brands of commercial craft beers (A, B, C, D, E and F) of the city of Quito, by means
of Anodic Stripping Voltammetry with Differential Pulse (DPASV), using electrodes of
Diamond Dopped Boron (BDD) and Amorphous Tetrahedral Charcoal Nitrogen (ta - C:N)
as working electrodes.

The characterization of the electrodes was performed by scanning electron
microscopy (SEM), atomic force microscopy (AFM) and electrochemically by cyclic
voltammetry. Subsequently, the DPASV method was validated for the detection of Pb(ll)
and Zn(I1). We studied the presence of Pb(Il) and Zn(Il) in the 6 brands of craft beers
proposed by DPASV; Samples were taken in the sectors of Quito: La Foch, La Y and La
Pradera. The results obtained were validated with respect to those obtained by atomic
absorption spectroscopy (AAS), in a certified equipment. In addition, it was verified if the
beers analyzed comply with the NTE INEN 2262 standard.

The results indicate that ta - C:N is incapable of detecting Pb(Il) and Zn(ll) in the
conditions that were tested, besides, it has a very high capacitive current and a surface that
is not reactive against potassium ferricyanide, what, it was decided not to carry out the
studies with this electrode. In the case of the BDD very well defined signals were obtained
for the detection of Pb(11) and Zn(11), the curves comply with the linearity parameter for both
analytes, for the Pb(Il) it was possible to make better measurements with greater precision
(repeatability and reproducibility) and precision than for Zn(ll), therefore, the DPASV
technique is recommended only for Pb(l1). With respect to the analysis of these metals in
samples of craft beer, beer A has a higher content of Pb(ll), 0.2740 mg L; F has a higher
content of Zn(ll), 0.7056 mg L, but only beer F met the standard NTE INEN 2262, a
maximum content of 0.1 mg L of Pb(ll) and 1 mg L of Zn(Il) allowed respectively.
However, when compared with the AAS method, it could be determined that there is more
agreement in the concentrations obtained for Pb(ll) than in Zn(ll), since there were no
significant differences in the first one when the statistical test of t student was carried out. It
can be concluded that the DPASV method is reliable only for the determination of Pb(Il) in
craft beers when a BDD work electrode is used.



Key words: Craft beer, Lead, Zinc, Anodic Stripping Voltammetry, Boron Doped Diamond,
Tetrahedral Amorphous Carbon Doped Nitrogen



INTRODUCCION

La cerveza es una bebida alcohdlica proveniente de la fermentacion de la cebada, que
se caracteriza por su sabor amargo, elaborada de manera artesanal o industrial. Actualmente,
la cerveza artesanal tiene una gran importancia en el Ecuador debido a que la poblacién
consume como bebida de moderacion, por lo que, existen varias empresas que se encargan
de producir y de venderla a nivel nacional. En el pais existen 55 microcervecerias registradas

en Quito, Guayaquil, Cuenca, Manta, Loja e Ibarra (Jiménez, 2016).

En los primeros estudios de cuantificacion de trazas metalicas en cerveza se realizo
en cervezas brasilefias mediante ICP-AES, con la finalidad de conocer como éstos influyen
en la calidad de la cerveza y estudiar su toxicidad (Matusiewicz y Kopras, 1997). Sin
embargo, esta técnica es costosa y se busca técnicas alternativas de bajo costo que permitan

la determinacion de los metales pesados en cerveza artesanal.

Actualmente no se han desarrollado muchos trabajos investigativos con respecto a la
calidad de la cerveza artesanal en el Ecuador, a pesar de ser un tema de interés social, sobre
todo con respecto a la elaboracion y su contaminacion por metales durante el proceso de
elaboracion. Por tanto, es importante hacer un estudio de la presencia de metales pesados en
estas bebidas para ver si cumplen con las normativas establecidas segun el INEN, ya que su
toxicidad puede ocasionar efectos nefastos en la salud de los consumidores (Gigliarelli,
2014).

La presencia de metales en la cerveza puede originarse por varias fuentes
mencionadas a continuacion: la materia prima, que depende de su calidad para la elaboracion
de la cerveza; el uso de aditivos que ya contengan residuos de trazas metalicas al momento
de mejorar el proceso de fermentacion y maduracion de la cerveza; y la contaminacion del
equipamiento de la elaboracion de la cerveza, que contribuyen con la deposicion de metales

a causa de la corrosion del material donde se elabor6 la cerveza (Pohl, 2009).

Algunos estudios de la determinacion de metales pesados en cerveza se han realizado

anteriormente, mediante varias técnicas detalladas en la tabla descrita a continuacion:



Tabla 1. Estudios realizados para la determinacion de Pb(I1) y Zn(ll) en cerveza

_ Lugar de o LD LC )
Analito ) Técnica Referencia
estudio (mg L?) (mg L?)
DPP-ASV con Zapata-
Meéxico electrodo de 0,026 0,087 Flores, et al.,
mercurio 2016
SW-ASV con
Pb*2 electrodo de Ghanjaoui et
Marruecos ] 0,00027 N/A
pelicula de al., 2012
bismuto
) Alves et al.,
Brasil AAS de llama 0,0075 N/A
2011
AAS de llama
) ) 0,0016 (Pb) y | 0,0052y | Nascentes et
Brasil con flujo de
0,0009 (Zn) 0,0031 al., 2005
termospray
Pb*?, Reino Weiner et al.,
) AAS de llama N/A N/A
Zn*? Unido 1965
Matsushige y
) 0,010 (Pb) y o
Brasil ICP - OES N/A Oliveira,
0,025 (Zn)
1993

Por lo indicado anteriormente, en este trabajo de investigacion se propone analizar el
contenido de Pb(ll) y Zn(ll) en seis marcas de cervezas artesanales comercializadas en
Quito, el estudio sera por triplicado, mediante voltametria de redisolucion anddica por pulso
diferencial (DPASV, por sus siglas en inglés). La DPASV es una técnica analitica mas
sensible y economica que la espectrofotometria de absorcién atomica (AAS) y la
espectrofotometria de emision atomica con plasma inducido (ICP — OES). Las técnicas
electroquimicas tienen las ventajas sobre otras técnicas instrumentales debido a que son:
rapidas, econdmicas, portables, tratamiento de las muestras sencillos y limites de deteccién

bajos (del orden de nanomolar) (Ibanez et al., 2008).

Esta disertacion esta desglosada en el marco teorico, que abarca toda la teoria

cientifica que involucra este estudio; la parte experimental, que describe varios protocolos



para el tratamiento de los analitos antes de hacer el anlisis por voltametria de redisolucion
anddica por pulso diferencial; los resultados y discusion, que detalla los datos relevantes en
cuanto a la cuantificacion de los metales pesados en las cervezas artesanales; y las

conclusiones en funcion de los objetivos a lo que se quiere llegar este trabajo.



CAPITULO |

MARCO TEORICO

Es importante conocer algunos términos que nos ayudaran a familiarizarnos con el tema a

desarrollarse y que se detallan a continuacion:

La cerveza es una bebida alcoholica de moderacién obtenida a partir de la infusién
de la cebada y saboreada con lupulo, para darle un sabor amargo a la bebida. La elaboracion
de la cerveza se remonta desde hace mas de 6000 afios, cuyas practicas actuales son similares
a las empleadas en los primeros tiempos, aplicando principios bioquimicos vy

microbioldgicos para su elaboracion (Potter y Hotchkiss, 2007).

El lGpulo es una planta que contiene resinas y aceites esenciales en sus flores que
aportan con amargor y un aroma agradable en la cerveza. Esta planta también aporta con la
coloracion de la cerveza al tener taninos en su composicion. Ademas, aumenta la estabilidad

de la espuma de la cerveza.

La malta es el grano de cebada, el ingrediente mas importante en la elaboracion de
la cerveza. La germinacion de este grano activa enzimas que transforman los almidones de
la cebada malteada y otros granos en azucares, que son hidrolizados facilmente por la
levadura, ya que no se puede utilizar directamente el almidon de los granos de cereales para

transformarlo quimicamente en etanol y didxido de carbono.

Cereales Auxiliares. - Para aportar con carbohidratos suplementarios a la cerveza, se
requieren otros cereales que contengan almidon (maiz, arroz, etc.), para que se conviertan
en azlcar listo para la fermentacion. Sin estos cereales, se produciria una cerveza de sabor

fuerte, debido a que quedarian carbohidratos sin fermentar.

Agua. - El agua actua como disolvente y es uno de los principales ingredientes de la
cerveza, ya que ayuda a la disolucién de todos los componentes de esta bebida alcohodlica;
pero esta debe cumplir con ciertos parametros para que sea apto para su consumo Yy no tengan

reacciones colaterales con los otros componentes de la cerveza. (Housecroft y Sharpe, 2006).



PROCESO DE ELABORACION DE LA CERVEZA ARTESANAL

Molienda. - Esta etapa consiste en la trituracion de los granos crudos de la malta,
mediante el uso de molinos de rodillos, para disolver los sacos de almidén de la malta en

agua caliente y obtener su harina (Jeantet et at., 2007; Aftyka, 2018)

Maceracion y filtracion. - La siguiente etapa consiste en la combinacion de la cebada
malteada, el agua y los cereales que contengan almidon, para que éstos componentes
absorban agua y se conviertan en gel, para extraer las sustancias facilmente solubles del
grano de malta y permitir que las enzimas diasticas realicen la hidrélisis enzimatica,
obteniendo como productos dextrinas y maltosa de la malta (Gonzélez, 2017). Este
calentamiento permite que las amilasas y proteinasas especificas actlen antes de su
desactivacion por el calor, permitiendo la separacion del mosto del residuo de los granos

molidos.

Coccidn y adicion del lapulo al mosto. - Se afiade lGpulo al mosto y se somete estos
igredientes a coccion en la caldera de lupulado, para estabilizar la mezcla con la destruccién
de la flora microbiana, desarrollar el color y sabor de la misma, y la eliminacion de olores
azufrados e isomerizacion de las a-humulonas del lapulo a iso-humulona, y asi potenciar su

amargor. Después se lo enfria para que se dé la precipitacion de los sélidos.

Fermentacion y guarda. - Este paso consiste en la adicién de la levadura
Saccharomyces al mosto frio, que contiene oxigeno, azucares fermentables y varios
nutrientes, para que floculen y se recoja la levadura sedimentada del fondo del fermentador
por decantacion, obteniendo la cerveza con una concentracion del 4,6% en porcentaje
volumen/volumen de etanol (Campbell, 2009; Garcia et al., 2004). Después se guarda el
mosto para la maduracion de la cerveza, que favorece la disolucion del gas carbonico
producido de la fermentacion, la decantacion de materias en suspension y del afinado del
sabor de la cerveza.

Filtracion. - Después de completarse la fermentacion y enfriada la cerveza, se filtra

la misma, basandose en mecanismos de exclusion estérica y la afinidad quimica o exclusion
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ionica por parte de las sustancias quimicas, para retener las levaduras y las bacterias de la
bebida.

Estabilizacion y almacenamiento. - Debido a la inestabilidad coloidal de la cerveza,
se puede utilizar la adsorcion con PVPP (polivinilpolipirrolidona), que es un polimero
sintético capaz de formar complejos estables con sustancias polifendlicas de la cerveza, para
evitar la turbidez en la cerveza tras la reaccion entre sustancias proteicas y polifenoles.
Ademas, se puede afiadir a la cerveza didxido de carbono para aumentar su volumen original,
durante la fermentacién y purgar la cerveza de oxigeno residual, que afecta negativamente a
la vida util del producto final. Luego se dispone a almacenar en un tanque para su

refrigeracion.

Pasteurizacién y envasado. - Luego de que la cerveza es almacenada en los tanques
de refrigerancion se la somete al proceso de pulido final por filtracion, para retirar las trazas
de materiales suspendidos y darle una apariencia clara y cristalina. Y para evitar el
crecimiento microbiano, por residuos de la levadura, se la pasteuriza a 60 °C, ya sea antes 0

después del envasado de la cerveza.

Calidad de la cerveza. - Después de terminar el proceso de la elaboracion de la
cerveza, se dispone a realizar un analisis quimico del producto acabado, permitiendo

determinar los parametros especificos que tiene una cerveza comercial (Anexos 1y 12).

IMPORTANCIA EN EL ANALISIS DE LA CERVEZA

La materia prima que se utiliza para la elaboracion de la cerveza muchas veces tienen
fuentes enddgenas de metales, debido a que en su composicion quimica se encuentran

residuos de minerales, que puede variar segun el sustrato que se utiliza para su elaboracién

Ademas, los metales se depositan en la cerveza durante su proceso de elaboracion,
ya que se ve afectada por la contaminacion del equipo de procesado o en la ingestion del
metal por la acidez de la cerveza (pH = 4), que puede ser dafiina para nuestro organismo en

altas dosis. Por tanto, se tiene que hacer su respectivo control de calidad en las etapas de
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procesamiento, sobre todo en las etapas de fermentacion y maduracion de la cerveza (Pohl,
2008).

La cerveza artesanal tiene caracteristicas similares de la cerveza industrial tanto en
su sabor como en los ingredientes que se utilizan para su elaboracién. Sin embargo, la
cerveza industrial utiliza aditivos alimentarios y emplea ciertos procesos para el control de
microorganismos, como la pasteurizacion; mientras que, en la cerveza artesanal, su

procesamiento es de tipo manual.

Ademas, durante la elaboracion de la cerveza artesanal, el contenido de trazas de
metales pesados depende de los pardmetros del malteado, calentado, machacado de la
materia prima para su elaboracién; por lo que, puede influir en la concentracion final de las
trazas metalicas que puede contener la cerveza terminada, sobre todo en su proceso de
filtracion, que es el que ayuda a reducir el contenido de metales pesados peligrosos que

puede tener esta bebida (Passaghe et al., 2015).

LA CERVEZA ARTESANAL EN EL ECUADOR

El boom de la produccién de la cerveza artesanal en el Ecuador inicia en el 2011,
cuando se crearon bares tematicos que elaboraban esta bebida para el consumo doméstico
(Ramirez, 2015). Sin embargo, esto produjo que los estandares de calidad estén bajo la
norma de calidad que piden los entes de control, incumpliendo ciertos pardmetros como: una
planta de elaboracién con maquinaria adecuada, obtencion de registros sanitarios,

etiquetados etc. (Enriquez, 2014).

MINERALES

También son llamados nutrimentos inorganicos, que son diversos elementos
quimicos, diferentes del C, H, O, N (Carbono, Hidrogeno, Oxigeno y Nitrogeno),
encontrados en los alimentos y que son necesarios para asegurar el bienestar de las personas
(Badui, 2013). Sin embargo, la presencia de alguno de éstos elementos quimicos puede ser

toxicos si superan los niveles permitidos, sobre todo los metales pesados, que contaminan la
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materia prima, que es resultado del riego de las plantas con agua contaminada en el
procesado de los alimentos (Fennema et al., 2010).

Plomo (Pb). - Quimicamente el plomo pertenece al grupo 14 y el periodo 6 de la
tabla periodica, que tiene 4 electrones de valencia en su ultimo nivel de energia,
perteneciente al grupo de metales pesados. Ademas, este elemento quimico es una sustancia
neurotoxica que puede producir graves e irreversibles dafios a la salud humana. Sus signos
y sintomas producen problemas de comportamiento, anemia, dafio renal que puede ocasionar

la muerte (Fennema et al. 2010).

Zinc (Zn). - El zinc es un elemento de transicion, localizado en el grupo 12 y periodo
4 de la tabla periddica. Este elemento se encarga del crecimiento de las células y la
reparacion de los tejidos (Pérez, 2014). Este metal se involucra en varias funciones en el
cuerpo humano tales como: la produccion de prostaglandina, mineralizacion del hueso,
sintesis de ADN etc. (lzah et al., 2016). Sin embargo, un exceso de este metal puede
ocasionar interferencia en el metabolismo del cobre y el hierro en nuestro organismo (Marin,
1998).

MATERIAL DE LOS ELECTRODOS DE TRABAJO

Electrodo de Diamante Dopado con Boro (BDD, por sus siglas en inglés). - El
diamante es una forma halotrépica del carbono que se caracteriza por su dureza, resistencia
eléctrica alta, quimicamente inerte, alta conductividad térmica y transparencia optica.
Quimicamente, el atomo de boro substituye uno de los carbonos en la estructura cristalina
del diamante, formando una silla en cada anillo mediante el uso de los orbitales hibridos —
sp? de los carbonos del diamante (Fig. 1), durante su crecimiento al momento de hacer las
peliculas de este material (Xu et al. 1997). Esta modificacion del diamante durante su
sintesis, hace que el material se vuelva conductor (el diamante puro no es conductor), y se

pueda emplear como electrodo de trabajo.
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Q/& ﬁ /T Boron doped diamond surface

Carbon atom .. Boron atom

Figura 1. Estructura molecular de la superficie del BDD (Liu et al., 2016)

Electroquimicamente, este material tiene una amplia ventana de potencial de trabajo,
que esta a un rango de -1,2 a 2,5 V, a comparacion de otros materiales como el oro, platino
y carbon vitreo, es decir es poco reactivo con el agua (la cinética de oxidacion y reduccion
de agua es muy lenta); lo que lo vuelve un electrodo ideal para llevar a cabo estudios de
oxidacion o reduccion de especies con altos potencial redox. Ademas, tiene una baja
corriente de fondo (corriente capacitiva), lo cual implica una gran sensibilidad en la
determinacion electroquimica de los analitos a niveles traza y limites de deteccién muy bajos
(Fraunhofer, 2015).

Electrodo de Carbono Tetrahédrico Amorfo Dopado con Nitrégeno (ta — C:N). -
El ta — C:N es un material de carbono similar al diamante, que es un alétropo metaestable
del carbén, compuesto por una mezcla de carbdn hibridizado con enlaces —sp? y —sp?, que es
incorporado a una matriz amorfa y depositada con nitrégeno gaseoso, a presion baja, para
incrementar la hibridacion —sp® en su superficie y darle propiedades similares al diamante,
tales como: su dureza y su inercia, tanto quimica como electroquimicamente hacia otros

compuestos (Fig. 2) (Zeng et al., 2014).

Figura 2. Estructura molecular de la superficie del ta — C:N (Crystallography365, 2014)

Electroquimicamente, se reportd una amplia ventana de potencial (-1,6 a 2,3 V) en
determinadas soluciones electroliticas como el HCIO4, donde los sobrepotenciales para la

formacion de hidrégeno y oxigeno son mas largo que el BDD vy tiene una actividad mas
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catalitica para la formacion de ciertas sustancias como el CI7/CI?, por lo que este material es
mas efectivo para un anélisis electroquimico que el BDD (Zeng et al., 2014).

TRANSFERENCIA DE MASA

Este fendmeno representa el movimiento de la materia en una disolucion electrolitica,

desde un punto a otro dentro de un sistema electroquimico, esto puede ser por:

Migracion de iones. - Este fendbmeno consiste en el movimiento de una especie
cargada bajo influencia de un campo eléctrico (0 de un gradiente de potencial eléctrico),

entre el electrodo de trabajo y contraelectrodo.

Difusion. - Este fenbmeno permite el movimiento de una especie cargado bajo
influencia de un gradiente de concentracion o diferencia de potencial quimico (de mayor a

menor concentracion).

Conveccion. - Este fendmeno consiste en la accion hidrodinamica de una especie
quimica en el medio electrolitico, de forma mecénica (flujo laminar o turbulento por

agitacion del electrodo de rotacidn) (Alegret et al., 2004).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el contenido de metales pesados (Pb(I1) y Zn(11)) en 6 marcas de cervezas
artesanales provenientes de industrias quitefias, con electrodos de Carbono Amorfo
Tetraédrico Dopados con Nitrégeno (ta — C:N) y Diamante Dopado en Boro (BDD),
mediante voltametria de redisolucion anddica, para verificar si estas cumplen con la norma
NTE INEN 2263.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Caracterizar los electrodos ta — C:N y BDD mediante AFM (por sus siglas en
inglés), SEM (por sus siglas en inglés) y electroquimicamente, para conocer la topografia de
las superficies de los electrodos, la morfologia a nivel microscépico, y comprobar la

respuesta electroquimica de estos respectivamente.

2.- Determinar la concentracién de metales pesados Pb(Il) y Zn(1l) en seis marcas de
cervezas artesanales, mediante voltametria de redisolucion anddica de pulso diferencial,
empleando electrodos de ta — C:N y BDD, y verificar si las cervezas cumplen con la norma
NTE INEN 2262.

3.- Determinar la concentracion de Pb(ll) y Zn(Il) de las seis marcas de cervezas

artesanales mediante FAAS y contrastar con los valores obtenidos electroquimicamente

4.- Comparar el metodo electroquimico desarrollado con respecto al método
tradicional de AAS por medio de la prueba estadistica t de Student, para determinar si hay
variacion significativa en los resultados entre los dos métodos desarrollados y (validar el

método electroquimico).
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CAPITULO 1

MATERIALES Y METODOS

MUESTREO

Para determinar los lotes a analizar de las cervezas artesanales en estudio, se
selecciond diferentes lugares de comercializacion como: supermercados, restaurantes y

bares, en 3 zonas diferentes de la ciudad de Quito: La Foch, La Praderay La Y.

Una vez escogidas las 3 zonas, se selecciond un lote por cada zona y se llevo a cabo
el muestreo de las cervezas artesanales, usando la norma NTE INEN 2340, para determinar
la cantidad de muestras que se requirieron para su respectivo analisis electroguimico, como

se muestra en el cuadro del Anexo 2.

PREPARACION DE ELECTROLITOS

KCI0,1mol LY pH=1

Se pes6 0,745 g de KCI, de 99,99% de pureza marca Fisher, en un vaso de
precipitacion de 100 mL, se lo disolvié en agua destilada, se lo transvasoé en un balon aforado
de 100 mL, se adiciond 0,81 mL de HCI concentrado marca Fisher, hasta llegar a pH = 1,

medido con un pH - metro Mettler Toledo y se lo afor6 con agua destilada.

KCI05mol LY pH=1

Se pesd 37,25 g de KCI, de 99,99% de pureza marca Fisher, en un vaso de
precipitacion de 250 mL, se lo disolvié en agua destilada, se lo transvaso en un balén aforado
de 1000 mL, se adicion6 41 mL de HCI concentrado marca Fisher, hasta llegar a pH = 1,

medido con un pH - metro Mettler Toledo y se lo aford con agua destilada.
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KsFe(CN)s 4 mmol L™

Se pes6 8,45 mg de KsFe(CN)s, 99,99% de pureza marca Fisher, en un vaso de
precipitacion de 50 mL, luego se lo disolvié y se lo aforé con KCI 0,1 mol L, pH =1 ya

preparado, a un balon aforado de 10 mL.

SOLUCION BUFFER ACIDO ACETICO/ACETATO DE SODIO
0,1mol L*pH =45

Se midié 7,82 mL de acido acético glacial Merck, de porcentaje en peso del 100% y
de densidad de 1,06 g mL, se lo adicion6 a un balén de 1 L y se lo aford con agua destilada.
Luego se le afadi6 acetato de sodio marca Loba Chemie poco a poco hasta obtener un pH

de 4,5, que se obtuvo por medio del pH-metro Metter Toledo.

CARACTERIZACION DE LOS ELECTRODOS

MICROSCOPIA DE BARRIDO ELECTRONICO

La Microscopia de Barrido Electronico (SEM, por sus siglas en inglés) es una técnica
instrumental que permite obtener micrografias de materiales en el orden de micras o incluso
angstroms con equipos muy sofisticados. Ademas de proporcionar imagenes, esta técnica

puede generar datos fisicoquimicos de la muestra en estudio.

El funcionamiento se basa en hacer incidir un barrido de haz de electrones sobre la
muestra. La muestra debe ser conductora, caso contrario esta debe ser recubierta con una
capa muy fina de oro o carbon, lo que le concede propiedades conductoras. La preparacion

de las muestras de realiza mediante pulverizacion catodica, mas conocido como “sputtering”.

Una vez que el haz alcanza la superficie de la muestra se generan particulas,
principalmente: electrones retrodispersados (el) y electrones secundarios (e2), incluyendo

radiacion electromagnética (rayos X) y otras particulas poco significativas. En su interior el
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microscopio se encuentra equipado con detectores, que luego de recoger la energia, la
transforman en imagenes y datos dependiendo del detector:

1.- Cuando el microscopio posee un detector de electrones secundarios (SElI,

Secundary Electron Image) se logran imagenes de alta resolucion.

2.- Cuando el microscopio posee un detector de electrones retrodispersados (BEI,
Backscattered Electron Image) se logran imagenes con menor resolucion, pero mayor

contraste para alcanzar la topografia de la superficie.

3.- Cuando el microscopio posee un detector de energia dispersiva (EDS, Energy
Dispersive Spectrometer) se logran detectar los rayos X generados, lo cual permite efectuar
un analisis espectrografico de la composicion de la muestra (Vasquez y Echeverria, 2000;
Egerton, 2016).

CARACTERIZACION DEL ta—- C:N Y BDD POR SEM

Para la obtencion de las morfologias de los electrodos ta — C:N y BDD, se realiz
una caracterizacion cualitativa directa, mediante el uso de un SEM de marca Phenom Pure.
Para esto, se depositaron los microelectrodos, limpios y secos, en los portamuestras y se los
analizé individualmente en el SEM, a un voltaje de 15 kV en el laboratorio de Investigacion
Hidroecuador en Sangolqui.

MICROSCOPIA POR FUERZA ATOMICA (AFM)

La Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM por sus siglas en inglés) es una técnica
instrumental que permite obtener imagenes de superficies a escala molecular, en que se basa
en la medida de interacciones existentes entre una punta acabada de un a&tomo y la superficie
que se quiere estudiar. Su funcionamiento se basa en el control del equipo mediante un

ordenador de la fuerza ejercida por la punta durante el barrido.

En el modo denominado de contacto, la fuerza punta-muestra se mantiene constante

mediante un sistema de retroalimentacion, basado en los siguientes aspectos descritos a
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continuacién: la variacion de la fuerza punta-muestra se traduce en movimientos verticales
y horizontales del fleje, que permite hacer una variacion del rayo laser incidente sobre él,
que son recogidos por un fotodetector y analizados en un ordenador. La compensacion del
aumento o disminucion de la fuerza punta-muestra permite enviar una sefial a la parte
piezoeléctrico del equipo, para acercar o alejar la muestra hacia la punta y la variacion de la
intensidad de la luz, controladas por el ordenador, dentro de un mapa topogréafico de la

superficie de interés (Ibafiez, 2004).

CARACTERIZACION DEL ta— C:N Y BDD POR AFM

Para la obtencidn de las topografias de los electrodos, se realiz6 una caracterizacion
cualitativa directa de los electrodos secos, colocados en portamuestras, mediante el uso del
microscopio de fuerza atomica Park Systems: AFM System, con un tamafio de barrido de 3
x 3 um?, en el laboratorio del CENCINAT de la ESPE (Khun et al., 2008).

VOLTAMETRIA O VOLTAMPEROMETRIA

Consiste en la medicidn de la intensidad de corriente frente al potencial con la que se
aplica al electrodo, el cual varia linealmente con el tiempo (barrido de potencial) entre dos
valores limites. Hay varios tipos de métodos electroquimicos: la voltamperometria de
barrido lineal, la voltamperometria ciclica, la voltamperometria de pulsos y la
voltamperometria de redisolucion. Estas técnicas nos ayudan para muchos estudios tales
como: el estudio de la formacion de una pelicula sobre el electrodo y el estudio de la cinética

de intermedios en reacciones quimicas acopladas, etc.

Con respecto a los parametros de este grupo de técnicas, se requiere los potenciales
de reaccion de inicio y de retorno, para determinar la fuerza impulsadora en la transferencia
de electrones y el estado de oxidacion de las especies quimicas. Ademas, se necesita la
velocidad de barrido para determinar el tiempo del proceso electroquimico, sobre todo en
las reacciones homogéneas, ya que determina si hay formacion o consumo de los

intermedios, y en qué extension.
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VOLTAMETRIA CICLICA

Es una técnica electroquimica cuantitativa y cualitativa, siendo una de las méas
utilizadas para sondear el comportamiento electroquimico de alguna especie que se requiera
estudiar. Se la puede utilizar para medios acuosos y medios no acuosos (organicos). Sin
embargo, para estudios cuantitativos no es tan utilizada, ya que existen técnicas mas
sofisticadas donde se puede eliminar la corriente de fondo o corriente capacitiva. Esta técnica
consiste en realizar un barrido continuo de potencial desde un punto inicial (A de la Fig. 3),
hacia un punto previamente programado (F de la Fig. 3), inmediatamente el barrido prosigue
en sentido contrario desde el punto F hacia el punto A, completando un ciclo. En este
trayecto, si es que existe una especie electroactiva, aparecera una sefial (un pico) de corriente,
debido a la trasferencia de electrones, ya sea por la oxidacion u reduccién de una especie.
En la parte inferior de la Fig. 3, se puede evidencia un proceso redox para el caso del

ferricianuro de potasio.

A = Potencial inicial
B = Potencial de inicio de la reaccion de

oxidacion (energia de activacion)

Tiempo

C = Potencial de media onda de oxidacién

D = Pico de corriente limite de la oxidacion

E = Corriente de oxidacion controlado por

difusién

Catodico

F = Potencial maximo del barrido oxidacién
previamente programado.

G = Potencial de barrido de reduccion

H = Inicio del incremento de corriente catddica

Corriente uA

| = Potencial de media onda de reduccion

J = Pico maximo de reduccién catodica

K = Corriente controlada por transferencia de

Anodico

:‘n.\ 0.6 0.4 0.2 0 0.2 masa.
Potencial (V) vs SCE

Figura 3. Voltamperograma ciclico del KsFe(CN)s, 6 mmol L™ en KNOs 1 mol L7,

proveniente de su forma de onda de tiempo vs potencial (Kissinger y Heineman, 1983)
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Desde el punto B hasta antes del punto D en la parte inferior de la Fig. 3, se observa
que el aumento de la corriente es directamente proporcional al aumento del potencial, por lo
que el proceso se puede decir que esta controlado por la transferencia de carga (tranferencia
de electrones). Sin embargo, al llegar el punto D, toda la especie electroactiva se ha
consumido, y el proceso empieza a ser controlado por la trasferencia de masa, es decir
seguird habiendo reaccién conforme la especie electroactiva vaya llegando a la superficie
del electrodo. En este punto es muy importante recalcar, que la intensidad del pico es
directamente proporcional a la concentracion de la especie electroactiva. (Skoog et al.,
2014).

METODO POR VOLTAMETRIA CICLICA

Se utilizé una celda electroquimica de corazon de 3 electrodos: como electrodos de
trabajo se emplearon ta — C:N y BDD (que recoge la corriente de la reaccién de interés),
como electrodo de referencia Ag/AgCI (que permite medir y controlar el potencial del

electrodo de trabajo) y un contraelectrodo de grafito (para cerrar el circuito electroquimico).

Todos estos electrodos estdn conectados hacia el Potenciostato/Galvanostato
PGSTAT204, Autolab Metrohm, empleando el software Nova 2.1.2 para procesar los datos

analiticos obtenidos en cada determinacidn voltamperomeétrica.

Nota: Antes de realizar las determinaciones electroquimicas, se tiene que calibrar el
equipo con una celda electroquimica llamada Dummycell, con la finalidad de evaluar el
funcionamiento del potenciostato con la proporcionalidad de la corriente, en funcion del

potencial aplicado (Metrohm, 2019).

CAPACITANCIA DE DOBLE CAPA

Para este estudio, se prepar6 una disolucion de KCI 0,1 mol L%, pH = 1 con una
ventana de potencial de -0,1 — 0,5 V, para los electrodos de estudio (ta— C:N y BDD), y a
velocidades de barrido de 25, 50, 75, 100, y 125 mV s?, en donde se obtuvo los
voltamerogramas respectivos (Yang, 2013). De las curvas obtenidas, se fija un valor de
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potencial para tomar datos y graficar la curva de corriente vs. velocidad de barrido, y de esta

curva se obtiene la capacitancia de acuerdo con la siguiente ecuacion.
iC = Achl * U

Donde:
ic = corriente catddica méaxima, A = area electroactiva del

electrodo, C.; =capacitancia de doble capa del electrodo y v = velocidad de barrido.

COMPORTAMIENTO DEL ta— C:NY BDD EN LA TRANSFERENCIA
DE CARGA

Para el estudio del comportamiento del ta — C:N y BDD frente a un sistema redox
conocido, se preparé una disolucion de KsFe(CN)s 5 mmol L™ en KCI 0,1 mol L con una
ventana de potencial de -0,3 - 0,8 V, en BDD y a una ventana de potencial de -1,1 -1V en
el ta — C:N, a velocidades de barrido de 10, 25, 50, 75 y 100 mV s, para obtener los
voltamperogramas respectivos. Posteriormente se grafica la curva de corriente vs. la raiz
cuadrada de la velocidad de barrido, de acuerdo a la ecuacion de Randles—Sevcik, la misma

que nos permite conocer el comportamiento electroquimico de los electrodos.

1

3 14
i, = (2,69x10°)n2ACo,,DZ v2

Donde: i,= Corriente maxima de oxidacion/reduccion, (2,69x10°) = Constante

3
termodinamica de Nernst, nz = Namero de electrones que participaron en la transferencia de

1

carga, Co;, = Concentracion de la especie quimica en el proceso redox, Dgx = Coeficiente de

1
difusion de la especie quimica en el proceso redox, vz = Velocidad de barrido del Sistema

electroquimico.
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DETERMINACION ANALITICA DEL Pb(11) Y Zn(I1)

VOLTAMETRIA DE PULSO

Este método consiste en el uso de formas de onda de potencial en funcién del tiempo,
y es una combinacion de barridos de proteccion y pulsos de potencial. Esta técnica permite
mejorar el limite de deteccion de los analitos en estudio, mediante aumentos significativos
de la intensidad de corriente medida. Hay ejemplos de esta técnica tales como: voltametria
escalonada (SCV), voltametria de pulso normal (NPV), voltametria de pulso diferencial
(DPV) y la voltametria de onda cuadrada (SWV) (Fig. 4).

Forma de Tipo de Forma de Tipo de
Nombre onda voltametria Nombre onda voltametria
1
1)
Va
. Polarografia Pul 1 Polarografia
a) Barrido ¢ dft%:reni?al el 4 [ 4 de pulso
lineal Voltametria ( diferencial
hidrodinamica |/
Tiempo —* Tiempo —*
h J . i /N /A :
b) Onda el -1 Vtziltmnzt;m d) Triangular [ / \ Voltmlnema
cuadrada ] | = € oy \ / \ ciclica
. cuadrada L L 3
Tiempo ~—*

Tiempo —™
Figura 4. Diferentes tipos de sefial por cada tipo de técnicas voltamperométricas. (Skogg et
al. 2014)

VOLTAMETRIA POR PULSO DIFERENCIAL

La voltamperometria diferencias de pulsos (DPV, por sus siglas en inglés) es un
método electroanalitico muy util para la determinacion de iones metalicos a niveles traza en
medio acuoso. Esta técnica permite discriminar la corriente faradaica de la capacitiva. En
esta técnica, la forma de onda aplicada es la suma de un tren de pulsos potenciales con una
amplitud en mV, (P), por un periodo de tiempo entre cada uno de ellos (Pw), (Fig. 5) (Skoog
etal., 2014).
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E; = potencial en el equilibrio (V)
(potencial de circuito abierto)

t, = tiempo de equilibrio (s)

P, = Altura del pulso (V)

P\ = Ancho de pulso (s)
Promedio Sw = Altura de pulso (V)

S; = Tiempo de pulso (s)

Loromedio = S€ tome el 20% del pulso de
E — potencial y se promedia

Figura 5. Sefiales de excitacion en la DPV (BioLogic Science Instruments, 2019)

Para cada pulso de potencial en funcion del tiempo, el equipo registra la corriente
como respuesta del proceso y el periodo del pulso suele ser de 40 milisegundos; al final de
este periodo el equipo registra el valor de corriente, la misma que se debe al proceso redox
en estudio (corriente faradica). Se debe indicar que esta corriente ya no tiene el aporte de la
corriente capacitiva en el sistema electroquimico de estudio, obteniendo una sefial
voltamétrica de tipo cuasi — gaussiana, que es proporcional a la concentracion del analito
(Fig. 6) (Skoog et al., 2014).

Al

Figura 6. Sefal analitica de la voltametria por pulso diferencial (Skoog et al., 2014)

La corriente se muestrea justo antes del pulso y cerca del final del pulso. La corriente
resultante es la diferencia entre estas dos corrientes. Tiene una linea de base relativamente
plana. La altura del pico actual esta directamente relacionada con la concentracion de las

especies electroactivas en la celda electroquimica.
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Figura 7. Proceso de medicion por DPV: (a) Obtencién de la sefial de DPV (E vs. tiempo)
y (b) Medicidn de Fe(ll) por DPV (Corriente vs. E)

Con respecto a la sefial analitica de esta técnica (Fig. 7), consiste de un pico
gaussiano, cuya altura es directamente proporcional a la concentracion del analito que se
quiere determinar, Fig. 7b. Para una reaccion reversible, el pico de potencial es
aproximadamente igual al estandar de potencial para la media reaccion. Ademas, esta técnica
nos proporciona picos bien definidos a nivel de concentracion muy baja, con limite de
deteccion del orden de 107 a 10°® mol L. Esta técnica se aplica para la determinacion de

trazas de los iones de los metales pesados (Skoog et al., 2014).

VOLTAMETRIA DE REDISOLUCION

Este método consiste en lo siguiente:
1) El analito se acumula en el electrodo de trabajo por reduccion a un potencial
constante, en el caso en que el analito esté oxidado, durante un tiempo determinado (pre-

concentracion), (Fig. 8a.).

2) Luego se procede a realiza la redisolucion, que consiste en realizar un barrido de
pulsos de potencial hacia oxidacion, como respuesta aparecera una curva gaussiana (Fig.
8b). El pico de la corriente de la curva es directamente proporcional a la concentracién de
analito en la muestra. Este método puede ser de 2 tipos: Voltamperometria de Redisolucion
Anddica (ASV) o Voltamperometria de Redisolucion Catddica (CSV).
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éoob POTENCIOSTATO /6\ POTENCIOSTATO
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ELECTRODO DE
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1
REFERENCIA ELECTRODO DE
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ELECTRODO DE TRABAJO CONTRAELECTRODO ELECTRODO DE
R

| CONTRAELEGTRODO
I\ 2\

CELDA ELECTROQUIMICA

CELDA ELECTROQUIMICA

Preconcentracion Redisolucion
Figura 8. Etapas de la Voltametria de Redisolucion Anddica: a) preconcentracion y b)

redisolucion

Para la interpretacion del analito que queremos determinar, mediante el uso de un
voltamperograma, debemos obtener el potencial del pico (Ep) del analito para su
determinacion cualitativa (potencial al cual aparece la sefial de oxidacion del analito); vy el
pico de corriente de respuesta (lp) para su determinacion cuantitativa, (variable que permite

construir las curvas cuantitativas de cualquier analito).

Para la cuantificacion del analito, se puede utilizar el area bajo la curva o la altura
del pico de la curva gaussiana obtenida, el cual puede cuantificar simultineamente los
analitos a determinar (Alghamdi, 2010), al igual que los métodos de calibrado o de adiciones
estandar, que se puede relacionar con la concentracion del metal, para cuantificar el analito
de nuestro interés. En cuanto al resto de pardmetros (potencial y tiempo de preconcentracion,
condiciones de agitacion, temperatura y cantidad de mercurio), estos deben permanecer
constantes a lo largo del calibrado e idénticas a las curvas de los estandares de los analitos
(Fig. 9) (Faraldos, 2011).
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Figura 9. Sefal de excitacion para la obtencién de voltamperogramas del Cadmio y Cobre
(Skoog et al., 2014)

INSTRUMENTACION

Para las mediciones voltamperomeétricas, se requiere de una celda electroquimica de
3 electrodos y un electrolito de soporte no reactivo. Los electrodos de esta celda se detallan
a continuacion: electrodo de trabajo (WE, por sus en inglés), que es el electrodo donde se
Ileva a cabo la reaccion de intereés; el electrodo de referencia (RE, por sus siglas en inglés),
que se encarga de medir el potencial con el que se realizar la determinacion
voltamperométrica; y el contraelectrodo (CE, por sus siglas en inglés), que ayuda al paso de

la corriente junto al electrodo de trabajo, en decir cierra el circuito eléctrico (Fig. 10).
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Figura 10. Esquema de circuito eléctrico de una celda de tres electrodos (Skogg et al., 2014)

VENTAJAS Y DESVENTAJAS DEL ASV

La técnica de ASV es capaz de determinar analitos con bajos limites de deteccion, a
escala de partes por billon (ug L) y tiene una sensibilidad aumentada gracias a la aplicacion
de pasos previos a la preconcentracion de la muestra. Ademas, esta técnica no requiere pasos
de extraccion y/o separacién previa al analisis quimico de la especie a determinar, ya que
hay posibilidades de pérdida o contaminacién de la muestra a analizar (Valdiviezo et al.,
2017).

Sin embargo, esta técnica presenta ciertas limitaciones que afectan a los resultados
analiticos: la heterogeneidad de los electrodos de trabajo, ya que su estructura macroscopica
puede influir en la reproducibilidad de los resultados, por el comportamiento de la
electrodeposicion del analito que impide la validacion de una técnica analitica con respecto
a unatécnica tradicional; la presencia de especies interferentes, ya que generan interferencia
en la reaccion electroquimica en el electrodo, ocasionando problemas al analito para obtener
sefial analitica; y la redisolucion incompleta del analito, ya que puede ocurrir durante la

experimentacion sin darnos cuenta (Hide et al., 2003).
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CONDICIONES EXPERIMENTALES PARA LA DETERMINACION
DE LOS METALES EN CERVEZA ARTESANAL POR DPASV, EN EL
BDD Y ta- C:N

En la determinacion de Pb(ll) y Zn(ll) en cerveza artesanal sobre BDD como
electrodo de trabajo, se utilizé el método de voltametria de redisolucidén anddica de pulso
diferencial (DPASV, por sus siglas en inglés), en un equipo potenciostato AUTOLAB
Metrohm. Las medidas se realizaron de manera independiente y en todos los casos se purgd
2 minutos con nitrégeno gaseoso antes de correr los experimentos en las condiciones que se
detallaen la Tabla 2 y 3, (El Tall et al. 2007).

Tabla 2. Condiciones experimentales para la determinacion de Pb(ll) en cerveza
artesanal por DPASV sobre BDD.

Ventana de Potencial (V) -0,7--0,35
Potencial de acondicionamiento (V) 0,5
Tiempo de acondicionamiento (S) 60
Potencial de deposicion o reposo (V) -1
Tiempo de deposicidn o reposo (s) 300
Potencial de pulso (V) 0,01
Potencial amplitud (V) 0,05
Tiempo de modulacion (s) 0,05
Tiempo intervalo (s) 0,5
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Tabla 3. Condiciones experimentales para la determinacion de Zn(l1) en cerveza
artesanal por DPASV sobre BDD

Ventana de Potencial (V) -1,25--0,8
Potencial de acondicionamiento (V) 0,5
Tiempo de acondicionamiento (S) 60
Potencial de deposicién o reposo (V) -1,9
Tiempo de deposicidn o reposo (s) 300
Potencial de pulso (V) 0,01
Potencial amplitud (V) 0,05
Tiempo de modulacion (s) 0,05
Tiempo intervalo (s) 0,5

Nota: Para el electrodo del ta — C:N, se busco las condiciones 6ptimas (Potencial de
pulso, potencial de deposicion, tiempo de deposicion y solucion electrolitica) para la
deteccion del Pb(Il) y Zn(I1), variando una condicién a la vez (Potencial de pulso, potencial
de deposicion y tiempo de deposicién), dejando las otras condiciones constantes. Se utilizd
las siguientes concentraciones: Pb(11) 1 mg L™ y Zn(11) 1,25 mg L. Ademas, se estudio el
efecto electroquimico del electrolito soporte con el Pb(11) y el Zn(11) en Acetato 0,1 mol L*
pH 4,5y KCI 0,5 mol L, y el efecto por dia para la determinacion de la sefial de los analitos

de interés.

PREPARACION DE LA MUESTRA DE CERVEZA ARTESANAL
PARA EL ANALISIS POR DPASV Y FAAS

Para el tratamiento de la cerveza artesanal, se la desgasifico en el bafio ultrasonido
Branson 3800 por 20 minutos y se lo purgd con nitrdgeno gaseoso (para prevenir
interferencias de oxigeno disuelto en la muestra). Posteriormente se realizo una digestion
acida abierta en 5 mL de HNOs Fisher grado reactivo al 69,2% para 25 mL de muestra.
Luego, se lo calent6 en la plancha MTOP MS100 (HP 100) a 100 °C, hasta que el color de
la muestra quede amarillo, el contenido final de la digestion se aforo, con solucion buffer

acido acético/acetato de sodio 0,1 mol L™ pH = 4,5, hasta un volumen final de 50 mL. Luego,
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se realiz6 una dilucion, se tom6 1 mL de la solucién madre y se aford a 50 mL con la misma

disolucioén de buffer.

VALIDACION DE UN METODO

Este término se lo puede definir como el proceso de demostracion experimental y
documentada de que un método analitico realice lo que espera el método que se esta
aplicando, esperando que se cumpla con los parametros de calidad, para decidir si un método

es adecuado o no para para resolver un problema analitico.

LINEALIDAD

La linealidad es la capacidad de un método analitico para dar respuestas relacionadas
directamente con la concentracion del analito, dentro de un determinado intervalo o rango
de concentraciones. Para estimar la bondad con los datos experimentales, se calcula
aritméticamente el coeficiente de correlacion (R?), en donde debe tener un valor aproximado

de 0,995 para que tenga buen ajuste con la linealidad del método.

RANGO LINEAL O RANGO DE TRABAJO

Corresponde al intervalo de concentraciones Util para un método analitico, cuya
pendiente de la recta obtenida debe ser constante, desde la concentracion mas pequefia del
analito hasta la concentracion en la que se desvia de la curva de calibracion del método a

realizar.

SENSIBILIDAD

Se encarga de medir la capacidad de un método para distinguir pequefias diferencias
en la concentracion del analito. Los factores que determinan la sensibilidad son la pendiente
de la recta de calibrado y de la precision, en donde hay mayor sensibilidad cuando la
pendiente de la recta es mayor, en comparacion entre dos métodos analiticos. Se lo representa
con la curva de calibracién descrita a continuacion:

y=ax+b
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Donde: a es la pendiente; x es la variable independiente (eje X); y es la variable

dependiente y b es la ordenada a origen

PREPARACION DE LAS CURVAS DE CALIBRACION PARA LA
CUANTIFICACION POR ADICION ESTANDAR

Para la determinacion del rango lineal, se partio de soluciones madre de 1002 mg L
1 de Pb(ll) y 1000 mg L* de Zn(ll) de la marca Inorganic Ventures, diluidas a
concentraciones de 80 y 70 mg L' en balones de 10 mL, para Pb(ll) y Zn(ll)
respectivamente, se construyé curvas de calibracion de Pb(11) y Zn(I1) con soluciones patrén,
en 5 balones de 25 mL, en un rango de trabajo de 0,25 — 1,25 mg L™ (Pb(I1)) y 0,30 — 1,25
mg L (Zn(11)) y luego se adicion6 1 mL de la muestra tratada y diluida, a un factor de
dilucion de 50, y se las aford con solucion buffer acido acético/acetato de sodio 0,1 mol L
apH=45.

LIMITE DE DETECCION

Es la concentracion minima del analito que proporciona una sefial en el instrumento
que difiere significativamente de la sefial del blanco. Una forma de calcular este parametro,
para un nivel de confianza de 95%, es estimar la minima sefial analitica distinguible (Sp),
como la sefial media del blanco analitico, mas el triple producto de la desviacion estandar

del blanco (sd2), siguiendo la siguiente ecuacion seguido a continuacion:

LD =3(Sa—Sb) ec.l

Donde: Sa es la desviacion estandar de la medicién del analito; Sb es la desviaciéon

estandar del blanco y LD es el limite de deteccién
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LIMITE DE CUANTIFICACION

Es la concentracion minima del analito que pueden cuantificarse con una precision y
exactitud aceptable. También puede considerarse como el limite inferior del intervalo lineal
o de trabajo. Su célculo se basa a partir de la sefial minima cuantificable, procedente del
promedio de un numero de medidas del blanco mas 10 veces la desviacion estandar del

blanco (sb), siguiendo la siguiente ecuacion seguido a continuacion:
LC =10(Sa—Sb) ec.2

Donde: Sa es la desviacion estandar de la medicion del analito; Sb es la desviacion
estandar del blanco y LC es el limite de deteccion

PREPARACION DE SOLUCIONES PARA LA DETERMINACION DE
LOS LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION DEL DPASV

Se prepararon 10 soluciones de 0,15 mg L™ de cada analito (Pb(ll) y Zn(ll)),
provenientes de las soluciones diluidas de 80 y 70 mg L™ de Pb(11) y Zn(I1) respectivamente,
y se las aford en balones de 25 mL con buffer de acido acético/acetato de sodio 0,1 mol L
apH=45.

PRECISION

La precision de un método se lo puede definir como el grado de concordancia entre
los resultados obtenidos cuando un método se aplica repetidamente, sobre distintas porciones
representativas de una misma muestra, midiendo el error aleatorio de un método. Los
estudios de precision deben hacerse en tres niveles de concentracion, que se expresa como
la desviacion estandar absoluta (sd), desviacion estandar relativa (RSD) o coeficiente de

desviacién (CV) de los resultados obtenidos, expresados en las siguientes ecuaciones:

sd = |, X .3

n-1
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RSD =2 Ec. 4
X

cV = %x 100 ec.5

Dénde: sd es la desviacion estandar, Y. (x — X)? es la sumatoria de la diferencia entre
el valor medido y la media de total de mediciones, n es el nimero total de mediciones (ec.
3).

Ddnde: RSD es la desviacion estandar relativa, sd es la desviacion estandar y X es la

media de todos los valores medidos (ec. 4).

Donde: CV es el coeficiente de variacion, sd es la desviacion estandar y X es la media

de todos los valores medidos (ec. 5).

Esta medida se puede estimar de 2 formas: Repetibilidad y reproducibilidad del

método.

REPETIBILIDAD DEL METODO

Consiste en la determinacion del grado de concordancia entre los resultados
obtenidos después de aplicar el método a una misma muestra varias veces por un mismo

analista en tiempo breve. Se aplica la ec. 4 y ec. 5 en esos €asos.

REPRODUCIBILIDAD

Consiste en la determinacion del grado de concordancia entre los resultados
obtenidos cuando el método es aplicado a una misma muestra repetidas veces por analistas
distintos en laboratorios diferentes y en distintos dias (Sierra et al., 2010). Se aplica la ec. 4

y ec. 5 en esos casos

EXACTITUD
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Se lo define como el acercamiento de los resultados experimentales obtenidos al
valor verdadero. Se lo expresa como el porcentaje de recuperacion por el ensayo de
cantidades conocidas adicionadas al analito, que representa el valor medio medido respecto
al valor tedrico (Soledad, 2009). Los estudios de exactitud se expresan en 3 grados, de 80,
100 y 120% de la concentracion esperada del analito en la muestra, siguiendo la siguiente

expresion matematica:

%R ==x 100 ec. 6

= I

Donde: %R es el porcentaje de recuperacion, X es el promedio de todos los valores

medidos, u es el valor real

Para estimar la exactitud del método, se determina el contenido del analito en la
muestra con el método a validar para enriquecer a la muestra con un patron para su analisis
con el método propuesto, luego se resta el contenido de la muestra con el estandar y el
contenido de la muestra sin el estandar, para determinar el porcentaje de recuperacion del

método, que deben estar entre el 80 — 120 % de aceptabilidad.

PREPARACION DE FORTIFICACIONES PARA LA
DETERMINACION DE LA PRECISION (REPETIBILIDAD Y
REPRODUCIBILIDAD) Y EXACTITUD DEL METODO

Se prepard 3 soluciones de cada concentracion detallada a continuacién: 0,375 y
0,875 mg L de Pb(ll), y 0,4 y 0,875 mg L de Zn(ll), partiendo de las soluciones diluidas
de 80 y 70 mg L de Pb(ll) y Zn(ll) respectivamente. Luego se le adiciond 1 mL de la
muestra diluida y se las aford en los balones de 25 mL con el buffer de Acetato 0,1 mol L
apH=4.

ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA (AAS)

La espectroscopia de absorcion atomica (AA o AAS, por sus siglas en inglés) es un

método instrumental de la quimica analitica que permite medir concentraciones especificas
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de méas de 70 elementos diferentes en disolucion, y es utilizada frecuentemente en

investigacion.

La AAS se basa en la atomizacion del analito en matriz liquida, generalmente acuosa,
la muestra pasa a un nebulizador (cAmara de nebulizacién) para crear una niebla, luego a un
quemador en forma de ranura que da una llama longitudinal larga, para el caso de que la
transmision de energia inicial al analito sea por el método de llama. La niebla atdbmica queda
desolvatada y expuesta a una determinada longitud de onda emitida por la llama, o por una

lampara de catodo hueco del mismo analito a determinar.

Figura 11. Equipo de absorcién atomica

La temperatura de la llama es lo suficientemente alta para mantener atomizada la
muestra durante la medicion (Rubinson y Rubinson, 2001). Para que se genere un espectro
de absorcion, una fuente de radiacion externa debe infligir en el vapor atdbmico y absorba
radiacion cuando el analito se encuentre en estado de excitacion, a determinada longitud de
onda. El proceso de atomizacion puede ser de dos tipos: atomizacion continua, que consiste
en la introduccién de la muestra en una fuente continua; y la atomizacion discreta, donde se

introduce la muestra por inyeccion.

Al introducir la muestra, la muestra se nebuliza para la formacion de pequefias gotas
y liberar al elemento del solvente en el que se encuentre localizado por desolvatacion, y logre
volatilizar la muestra, con el atomizador, para absorber la radiacién de la luz. Los
atomizadores pueden ser de dos tipos: atomizadores de llama, que nebuliza la muestra con
Ilama para la desolvatacion de la muestra en la zona primaria de la llama, producida por el

combustible y el oxidante; y los atomizadores electrotérmicos, que atomizan la muestra por
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medio de pirolisis, combustion sin oxigeno, en la que se seca la muestra a cenizas, para luego

aumentar la temperatura y atomizar la muestra.

DETERMINACION DE Pb(Il) Y Zn(I1) EN CERVEZA ARTESANAL
POR FAAS

Para la determinacion de metales en cerveza, se utilizé un Espectrofotémetro de
absorcion atomica de Ilama Perkinelmer AAnalist 400, con software WinLab32AA vy el
método de preparacion de muestras para el andlisis del Pb(1l) y Zn(l1) fue el mismo método
que se utilizo en este estudio para su determinacion por DPASV, para que las muestras estén
en las mismas condiciones experimentales para su analisis por medio de FAAS; por lo que
no se necesito de un método AOAC.

Con respecto a su rango de trabajo, se analizaron las muestras de cerveza a un rango
de 0 — 5 mg L por FAAS para el Pb(Il), ya que este analito no es muy sensible para esta
técnica y se requiere concentraciones altas para su cuantificacion; y para el Zn(ll), se utiliz6
el mismo rango de trabajo que se utiliz6 para su determinacién con DPASV, ya que este
analito no presenta inconvenientes para su deteccidn en esta técnica. Ademas, se utilizo las

condiciones recomendadas por el equipo, para la cuantificacion de cada analito.

Luego de hacer todas las determinaciones con el equipo de FAAS, se lo limpio
corriendo con HNO3 0,1 mol L™ por 5 minutos, seguido de agua desmineralizada por otros
5 minutos. Por ultimo, se apagd la lampara y la llama del equipo, luego se procedié a cerrar
la llave de paso de las tuberias de los gases que alimentan al equipo, finalmente se purgd los

gases que se utilizo para formar la llama.
CUANTIFICACION POR ADICION ESTANDAR

Se utilizé el método de cuantificacion por adicion estandar, donde se prepararon
soluciones fortificadas con 234 pL de la solucion de Pb(11) 80 mg L™y 268 pL de la solucion
de Zn(11) 70 mg L%, de manera independiente para cada analito, se adicioné 1 mL de muestra

diluida de cerveza, se aford cada solucion con buffer de acido acético/acetato de sodio 0,1
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mol L y se analiz6 su contenido, con las técnicas de DPASV y FAAS, mediante el uso de

la regresion lineal:
y=ax+b

Donde: a es la pendiente; x es la variable independiente (eje X); y es la variable
dependiente y b es la ordenada a origen.

COMPARACION DE METODOS (DPASV vs. FAAS)

Después de obtener las concentraciones de las cervezas artesanales, tanto para
DPASV como FAAS, se utilizd la prueba estadistica t-student en Excel, para comprobar si
hubo diferencia significativa en las concentraciones de Pb(l1) y Zn(ll) de todas las muestras
analizadas por cada técnica analitica utilizada.
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CAPITULO 11

RESULTADOS Y DISCUSION

CARACTERIZACION POR SEM DE LOS ELECTRODOS DE BDD Y
ta—C:N

Figura 12. Imagenes SEM de los electrodos: a) BDD con tamafio de 8 um, escala de 22,5 pm
y voltaje de 15 kV y b) ta — C:N con tamafio de 10 um, escala de 42,4 um y resolucién de 15
kV

La Figura 12a, muestra que el electrodo BDD presenta una morfologia granular
microscopica aleatoria. Para el caso del electrodo ta — C:N, Fig. 12b, no puede observarse
la estructura nodular global con clusteres grandes de carbono ni la rugosidad de la superficie,
se observa una superficie “lisa” y plana en la resolucion del SEM empleada a escala

micrométrica (Khun et al., 2008; Jarosova et al., 2016).
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CARACTERIZACION POR AFM DE LOS ELECTRODOS DE ta—C:N
Y BDD

2: Peak Force Error

Figura 13. Imagenes AFM: a) ta— C:N y b) BDD

En la Figura 13, se muestran las imagenes AFM de los electrodos de ta— C:N y BDD;
para el caso del ta — C:N se observa que la topografia de la superficie no es completamente
lisa, a una escala de 3 um se puede observar pequefias deformaciones que con la técnica del
SEM no fue posible; para el caso del BDD, la topografia es irregular y rugosa, lo cual se
puede corroborar con la imagen SEM previamente mostrada en la Figura 10a. Para los dos
casos, las superficies se encuentran limpias, por lo que se puede proceder a los estudios
analiticos de deteccién de Pb(I1) y Zn(ll) en cerveza artesanal.

CARACTERIZACION DE LOS ELECTRODOS POR VOLTAMETRIA
CiCLICA

VENTANA DE POTENCIAL DE TRABAJO

La ventana de potencial de trabajo es el intervalo de potencial en el cual no ocurren
reacciones (oxidacion o reduccion) ni del electrolito ni del medio, por lo que, en ese intervalo
se puede llevar a cabo cualquier tipo de estudio electroquimica, ya sea de oxidacion o
reduccion, o los dos. La Fig. 14 muestra que el electrodo de ta — C:N presenta una ventana
de potencial mas amplia, de -1,65 a 2,1 V vs. Ag/AgCl, que el electrodo de BDD de -1,20 a
1,20 V vs. Ag/AgCl, cuando se utiliza KCI como electrolito en medio acuoso. Los picos de

corrientes anddicas de los electrodos del BDD y ta—C:N, en 1,20y 2,10 V respectivamente,
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corresponden a la oxidacion del electrolito o el agua, en este caso del cloruro a cloro (Show
et al., 2003). En cuanto a sus corrientes catddicas, a -1,20 y -1,65 V respectivamente,

corresponden a la reduccién del agua a gas hidrogeno (Khun et al., 2008).

25

-25

-2 1 0 1 2
E (V vs Ag/AgCl)

Figura 14. Voltametria ciclica de los electrodos de BDD y ta — C:N en KCI 0,1 mol L,
pH = 1. Velocidad de barrido: 100 mV s

Ademas, se puede presenciar el oxigeno en el voltamperograma del ta — C:N en las
corrientes anddicas entre 0 a 1 V (Pine research, 2017). La ventana de potencial de trabajo
de los electrodos es muy importante para conocer el medio en el que se va a trabajar
(disolucion), ya que una ventana grande nos indica que ese material de electrodo es ideal
para oxidar o reducir especies estables de alto potencial redox.

CAPACITANCIA DE DOBLE CAPA

La capacitancia es una variable que permite conocer cuanta carga almacena un
electrodo el momento de ser polarizado, y es una variable muy util cuando se trata de
explorar nuevos materiales con aplicacion como electrodos de trabajo en electroanalisis. Un
material con baja corriente capacitiva tiene un menor limite de deteccion y cuantificacion,
mientras que un material con alta corriente capacitiva generalmente no son muy Utiles
cuando se los va a utilizar en electroanalisis para detectar concentraciones a niveles traza.

Cuando la capacitancia es alta, la corriente capacitiva solapa a la corriente faradica durante
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la medicion de concentraciones muy bajas, volviéndose indetectable e incuantificable. Para
determinar las capacitancias se lo puede hacer con varias técnica electroquimicas, por ej.,

espectroscopia de impedancia electroquimica, voltamperometria ciclica, etc.

En este proyecto se empled voltamperometria ciclica, esta consiste en variar la
velocidad de barrido en un intervalo de potencial, como se muestra en la Fig. 15 para el ta—
C:N y el BDD, luego se fija un valor de potencial y se construye una curva de la corriente
limite en funcion de la velocidad de barrido, como se muestra en la Fig. 16 para el ta— C:N
y del BDD.

Para el caso del BDD, Fig. 15a y Fig. 16, se obtuvo un valor de capacitancia de
0,0002 uF cm, que es menor al reportado por Kim et al., 15,2 uF cm, lo cual se ha asociado
a la superficie de contacto y a la resistencia eléctrica del electrodo, es decir a mayor
resistencia y menor concentracion de C-sp?, existira una menor capacitancia en el electrodo
(Kim et al., 2013).

0,6

i (nA)

<
0,01 Z 0l

——25mvs’

 s0mVvs —50mVs’

—— 75mVs’ 2 —75mVs’
0.6 ——100mV's” ——100mV's”
' 125 mvs” ——125mVs’

T T T T T T
0,0 0,3 0,6 0,0 0,3 0,6
E (V vs Ag/AgCl) E (V vs Ag/AgCl)

Figura 15. Voltamperogramas ciclicos en KCI 0,1 mol L™ a pH = 1, en funcién de la
velocidad de barrido de 25, 50, 75, 100 y 125 mV s, de: a) BDD y b) ta— C:N

Para el caso del ta — C:N, Fig. 15b y Fig. 16, se obtuvo un valor de capacitancia de
0,033 pF cm, este valor es mayor que el BDD y menor que el obtenido por Yang et al.;
dado que el valor del area geométrica del electrodo influye directamente en la capacitancia
del electrodo (Yang et al., 2012), ya que la capacitancia es inversamente proporcional al &rea

superficial del electrodo (Sanchez, 2014). Ademas, de acuerdo a los resultados, la
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capacitancia del ta — C:N es mayor que la del BDD porque este presenta una mayor
concentracion de C-sp? de acuerdo lo reportado (Aigaje y Espinoza-Montero, 2018).

—=—{BDD
—e—ta-C:N

A
y =0,03304x +0,05522_~ i

R®=0,9913 -~

04 = = = = L
y=1,85E-4x + 0,0147
R* = 0,9951

Densidad de Corriente (sA cm?)

0 ‘ 5|0 I 160 I 1,‘|30
Velocidad de barrido (mV s'1)
Figura 16. Curva de la densidad de corriente vs. la velocidad de barrido para la

determinacion de la capacitancias, para el BDD y el ta— C:N.

TRANSFERENCIA ELECTRONICA SOBRE EL ELECTRODO

Un estudio del comportamiento del electrodo frente a un sistema redox conocido
como ferri/ferrocianuro de potasio es conveniente para conocer el comportamiento del
electrodo. Cuando el AE (Epox — Epred) €s cercano a 0,059 V se conoce que el proceso redox
es rapido cuasi-reversible, cundo el AE es muy grande, esto significa que el proceso redox

es lentos e irreversible.
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Figura 17. Voltamperogramas ciclicos del BDD y ta — C:N en KzFe(CN)s 4 mmol L en
KCI 0,1 mol L, pH = 1, velocidad de barrido = 100 mV s,

En la Fig. 17 se puede observar la respuesta redox de los dos electrodos (BDD y ta —
C:N) frente al KsFe(CN)s, las sefial de los picos para el BDD son muy definidas y
pronunciadas, lo que no ocurre con el ta — C:N, en este material se observa que tanto la
oxidacion como la reduccion si ocurren pero de manera lenta, esto se puede corroborar con
el AE, para el BDD (0,139 V) es muy pequefia comparada con el ta — C:N (0,966 V). De
acurdo a la literatura esto se debe a la presencia de C-sp? en mayor cantidad en la superficie
del ta— C:N (Kim et al., 2013). Ademas, se conoce que cuando existe menor cantidad de C-
sp? en la superficie de un electrodo carbonaceo, el comportamiento del ferri/ferrocianuro es

reversible y sin complicaciones cinéticas.

a) b)
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Figura 18. Voltamperogramas ciclicos para el KsFe(CN)s 4 mM para las siguientes
velocidades de barrido: 10, 25, 50, 75y 100 mV s del: a) BDD y b) ta— C:N
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Figura 19. Estudio comparativo de las curvas de diagnostico voltamétrico del
comportamiento anddico y catodico del sistema Redox del KsFe(CN)g, en funcion de la

raiz cuadrada de la velocidad de barrido del BDD y ta — C:N

La Figura 18a muestra la proporcionalidad de las la corrientes catddica y anddica del
KsFe(CN)s en BDD a distintas velocidades de barrido, lo que indica que el proceso
electroquimico de esta especie sobre este electrodo es por control difusional. (Garcia —
Jarefio et al., 1998). Complementando con la misma Figuray el resumen del comportamiento
del KsFe(CN)g, la Tabla No.4, la diferencia de potencial de pico en el BDD, a cada velocidad
de barrido, AEp aumenta ligeramente, esto se debe a que no existe una adecuado control de
la caida 6hmica (resistencia del electrolito) y algunas complicaciones cinéticas que podrias
ser por reacciones quimicas asociadas, 0 modificaciones en la superficie del electrodo a

niveles microscépicos.

En cuanto al electrodo del ta — C:N, Fig. 18b, debido a la resistencia de este material
y a la presencia mayoritaria de C-sp? en la superficie (especies oxigenadas), los AE, son muy
grandes y varia con la velocidad de barrido, lo cual indica claramente complicaciones
cinéticas en el proceso. Por lo que, los dos electrodos difieren en su comportamiento Redox
por tener una superficie de electrodo diferente en su composicion. Ademas, esto se puede
corroborar con dos trabajos previamente reportados para los electrodos del ta— C:N y BDD
respectivamente (Yang et al., 2013) (Show et al. 2003).
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Tabla 4. Resumen de los datos de la Voltametria Ciclica Del KsFe(CN)s en el electrodo
de BDD

v (Vst)en BDD Epy (mV) AEp (mV) Epox (MV) Ipox /1Pred
10 362,5 107 416 0,92
25 376 102 425 0,99
50 373,5 115 427 0,97
75 372,5 123 436 1,03
100 375 139 395 1,08

En la Tabla 4, El Ep, es casi independiente del sistema electroquimico, ya que no
cambia con respecto a la velocidad de barrido para el BDD y los picos anddicos y catodicos

no se desplazan mucho (Snow et al., 2003).

Tabla 5. Resumen de los datos de la VVoltametria Ciclica Del KsFe(CN)s en el electrodo
deta-C:N

v(Vsienta-C:N Epwx (mV) AEp (mV) | Ep®*(mV) Ipo%/Ipred
10 87,5 417 296 11
25 68 574 355 1,18
50 51 736 419 1,21
75 46 834 463 1,24
100 43 966 535 1,23

En cuanto al ta — C:N, Tabla 5, su AEp aumenta con respecto a la velocidad de
barrido, y es diferente con los valores reportados por Yang et al., influyendo en el incremento
en la separacion del pico de potencial de la reaccion Redox del Fe*? y Fe*® (Behan et al.,
2017). Ademaés, su Ep12 no es independiente a medida que aumenta la velocidad de barrido,
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por lo que la transferencia de electrones es de tipo cuasi-reversible al separarse los picos, en
funcion de la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (Brownson y Banks, 2014).

Adicionalmente, en la Fig. 19 se presenta las pendientes de las curvas de corrientes
de oxidacion y reduccion (Ipox e Ipred) en funcion de v1/2, con un factor de correlacion de
0,9981 y 0,9925 respectivamente, cumpliendo con la ecuacion de Randles-Sevcik, lo que
indica que las reacciones sobre la superficie del electrodo estan limitadas por una difusion
semi-infinita, por lo que se tiene una densidad de carga sobre un amplio rango de potencial,
que favorece la transferencia rapida de electrones (Snow et al., 2003). Lo mismo pasa con
el electrodo del ta — C:N, solo que difiere con los factores de correlacion de oxidacion y
reduccion (Ipox e Ipred) de 0,9997 y 0,9977 respectivamente, pero difieren con el valor de
sus pendientes al ser mayores con respecto al comportamiento difusivo del electrodo del
BDD.

Con respecto a los electrodos de BDD y ta — C:N, ambos tienen comportamiento
difusivo en la transferencia de electrones por la linealidad segun la ecuacion de Randles —
Sevcik y el comportamiento cuasi-reversible porque tiene la relacion Ipox/Ipred distinto de 1.
Sin embargo, el comportamiento de KsFe(CN)e en el ta — C:N es lenta debido a que AEp
aumenta con la velocidad de barrido por cada pico anddico y catodico del sistema

electroquimico.
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DETERMINACION DEL Pb(I1) Y Zn(11)

OPTIMIZACION DE PARAMETROS PARA LA DETECCION DEL
Pb(I1) Y Zn(11) SOBRE EL ta— C:N POR DPASV

POTENCIAL DE PULSO
a) b)

0,21 4

I (nA)
i (nA)

. . . i . :
0,8 0,6 04 1,4 1,2 1,0 0,8
E (V vs Ag/iAgCl) E (V vs Ag/AgCl)

Figura 20. Voltamperogramas de pulso diferencial, a 120 s de tiempo de deposicién y -1 V,
del: a) Pb(11) 1 mg Lty b) Zn(I1) 1,25 mg L en acetato de pH de 4,5, en funcion del potencial
de pulso y en el electrodo de ta— C:N

En las Fig. 20 a y b, se puede observar que disminuye el ruido instrumental del
potenciostato al momento de aumentar el valor de potencial impuesto, obteniendo un
voltamperograma con menor ruido a 0,017 V, siendo el potencial de pulso apto para la

determinacién de los analitos de interés.



49

POTENCIAL DE DEPOSICION (PRE-CONCENTRAC|ON)
a) b)

—12v
—14V

0,4

i (nA)
1{uA)

0,2 1

A2 ' 10 ' 08 P 0.6 20,4
E (V vs Ag/AgCl) E (V vs Ag/AgCl)

Figura 21. Voltamperogramas de pulso diferencial, a 120 s de tiempo de deposicion, en

funcion del potencial de deposicion del: a) Zn(I1) 1,25 mg Lt y b) Pb(1l) 1 mg L, enel ta

—C:N

De acuerdo a la Fig. 21a, la mayor sefial de Zn(ll) se alcanza cuando se emplea un
potencial de pre-concentracion de -1,7 V, siendo este el potencial mas adecuado para llevar
a cabo los experimentos. Para el caso de la pre-concentracion de Pb(ll) de la Fig. 21b, se
alcanza la mejor sefial cuando se impone un potencial de -1 V, Fig. 19b., apropiado para su
deteccion en el ta — C:N.

TIEMPO DE DEPOSICION
a) b)

0,3
—180s

——240s
——300s

0,2

T T T T T T T
-1,2 1,0 -0,8 -0,8 -0,6 -0,4
E (V vs Ag/AgCl) E (V vs Ag/AgCl)

Figura 22. Voltamperograma de pulso diferencial, a 1 V, de la sefial del: a) Zn(ll)
1,25 mg L y b) Pb(I1) 1 mg L%, Acetato 0,1 mol L™ a pH de 4,5 en funcion del tiempo de
deposicion enta— C:N
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En las Fig. 22 ay b, se puede observar que no hay sefial de Zn(I1) y Pb(ll) detectada
en el electrodo de ta — C:N, a pesar del aumento del tiempo de deposicion para la deteccion
de ambos analitos, no se pudieron depositar correctamente en el electrodo, por la resistencia

eléctrica que tenia el electrodo en su ventana de potencial descrita anteriormente.
EFECTO DEL ELECTROLITO DE SOPORTE

a) b)

1,5 4
——KCI0,5M
—— Acetato pH 4.5
—KCIOSM
—— Acetato pH 4,5

0,6 4

1,04 0,41

i (pA)
i (nA)

0,54 0,2 -

_—

0,0 T T T T T T
4,2 4,0 0,8 0,0

E (V vs Ag/AgCl)

-0|,8 . -OI,E ‘ -0.,4

E (V vs Ag/AgCl)
Figura 23. Voltamperogramas de pulso diferencial, a potencial de -1 V y tiempo de
deposicion de 300 s, por efecto del KCI 0,5 mol L, pH 1y Acetato pH 4,5 del: a) Zn(ll)
1,25mg Lty b)Pb(Il) 1 mgLtenta—C:N

En la Fig. 23a, se puede ver que el buffer de acetato y el KCI tienen un distinto
comportamiento electroquimico, ya que el voltamperograma del Zn(l1l), en KCI, se aproxima
a la linea base a corrientes bajas que el buffer de acetato, en la deteccion del Zn(ll), en la
que se podria determinar trazas metalicas que el voltamperograma del acetato; pero tampoco
se aprecia la sefial de Zn(Il) por la falta de deposicion en la superficie del electrodo para su
redisolucion. Ademas, en la Fig. 23b, se aprecia la sefial de plomo asimétrico un poco mas
definido en el acetato que en el KCI, ya que este presentd un pico amorfo y no se aprecia

casi nada del analito.
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EFECTO POR DIA PARA LA DETERMINACION DE PLOMO
a) b)

I (nA)

I (nA)

0 T T - . 0,0 v T .
08 0,7 .0,6 -0,8 0,6 04

E (V vs Ag/AgCI) E (V vs Ag/AgCI)

Figura 24. Voltamperogramas de pulso diferencial de Pb(Il) 1 mg L, a potencial de -
1V y tiempo de deposicion de 300s, en funcion de los dias en: a) KCI 0,5 mol L, pH =
1yb) Acetato pH =4,5enta— C:N

Como se puede observar en las Fig. 24 a 'y b, en el primer dia hay sefial del Pb(ll)
depositado en el electrodo, tanto en el electrolito de KCI 0,5 mol L™ como en el buffer de
Acetato 0,1 mg L, pH = 4,5; pero en el siguiente dia, ya no se muestra la sefial de Ph(Il)
depositado para ambos electrolitos, por lo que hay constancia de que el electrodo no fue lo
suficientemente apropiado para la correcta determinacion de Pb(ll); ya que su pico no se
encuentra en el potencial donde deberia estar localizada segun Khun et al. en la
determinacion de trazas metalicas en el ta — C:N, por lo que, no conviene hacer una curva

de calibracion para el plomo en ese electrodo.

No pudimos determinar los pardmetros exactos para la deteccion de la sefial de Zn(I1)
y Pb(I1) en el ta — C:N, ya que esto se debe a que el electrodo no estaba lo suficientemente
dopado con Nitrégeno, para que el gas tenga un enlace con el carbono del electrodo del ta —
C:N y la ausencia de los enlaces sp? —C=N en el electrodo, comparando con los trabajos de
Yang et al. en el comportamiento electroquimico del ta — C:N y Khun et al. en el
comportamiento de ese electrodo por voltametria ciclica (Yang et al. 2012, Khun et al.,
2008).

Con respecto a las condiciones experimentales para la determinacion analitica de

Pb(I1) y Zn(ll) en el electrodo de BDD, se utilizé los parametros reportados por El Tall et
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al., 2007, para la determinacién de los mismos en el electrodo ya mencionado, ya que tiene
casi todas las condiciones experimentales para su respectiva determinacion analitica en la

matriz de las cervezas artesanales (El Tall et al., 2007).

DETERMINACION DE Pb(I1) y Zn(l1) EN BDD
CURVAS DE CALIBRACION DEL Pb(I1) Y Zn(l1) SOBRE BDD
a) b)

—0,3mglL”

10 4 —0,25mgL"
——0,5mglL’
—0,75mgL"
——1mglL"

——1,25mgL"

i (nA)

i (nA)

’ . T .
0,6 0,4 -1,2 -1,0 -0,8
E (V vs Ag/AgCl) E (V vs Ag/AgCl)

Figura 25. Voltamperogramas de pulso diferencial, a distintas concentraciones del: a) Pb(Il) y
b) Zn(11) en BDD

En la Fig. 25a se muestra que los picos voltamperométricos estan bien definidos para
el caso del Pb(ll), ademas las curvas para cada concentracion son directamente
proporcionales a la sefial eléctrica. En cuanto a la Fig. 25b, podemos ver que el Zn(ll)
muestra curvas voltamperométricas no muy bien definidos, pero son proporcionales a la
concentracion, esto se debe a que el BDD no es el material de electrodo adecuado para su
deteccion, esto ya fue reportado previamente por McCaw y Swain en un estudio comparativo
del BDD y carbon vitreo cubiertos con mercurio (McCaw y Swain, 2006). Ademas, otros
reportes muestran que, a potenciales muy negativos de pre-concentracion, se presenta la
tendencia de formacion de hidrogeno, afectando la eficiencia coulumbimetrica en la
electrodeposicion del Zn(11) (Show et al., 2002).
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LINEALIDAD

s Pb(ll)
= Zn(l)

y=8,2178x + 2,7956

10 4 R*=0,9983

i (nA)

y=9,9435x - 16177
R*=0,9903

0 . , . . .
0,0 0,5 1,0 1,5

Concentracién (mg L™)

Figura 26. Curvas de calibracion, por DPASV, en BDD de Pb(Il) y Zn(ll)

En la Fig. 26 podemos ver que el Pb(11) es més sensible con respecto al Zn(ll), cuyos
valores de pendiente fueron de 9,9435 y 8,2178 pA L mg* respectivamente, ya que el Zn(11)
se ve afectado por la evolucion de hidrogeno, por lo que disminuye su sensibilidad,
cumpliendo lo que establecié EI Tall et al. en su investigacion de los metales con BDD (El
Tall et al., 2007). Ademas, el Pb(Il) y el Zn(Il) estan cumpliendo con el pardmetro del rango
lineal, cuyos factores de correlacion son mayores de R? > 0,99, por lo que se puede
cuantificar ambos analitos con esta metodologia. Ademas, ambos analitos estan cumpliendo
con la ley de Faraday, en donde se reoxidan los metales después de su deposicion en la
superficie del electrodo (Wang, 2006).

LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION DEL Pb(I1) Y Zn(11)

Tabla 6. Limites de Deteccion y Cuantificacion del Pb(11) y Zn(Il1) En BDD

DPASV (BDD)
Medicion
Pb(I1) (mg L) | Zn(ll) (mg L?)
1 0,2149 0,1443
2 0,2152 0,1331
3 0,2189 0,1126
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4 0,2206 0,1559

5 0,2226 0,1427

6 0,2240 0,1077

7 0,2251 0,1410

8 0,2291 0,1302

9 0,2369 0,1338

10 0,2206 0,1230

Promedio 0,22277 0,13343
Desviacion estandar 0,00657 0,01481
Limite de deteccién (LD) 0,01970 0,04443
Limite de cuantificacion (LC) 0,06568 0,14812

Como se puede observar en la Tabla 6, los LD del Zn(ll) y Pb(ll) sobre BDD son de
0,01970 y 0,04443 mg L™ respectivamente, indicando la capacidad minima que se puede
detectar los analitos, diferentes al ruido, en el método propuesto de DPASV con BDD.
Ademas, los LC del Pb(11) y Zn(l1) son 0,06568 (Anexo 3) y 0,14812 mg L™ respectivamente
(Anexo 4), indicando que el Pb(ll) puede detectarse a una menor concentracion que el Zn(l1)
para el caso del BDD. Sin embargo, los LC del Pb(Il) y Zn(Il) son mayores con respecto a
lo reportado por Show et al., en la caracterizacion electroquimica del BDD, con valores de
0,00207 y 0,00654 mg L™ respectivamente (Snow et al., 2003).

Los valores de LD y LC para Pb(Il) y Zn(Il), mediante DPASV, son mayores con
respecto a la técnica de AAS reportado por Nascentes et al. en la determinacion de cervezas
por Espectrofotometria de Absorcion Atémica con Horno de Termospray, cuyos valores de
LD de referencia fueron de 0,046 y 0,011 mg L%, para Pb(11) y Zn(1l) respectivamente, Para
el LC, aunque no se encuentra reportado en ese articulo y aplicando la férmula para su
calculo (Anexo 3), sus valores fueron de 0,153 y 0,036 mg L respectivamente para los
analitos ya mencionados anteriormente, debido a los problemas de deposicion generados por
la hetereogenidad del electrodo de BDD (EI Tall et al., 2007).
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Figura 27. Curvas de Calibracion, normal y con efecto matriz, por DPASV en BDD, del:

a) Pb(11) y b) Zn(I1)

En las Fig. 27ay 27b, la adicion de la muestra a cada estandar tiene poca influencia

en la obtencion de la sefial en los dos casos de estudio, ya que hay un ligero aumento en la

sensibilidad en ambos casos, con respecto a las curvas de calibracion normales (empleando

estandares). Por lo que, no existe una interferencia que afecte las medidas de las muestras en

las curvas de calibracion preparadas tanto para el Pb(Il) como para el Zn(Il) (Booksh y

Kovalski, 1994).
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PRECISION (REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD) Y
EXACTITUD

Tabla 7. Resultados de la determinacion de la Repetibilidad y los porcentajes de
Recuperacion Del Pb(l1) en Cerveza Artesanal con el BDD

o L Concentracion .
Fortificacion Medicion ) % Recuperacion
obtenida (mg L)
1 0,4501 120,04
2 0,4041 107,75
3 0,3647 97,24
0,375mg L* :
Promedio 0,4063 108,34
Desviacién estandar 0,0176
%RSD 10,53
1 1,0360 118,40
2 1,1154 127,47
3 1,0280 117,49
0,875mg L* :
Promedio 1,0598 121,21
Desviacién estandar 0,048
%RSD 4,56

De acuerdo a la Tabla 7, la fortificacion de 0,375 mg L™ no es repetible al tener el
%RSD de 10,53%, excediendo del valor esperado del 10% segun Magnusson y Oenemark
para la validacion del método (Magnusson y Oenemark, 2014), pero su porcentaje de
recuperacion de 108,34% es exacto por estar dentro de lo establecido para su validacién. En
cuanto a la fortificacion de 0,875 mg L, es repetible por tener un %RSD de 4,56, que esta
por debajo del 10%, que es porcentaje de RSD permitido, pero como su porcentaje de
recuperacion fue de 121,21%, por lo que no se encuentra dentro del rango que debe cumplir
para el método de estudio que es de 80 — 120%; por lo tanto, no cumple con el parametro de
exactitud a esa concentracion, comparados con los voltamperogramas del Pb(Il) para cada

fortificacion (Anexo 8).
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Tabla 8. RSD de los Porcentajes de Recuperacion de las Fortificaciones Del Pb(l1) en

Cerveza Artesanal para la determinacion de la Reproducibilidad en BDD

Fortificacion (mg

%

%

Dia L) Recuperacion | Recuperacion SD %RSD
media media total
0,375 108,34
1 114,73 9,04 7,88
0,875 121,12
0,375 98,11
2 100,49 3,36 3,34
0,875 102,86
0,375 106,97
3 95,87 15,69 16,37
0,875 84,78
Media 103,70 9,36 9,19

Al determinar la reproducibilidad y veracidad del método, en la Tabla 8, existe una

buena reproducibilidad con un valor de %RSD menor a 10% como promedio de los 3 dias,

para ambas fortificaciones, y con buena veracidad al tener un promedio de 103,70% de

recuperacion, por lo que cumple con estos pardmetros para la validacion del método de
DPASV (Anexo 8).
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Tabla 9. Resultados De La Determinacion De La Repetibilidad y los Porcentajes de
Recuperacion Del Zn(lI1) en Cerveza Artesanal con el BDD

L o Concentracién _,
Fortificacion Medicion ) % Recuperacion
obtenida (mg L)
1 0,4388 109,71
2 0,6210 155,24
3 0,6591 164,78
0,4mgL? _
Promedio 0,5729 143,24
Desviacion estandar 0,1177
%RSD 20,54
1 0,9209 105,24
2 0,8437 96,42
3 0,9172 104,82
0,875mg L :
Promedio 0,8939 102,16
Desviacion estandar 0,0453
%RSD 4,86

Como se puede ver en la Tabla 9, la fortificacion de 0,875 mg L™ cumple con el
parametro de repetibilidad y exactitud del método de estudio, porque las mediciones de
concentracion de Zn(Il) no varian mucho, obteniendo un valor de %RSD de 4,86, que es
menor a 10% establecido; y en cuanto al porcentaje de recuperacién de 102,16%, esta dentro
de rango establecido que es 80 — 120%. Sin embargo, no pasa lo mismo con la fortificacion
de 0,4 mg L porque su valor de RSD de 20,54% excede del 10% permitido y que su
porcentaje de recuperacion fue de 143,24%, excediendo del rango establecido de 80 — 120%
para la validez del método de estudio para la determinacién de Zn(ll) a concentraciones
bajas. Por esa razdn, no es aceptable para concentraciones bajas (Magnusson y Oenemark,
2014), (Anexo 9).
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Tabla 10. RSD de los Porcentajes de Recuperacion del Zn(l1) en cerveza artesanal para

la determinacion de la Reproducibilidad En BDD

% %
Dias | Fortificacion (mg L) | Recuperaciéon | Recuperacion SD %RSD
media media Total
0,4 143,24
1 122,7 29,05 23,67
0,875 102,16
0,4 148,88
2 140,27 12,18 8,68
0,875 131,66
0,4 127,89
3 123,78 5,82 4,70
0,875 119,66
Media 128,92 15,68 12,35

Para el caso del Zn(ll), Tabla 10, no cumple con el parametro de reproducibilidad al

tener un %RSD superior a lo establecido, para validar el método con este analito, con un

valor de 12,35%. Ademas, no es un método veraz porque su porcentaje de recuperacion esta

fuera del intervalo establecido de 80 — 120%, con un valor promedio de 128,92%, por lo que

no se garantiza tener datos confiables al ser una técnica poco sensible para sus detecciones

y la tendencia de reduccion de hidrégeno al aplicar potenciales negativos para depositar el
Zn(I1) (Show et al., 2003) (Anexo 9).
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RESUMEN DE LOS PARAMETROS ANALITICOS DE VALIDACION
PARA LA DETERMINACION DE Pb(11) Y Zn(I1) POR DPASV EN BDD

Tabla 11. Pardmetros Analiticos de validacion para Pb(I11) y Zn(I1) por DPASV en BDD

Parametro Pb(Il) Zn(l)
Rango lineal (mg L) 025-1,25| 0,30-1,25
Coeficiente de correlacion (R?) 0,9903 0,9983
Limite de Deteccion (mg L) 0,01970 0,04443
Limite de Cuantificacion (mg L) 0,06568 0,14812
Repetibilidad concentraciones bajas (%0RSD) 10,53 20,54
Repetibilidad concentraciones altas (%0RSD) 4,56 4,86
Reproducibilidad (%RSD) 9,19 12,35
Exactitud (%R) 103,70 128,92

Tal como se detalla en la Tabla 11, el método de deteccion del Pb(Il) por DPASV en
BDD cumple con todos los pardmetros analiticos ya detallados anteriormente, a pesar de que
su %RSD sobrepasa el limite de 10% en la repetibilidad a concentraciones bajas. Aunque
para la deteccion del Zn(Il) se cumple con el parametro de linealidad por su coeficiente de
correlacion de 0,9983 y la repetibilidad a concentraciones altas, con 4,86%, no se cumple
con el resto de parametros al excederse del 10% en repetibilidad a concentraciones bajas y
reprodubilidad, y al salirse del rango de 80 — 120% de recuperacion segin Magnusson y
Oenemark para la validacion de métodos. Ademas, en el Pb(ll) es capaz de ser detectado a
concentraciones bajas porque su limite de deteccion es méas bajo que el Zn(Il)

DETERMINACION DE Pb(I1) Y Zn(l1) POR FAAS
CURVAS DE CALIBRACION DE Pb(I1) Y Zn(I1) POR FAAS
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= Pb(ll) = Zn(ll)
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Figura 28. Curvas de calibracion para FAAS en: a) Pb(l1) y b) Zn(ll)

En las Figs. 26a y 26b, ambos analitos mostraron linealidad, cuyos coeficientes de
correlacion para Pb(11) y Zn(I1) fueron de 0,9986 y 0,9985 respectivamente. A pesar de que
en el Pb(Il) se trabajo con un rango linear diferente con respecto a la técnica de andlisis de
DPASV, con 0 — 5 mg L, fue recomendable este rango porque este analito tiene baja
sensibilidad para esta técnica por ser un metal volatil a temperaturas altas (Aragon-Bricefio
etal., 2011). El Zn(I1) es muy sensible para la técnica de FAAS al tener una pendiente muy
alta con respecto al Pb(I1), a pesar de que su rango de trabajo fuera menor al del Pb(Il), con

la pendiente de 0,3615 L mg™, comparado al 0,01302 L mg* del primero.

Aunque la técnica de Espectrofotometria de Absorcion Atomica con Horno de
Grafito (GF-AAS) es una técnica muy sensible para detectar trazas metalicas, a escala de
ppb (ug L), toma un largo tiempo atomizar la muestra en un horno por pirolisis, sobre el
tubo de grafito donde se introduce la muestra, y porque la lampara de descarga sin electrodo
tarda mucho en estabilizarse antes de determinar los analitos de interés, sobre todo para la

determinacion de Pb(Il) en este trabajo (Kurfurst, 1998).

A pesar de que no se hizo ensayos de LD y LC, efecto matriz, precision y exactitud
en FAAS, se la consideré como una técnica de referencia para comparar los resultados
medidos del Pb(Il) y Zn(ll), por DPASV, con el fin de reducir los errores de analisis y
asegurar la precision y exactitud de las mediciones de las muestras de la técnica

electroquimica ya mencionada (Vanclay et al. 2004).
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CONTENIDO DE Pb(Il) Y Zn(ll) EN CERVEZAS ARTESANALES
POR FAAS

Tabla 12. Contenido de Pb(ll) en diferentes cervezas artesanales por FAAS

Concentracion Cumple
obtenida de la | Concentracion ] con la
Marca | Medicion muestra real calculada Media %RSD norma
fortificada (mg L?) (mg L) INEN
(mg L?) 2262
1 0,817 0,0682
A 2 0,812 0,0632 0,0672 5,36 Si
3 0,819 0,0702
1 0,830 0,0812
B 2 0,824 0,0752 0,0785 3,89 Si
3 0,828 0,0792
1 0,816 0,0672
C 2 0,810 0,0612 0,0635 5,06 Si
3 0,811 0,0622
1 0,804 0,0552
D 2 0,807 0,0582 0,0552 5,43 Si
3 0,801 0,0522
1 0,816 0,0672
E 2 0,813 0,0642 0,0642 4,67 Si
3 0,810 0,0612
1 0,809 0,0602
F 2 0,803 0,0542 0,0565 5,69 Si
3 0,804 0,0552

Segun las concentraciones obtenidas en la Tabla 12, todas las muestras de cerveza

cumplen con el limite méaximo permitido de Pb(Il) de 0,1 mg L™ segin la normativa NTE

INEN 2262 y no hay dispersion en los resultados de cada cerveza porque su %RSD no

excede del 10%, con un rango promedio de 0,0552 — 0,0785 mg L, donde la cerveza B es

la que tiene mayor contenido de ese analito. Sin embargo, su rango es muy diferente con
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respecto al trabajo de 0,0141 — 0,0346 mg L™ reportado por Nascentes et al. ya que depende

de la forma en la que se elaboraron las cervezas para su anélisis (Nascentes et al. 2005).

Tabla 13. Contenido de Zn(l1) en diferentes cervezas artesanales por FAAS

Concentracion Cumple
obtenida de la | Concentracion _ con la
Marca | Medicion muestra real calculada Media %RSD | norma
fortificada (mg L?) (Mg L) INEN
(mg L?) 2262
1 0,775 0,0246
A 2 0,771 0,0206 0,0226 8,85 Si
3 0,773 0,0226
1 0,799 0,0486
B 2 0,794 0,0436 0,0443 9,13 Si
3 0,791 0,0406
1 0,795 0,0446
C 2 0,796 0,0456 0,0436 6,07 Si
3 0,791 0,0406
1 0,797 0,0466
D 2 0,794 0,0436 0,0433 8,11 Si
3 0,790 0,0396
1 0,779 0,0286
E 2 0,776 0,0256 0,0269 7,18 Si
3 0,777 0,0266
1 0,765 0,0146
F 2 0,757 0,0066 0,0086 | 61,53 Si
3 0,755 0,0046

Segun las concentraciones obtenidas en la Tabla 14, todas las muestras de cerveza

cumplen con el limite maximo permitido de Zn(ll) de 1 mg L segln la normativa NTE

INEN 2262 y no hay dispersion en los resultados de cada cerveza, salvo la cerveza F, porque
su %RSD no excede del 10%, con un rango promedio de 0,0086 — 0,0443 mg L™, donde la
cerveza B es la que tiene mayor contenido de ese analito. La cerveza F tiene datos dispersos

porgue no se succiono bien la muestra al momento de analizarla.
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Ademas, su rango de concentracion es diferente y corta con respecto a lo reportado
por Nascentes et al., con valores que van entre 0,0553 — 0,1680 mg L™, ya que la técnica de
digestion aplicada a este trabajo es diferente y depende del proceso de elaboracién con la
que se hicieron las cervezas, para cada analisis realizado en este trabajo (Nascentes et al.,
2005).

CONTENIDO DE Pb(ll) Y Zn(l1) EN CERVEZAS ARTESANALES
POR DPASV EN BDD

Tabla 14. Contenido de Pb(ll) en diferentes cervezas artesanales por DPASV en BDD

Concentracion Cumple

obtenida de la | Concentracion _ con la

Marca | Medicion muestra real calculada Media %RSD | norma

fortificada (mg L?) (mg L) INEN

(mg L?) 2262
1 0,433 0,3161

A 2 0,509 0,2400 0,2740 | 14,13 No
3 0,483 0,2658
1 0,664 0,0848

B 2 0,684 0,0647 0,0663 | 26,69 Si
3 0,699 0,0495
1 0,561 0,1877

C 2 0,687 0,0617 0,0843 | 111,78 Si
3 0,745 0,0034
1 0,604 0,1445

D 2 0,673 0,0748 0,0959 | 44,06 Si
3 0,681 0,0683
1 0,683 0,0657

E 2 0,715 0,0335 0,0448 | 40,26 Si
3 0,784 0,0353
1 0,583 0,1655

F 5 0545 02018 0,1615 | 26,39 No
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3 0,632 0,1170

Segun los resultados obtenidos de la Tabla 14, el contenido de Pb(ll) en las cervezas
artesanales analizadas estan en el rango de 0,0448 — 0,2740 mg L™}, siendo las cervezas B,
C, Dy E, las que cumplen con el limite maximo segun la normativa NTE INEN 2262, y que
su contenido no rebasa del limite maximo permitido del establecido en la normativa (NTE
INEN, 2003). Sin embargo, las cervezas A y F, con valores de 0,2740 y 0,1615 mg L
respectivamente exceden del limite méximo permitido del metal en estudio, que es de 0,1
mg L (Anexo 5).

Sin embargo, al hacer el andlisis triplicado de cada cerveza segun la Tabla 14, los
datos estan dispersos entre si, cuyo %RSD es mayor al 10% establecido para la validacion
de métodos (Anexo 10), ya que esto se debe a que al comportamiento de deposicion de los

metales por la hetereogenidad en la superficie del electrodo (EI Tall, 2007).

El rango del contenido de Pb(ll) en cerveza, obtenidos en este trabajo, es muy distinta
a los valores reportados por Ghanjaoui et al., 2011, ya que su rango es de 0,092 — 0,280 mg
L%, cuyo valor maximo excede del valor maximo permitido seguin las normativas NTE INEN
2262 de Ecuador y de la normativa mundial del Office International de la Vigne et du Vin
(OIV) (Ghanjaoui et al. 2011).

Tabla 15. Contenido de Zn(l1) en diferentes cervezas artesanales por DPASV en BDD

Concentracion Cumple
obtenida de la | Concentracion ) con la
Marca | Medicion muestra real calculada MEdli %RSD | norma
fortificada (mg L?) (mg L) INEN
(mg L?) 2262
1 1,124 0,3732
A 2 1,215 0,4642 0,3732 33,63 Si
3 1,459 0,7108
1 1,132 0,3815
B 2 0,994 0,2437 0,3814 36,08 Si
3 1,269 0,5190
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1 1,129 0,3787

C 2 1,097 0,3468 0,3912 13,19 Si
3 1,198 0,4481
1 1,043 0,2929

D 2 1,262 0,5121 0,3823 29,96 Si
3 1,092 0,0344
1 1,174 0,4237

E 2 1,216 0,4660 0,4317 7,18 Si
3 1,155 0,4054
1 1,402 0,6516

F 2 1,491 0,7413 0,7056 6,72 Si
3 1,474 0,7238

Segun los datos obtenidos de la Tabla 15, todas las cervezas analizadas cumplen con
la normativa NTE INEN 2262, ya que su contenido de Zn(ll) esta en un rango de 0,3732 —
0,7056 mg L%, que no excede del 1 mg L™ del limite maximo permitido. Diferenciando que
la cerveza A tiene menor contenido de Zn(ll) y la cerveza F con mayor contenido del mismo
(Anexo 6).

Sin embargo, las medidas para las cervezas A, B, C y D son muy dispersas entre si,
ya que exceden del %RSD permitido del 10%, debido a los problemas de deposicion del
metal por la hetereogenidad en la superficie del electrodo y la formacién de hidrégeno al

hacer la deposicidn a potenciales muy negativos (El Tall, 2007) (Anexo 11).

A pesar de que no hay datos reportados para los analisis de Zn(ll) en cerveza
mediante DPASV, su rango es de 0,0547 — 0,226 mg L segiin Nascentes et al., 2005 en la
determinacion de Zn(l1) por espectrofotometria de absorcién atomica con horno de Ilama de
termospray, siendo un rango mas bajo al obtenido en esta experimentacion (Nascentes et al.,
2005).
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COMPARACION DEL CONTENIDO DE Pb(1) Y Zn(Il), OBTENIDO
CON EL METODO DE DPASV, CON RESPECTO AL METODO DE
FAAS

Tabla 16. Comparacién del contenido de Pb(l1) obtenido en DPASV y FAAS

Marca DPASV | FAAS
(mg L) | (mg L)
A 0,2740 0,0672
B 0,0663 0,0785
C 0,0842 0,0635
D 0,0959 0,0552
E 0,0448 0,0642
F 0,1615 0,0565

Con respecto al rango de concentracién en las muestras, como se muestra en la Tabla
16, ambas técnicas difieren entre si, ya que, por medio de la técnica por DPASV, el rango
de concentracion de Pb(I1) fue de 0,0663 — 0,2740 mg L*; en cuanto a la técnica por FAAS,
su rango fue de 0,0552 — 0,0785 mg L™, siendo este un rango mas corto de concentraciones

en cervezas artesanales que por medio de DPASV.

Ademas, se puede ver que hay variacion en la técnica de DPASV con respecto a la
técnica de FAAS, esto se debe a los problemas de deposicion que hubo en el electrodo de
BDD para la obtencion correcta de la sefial del metal redisuelto, debido a las diferentes
propiedades dpticas y la hetereogenidad de la superficie que tenia el electrodo, sefialando las
limitaciones de la técnica para la correcta determinacion del contenido de Pb(ll) en las
cervezas Ay F (Hyde et al., 2003).

Sin embargo, esta diferencia de concentraciones de las muestras, para ambas
técnicas, no fue significativa gracias a la prueba estadistica de t de Student, ya que su valor
de t estadistico no excede del valor t critico para 2 colas (Anexo 7). Por ende, la técnica de

DPASV es apropiada para hacer determinaciones de Pb(ll) en cervezas artesanales.
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Tabla 17. Comparacién del contenido de Zn(l1) obtenido en DPASV y FAAS
DPASV FAAS
(mgL?) | (mg L)
A 0,5152 0,0226
B 0,3814 0,0443
C 0,3912 0,0436
D

E

F

Marca

0,3823 0,0433
0,4317 0,0269
0,7056 0,0086

Segun la Tabla 17, el rango de concentracion de las muestras de ambas técnicas,
difieren entre si, ya que por medio de la técnica por DPASV, el rango de concentracion de
Zn(I1) es de 0,3814 — 0,7056 mg L™; y de la técnica por FAAS es de 0,0086 — 0,0443 mg L
! siendo este tltimo un rango mas corto y de mas baja concentracion en cervezas artesanales

que el método de estudio.

Ademas, como se muestra en la Tabla 17 los resultados del Zn(Il) en DPASV, con
respecto a FAAS, varian mucho, esto se debe a los problemas de deposicion del metal, a
causa de la reduccion del hidrogeno al aplicar potenciales negativos para la deteccion
correcta del metal redisuelto, al igual que la superficie y las propiedades opticas del electrodo
donde se hizo esta determinacion electroanalitica (EI Tall et al., 2007). Esta diferencia de
concentraciones se comprobd que era significativa, mediante la prueba de t de student, ya
que su valor de t obtenido excedi6 del valor de t critico (Anexo 7). Por tanto, la técnica por

DPASV no es apropiada para la correcta determinacion de Zn(ll) en cerveza artesanal.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

En la caracterizacion del electrodo ta — C:N, este muestra poca rugosidad, una alta
corriente capacitiva y poca electroactividad a los metales, por lo que, no resultd adecuado

para la cuantificacion de Pb(Il) y Zn(ll) en cerveza artesanal.

Las concentraciones obtenidas por DPASV estuvieron dentro el rango de 0,0448 —
0,2740 mg L™ para Pb(ll) y de 0,3732 — 0,7056 mg L™ para Zn(ll), estos valores son
diferentes a los obtenidos por FAAS.

Las concentraciones obtenidas por FAAS estuvieron dentro del rango de 0,0552 —
0,0785 mg L para Pb(Il) y de 0,0086 — 0,0443 mg L* para Zn(ll), lo cual indica que todas
las marcas de cervezas cumplen con la normativa vigente segin el NTE INEN 2262 para

cervezas, limites establecidos Pb(ll) 0,1 mg Lty Zn(I1), 1 mg L™,

Fue posible verificar los datos obtenidos mediante DPASV con los resultados
obtenidos por FAAS, a través de la prueba t-student. Para el Pb(ll) no hubo diferencia

significativa, y para el Zn(Il) si hubo diferencia significativa.

RECOMENDACIONES

Se recomienda hacer deteccion de nitrogeno mediante espectroscopia Raman para
asegurar que el electrodo de ta — C:N presente nitrogeno para realizar correctamente las

determinaciones voltamperométricas.

Como el método de DPASV es de tipo manual, hay que controlar cuidadosamente
todas las condiciones experimentales para la obtencidn de datos repetibles y reproducibles

en los futuros anélisis con esta técnica.



70

La técnica del SEM solo es recomendable para BDD por la formacién de electrones
en su superficie cristalina para la obtencion de su imagen, pero no es recomendable para la
superficie del ta — C:N por la falta de generacion de electrones en su superficie, por lo que
se sugiere el uso de la técnica de microscopia de barrido electronico por emision de campo
(FE-SEM), a parte del AFM.
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ANEXOS

Anexo 1. Parametros de analisis de una cerveza corriente (Campbell, 2009)
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Anexo 2. Tamafios del lote y de la muestra segin la NTE INEN 2340 para las bebidas

alcoholicas
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7. PREPARACION DE LA MUESTRA PARA ANALISIS FISICO Y QUIMICO

7.1 Se atempera la cerveza en un infervalo de temperatura de 15°C a 20°C. La muestra se desgasifica
transfiriéndola a un erenmeyer grande y agitando, suavemente al comienzo y luego fuertemente, hasta
que no haya escape de gases de la cerveza.

7.2 Si es necesario, se remueve el material en suspension filtrando la cerveza a fravés de un papel de filtro
seco. El embudo de filtracion se cubre con un vidno de reloj para reducir la evaporaciin.

7.3 Después de desgasificada, la cerveza debe lener una tlemperatura aproximada de 20°C.

8. TAMANO DE LA MUESTRA

8.1 El tamafio de la muesira debe ser representativo del lole y debe realizarse como se indica a
continuacion:

8.1.1 De cada lote se tomard, al azar, de acuerdo con o indicado en la NTE INEN 255 para un plan de
muestreo por alributos simple normal comespondiente al nivel de inspeccion especial S-3, como se indica
en latabla 1.

TABLA 1. Tamafos del lote y de la muestra

TAMANO DEL LOTE TAMANO DE LA MUESTRA
28 15 2
16 a 50 3
5 a2 150 5
151 a 500 8
51 a 3200 13
3201 a 35000 2
35001 @& 500000 R
500001 o mas 50
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Anexo 3. Calculo de los limites de deteccion y cuantificacion del Pb(Il) en el método de
DPASV

y =0,5197
a=9,9435
b=-1,6177
y = 9,9435x — 1,6177
y—>b
X =
a
_ 0,5197 +1,6177
X = T9,9435
x=0,2149mg L!
q
1 ]
X = —z xi
n
i=1
0,2149 + 0,2152 + 0,2189 + 0,2206 + 0,2206 + 0,2226 + 0,2240
X = +0,2250 + 0,2291 + 0,2369

10
X =0,22277 mg L™!

1 n
= [ — 2
s n—1E (xi —X)
=1

1
5 ((0,2149 = 0,22277)2 + (0,2152 — 0,22277)? + (0,2189 — 0,22277)2

s= | +(0,2206 — 0,22277)2+(0,2206 — 0,22277)2 + (0,2226 — 0,22277)?
+(0,2240 — 0,22277)2 + (0,2250 — 0,22277)2 + (0,2291 — 0,22277)?
\ +(0,2369 — 0,22277)?)

s =0,00657 mg L1

LD = 3s
LD = 3(0,00657)
LD = 0,01971mg Lt



LC = 10s
LC = 10(0,00657)
LC =0,0657mg L™t
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Anexo 4. Célculo de los limites de deteccién y cuantificacion del Zn(Il) en el método de
DPASV

y = 3,8812
a=38,2176
b =2,7956
y = 8,2176x + 2,7956
y—>b
X =
a
_ 3,8812 — 2,7956
X = T82176
x=0,1321mg L
q
1 ]
X = —z xi
n
i=1
0,1423 + 0,1331 + 0,1126 + 0,1559 + 0,1427 + 0,1077 + 0,1410
X = 40,1302 + 0,1338 + 0,1230

10
X =0,13242mg L!

1 n
= [ — 2
s n—1E (xi —X)
=1

1
5 ((0,1423 - 0,13242)% + (0,1,331 - 0,13242)? + (0,126 — 0,13242)2

s= | +(0,1559 — 0,13242)2+(0,1427 — 0,13242)2 + (0,1077 — 0,13242)2
+(0,1410 — 0,13242)2 + (0,1302 — 0,13242)2 + (0,1338 — 0,13242)2
\ +(0,1230 — 0,13242)2)

s =0,01481mg L!

LD = 3s
LD = 3(0,01481)
LD = 0,04443 mg L1
LC = 10s



LC = 10(0,01481)
LC =0,1481mg L™!
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Anexo 5. Célculos para determinar la concentracién de Pb(Il) en cerveza a partir de la
ecuacion de la curva

y =7,2385
a=12,484
b =-2,0667
y = 12,484x — 2,0667

_7,2385 + 2,0667
= 12,484

x =0,7454 mg L

cf = x +0,01872 (@)

0,025 L
x = 0,025x —0,01872
X = 0,025(0,7454) — 0,01872
x = —8,5x10 >mg

Como no existen concentraciones negativas, se lo toma como absoluto

X
C t 1 t =
oncentracion muestra 0.025
c racis g = 8,5x10~>mg
oncentracion muestra = 0,025 L
Concentracion muestra = 3,4x10‘3mg L1
Diluciones
3,4x1073mg L™t % % x* FD % 0,025
Concentracion muestra real = -
0,05
0,001L
-3 -1 )
3,4x107°mg L™ * 0.025L x50 % 0,025

Concentracion muestra real =

0,05

Concentracién muestra real = 0,0034 mg L~1Pb(II)
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Anexo 6. Célculos para determinar la concentracion de Zn(ll) en cerveza a partir de la

ecuacion de la curva

y = 11,8094
a = 8,8808
b =1,8309
y = 8,8808x + 1,8309
v 11,8094 — 1,8309
8,8808
x=1,1236mg L!
_x+ 0,01872 (mg)
0,025 L
x = 0,025x — 0,01876
x = 0,025(1,1236) — 0,01876
x = 9,33x103mg
.z X
Concentracion muestra = 0.025
Concentracion muestra = M
0,025 L
Concentraciéon muestra = 0,3732 mg L™*
Diluciones
0,3732mg L1 « 8'82;2 * FD % 0,025
Concentracion muestra real = O,'OS
0,3732mg L1 « % * 50 % 0,025
Concentracion muestra real = 0'65

Concentracién muestra real = 0,3732 mg L™1Zn(1I)



Anexo 7. Pruebas t de Student para: a) Pb(11) y b) Zn(l1)

a) Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas
desiguales, en el contenido de Pb(ll) en cerveza artesanal

ASV FAAS

Media 0,12111667 0,06418333
Varianza 0,00716639 7,0854E-05
Observaciones 6 6
Diferencia hipotética de las

medias 0

Grados de libertad 5

Estadistico t 1,63928947

P(T<=t) una cola 0,08103901

Valor critico de t (una cola) 2,01504837

P(T<=t) dos colas 0,16207802

Valor critico de t (dos colas) 2,57058184

b) Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas
desiguales, en el contenido de Zn(Il) en cerveza artesanal

ASV FAAS

Media 0,12111667 0,06418333
Varianza 0,00716639 7,0854E-05
Observaciones 6 6
Diferencia hipotética de las

medias 0

Grados de libertad 5

Estadistico t 1,63928947

P(T<=t) una cola 0,08103901

Valor critico de t (una cola) 2,01504837

P(T<=t) dos colas 0,16207802

Valor critico de t (dos colas) 2,57058184
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Anexo 8. Voltamperogramas del Pb (I1) para la determinacion de la exactitud y precision del
método, a concentraciones de 0,375 (a, by ¢) y 0,875 mg L™ (d, e, f), en 3 dias
a) d)

124

—— Medida 1
—— Medida 2
Medida 3

Medida 1
Medida 2
Medida 3

i (nA)

i (1A)

T T 0 ; . . . .
0.7 0,6 -0.5 -04 07 06 05 04

E (V vs Ag/iAgCl) E (V vs AgiAgCl)

g <
= 3
0 T T T 0 T T T T T T
0,7 0,6 0,5 0,4 0,7 -0,6 0,5 0,4
E (V vs Ag/AgCl) E (V vs Ag/AgCl)
c) f)
3 Medida 1
edida
Medida 2| 104
Medida 3
—Medida 1
24 —— Medida 2
— Medida 3|
1 ]
1 3
04
T T T 0 T T T
-0,7 -0,6 -0,5 -0,4 0,7 -0,6 -0,5 -0,4

E (V vs Ag/AgCl) E (V vs Ag/AgCl)
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Anexo 9. Voltamperogramas del Zn (I) para la determinacion de la exactitud y precision
del método, a concentraciones de 0,4 (a, b, ¢) y 0,875 mg L™ (d, e, f), en 3 dias

16 -

< <
2
0 T . . 0 r . .
-1,2 -1,0 0,8 -1,2 -1,0 0,8
E (V vs Ag/AgCl) E (V vs Ag/AgCl)
b) e)
12 Medida 1
Medida 2
Medida 3 E-
S
= 6
0 . . ; . i 0 . - T . r
-1,2 1,0 -0,8 -1.2 41,0 0,8
E (V vs Ag/AgCl) E (V vs Ag/AgCl)
c) f)
144
124 Medida 1|
Medida 1 Medida 2|
Medida 2 —— Medida
—— Medida 3
< -
: 3,
6 =
0
T T T 0 . ) . . ,
. 1.0 0.8 .2 1,0 08

E (V vs Agl/AgCl) E (V vs Ag/AgCl)
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Anexo 10. Voltamperogramas de las muestras de cervezas artesanales, diluidas en 1:50 y
fortificadas con 80 mg L de Pb (11) en: a) 593, b) Latitud Cero, ¢) Santa Rosa, d) Camino

al Sol, ) Monkeys Brew, f) Paramo

a)

i {nA)

104

b)

— Medida 1

— Medida 2

—— Medida 3

-0,6

T
0,5
E (V vs Ag/AgCl)

d)

—]Medida 1

—— Medida 2
—— Medida 3

i (nA)

T
0,6 0,5

E (V vs Ag/AgCl)

0,4

f)

——Medida 1
—— Medida 2

|——Medida 3

i (nA)

-0,7

0,5 20,4

E (V vs Ag/AgCl)

0,6

84 — Medida 1
—— Medida 2
—— Medida 3
44
0 v T T T
0,7 -0,6 -0,5 -04
E (V vs Ag/AgCl)
0 T T T
-0,7 -0,6 -0,5 04
E (V vs Ag/AgCl)
Y-
— Medida 1
—— Medida 2|
— Medida 3|

0 T T
-0,6

T
0,5 -0,4

E (V vs AglAgCl)
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Anexo 11. Voltamperogramas de las muestras de cervezas artesanales, diluidas en 1:50 y
fortificadas con 70 mg L de Zn (11) en: a) 593, b) Monkeys Brew, ¢) Latitud Cero, d)

Santa Rosa, ) Camino al Sol, f) Paramo

a) b)
20+ -
— Wedida 1 —— Medida 1
164 — Medida 2 —— Medida 2
—— Medida 3 Ll L
g < 15,
s_
104
0 T T T T T T T T
4,2 1,0 0,8 42 4,0 08
E (V vs Ag/AgCl) E (V vs Ag/AgCl)
c) d)
15 - 151
—— Medida 1 —— Medida 1
—— Medida 2
—— Medida 3

| ()
< S
> |
==
22
| (A)
< S

0 T T T T 0 T T T T T
-1,2 -1,0 0,8 4,2 1,0 08
E (V vs Ag/AgCl) E (V vs Ag/AgCl)
e) f)
154

[—— Medida 1 _—
15 —— Medida 2 :Medfdﬁ
Medida 3! —:e:I::g

— Ivied!

10+

10+

i(nA)
i (nA)

4,2 1,0 40 ' -0,8
E (V vs Ag/AgCl) E (V vs Ag/AgCl)

o
to

L

To
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Anexo 12: NTE INEN 2262: Bebidas Alcoholicas. Cerveza. Requisitos
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4. REQUISITOS
4.1 Requisitos especificos
4.1.1 La cerveza debe cumplir con los requisitos establecidos en las tablas 1y 2.

TABLA 1. Requisitos fisicoquimicos

REQUISITOS UNIDAD MiNMO | MAXIMO METODO DE
ENSAYO

Contenido alcohdlico a 20°C % (WIv) 20 50 NTE INEN 2322
Acidez toal, expresado como &cido % (m/m) . 03 NTE INEN 2323
matacim Volimenes de CO; 22 35 NTE INEN 2324
pH . 35 50 NTE INEN 2 325
Contenido de hierro mg/dm’ - 02 NTE INEN 2326
Contenido de cobre mg/dm’ . 10 NTE INEN 2 327
Contenido de zinc mg/dm’ . 10 NTE INEN 2 328
Contenido de arsénico mg/dm® - 01 NTE INEN 2329
Contenido de plomo mg/dm” . 01 NTE INEN 2 330
- e ——————————————————————————




