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RESUMEN

En este trabajo se presentan los resultados del disefio y de los principales
parametros de validacion de una técnica electroquimica para realizar la determinacion de
Pb®* y Cd** en sangre, tanto con tratamiento previo para la muestra como sin éste; la

técnica empleada fue la polarografia de onda cuadrada de Osteryoung.

El método presenta una buena sensibilidad y reproducibilidad, asi como también
linealidad, exactitud y precision. Los limites de deteccion y cuantificacion encontrados, para
ambos cationes, se encuentran por debajo de los niveles permisibles por la (Occupational
Safety and Health Administration) OSHA.

Se realizd el analisis para Pb** y Cd** en sangre humana, sangre de aves y en tejidos

de las aves (corazdn, higado y buche). En algunos casos las concentraciones obtenidas

excedieron los limites permisibles sugeridos por la OSHA.




Estudio Polarografico de Pb y Cd en sangre.
INTRODUCCION

La cuantificacion de Pb*" y Cd** en sangre es comunmente realizada por absorcion
atomica, donde es necesario realizar un tratamiento previo de muestra. En el estudio
polarografico propuesto en este trabajo se presentan los resultados del diseno y validacion
de una técnica electroquimica para la determinacion de Pb** y Cd** en sangre, tanto con

tratamiento previo para la muestra como sin éste.

Los tiempos de anadlisis y el costo son las principales diferencias y a su vez

cualidades con las que cuenta la potarografia sobre la absorcion atdmica.

Se contd con muestras sanguineas de aves y humanas, asi como con tejidos de las
aves estudiadas. Las muestras humanas se obtuvieron de manera aleatoria de estudiantes y
personal de la Facultad de Ciencias Quimicas, sin bloqueo de edad o sexo, mientras que las
aves provenian del Tanque Tenorio, estas se encontraron muertas en la laguna a lo largo de

cuatro meses.

En polarografia la corriente que circula en la celda se mide en funcién del potencial
del electrodo de trabajo, esta corriente es proporcional a la concentracion del analito. Las
técnicas polarogréaficas mas sensibles tienen un limite de deteccién préximo a 10° M y
precision cercana a 95% (Harris, 1992). La técnica polarografica empleada fue de onda
cuadrada de Osteryoung.

Este estudio se realiz6 como parte del proyecto del Sistema de Investigacion Miguel
Hidalgo, clave No. 2002020605, denominado “Fitoremediacion de metales pesados en el

tanque Tenorio y su impacto ambiental” ta decisién de analizar Pb** y Cd** fue tomada en

base a 2 toxicidad de estos cationes y al contenido de los mismos en las aguas de dicho
lugar. (Montante et al, 1998) "
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OBJETIVOS Y JUSTIFICACION.
a) Objetivos.

1. Determinar las condiciones analiticas Optimas para cuantificar Pb** y Cd** en
sangre por medio de métodos electroanaliticos de redisolucion.

2. Determinar el limite de deteccion y de cuantificacion, asi como la exactitud,
precision y linealidad del método propuesto.

3. Aplicar el método propuesto en muestras de sangre reales.
b) Justificacion.

Los meétodos electroanaliticos son ampliamente utilizados en los estudios
cientificos y en el monitoreo de materiales industriales y ambientales. Uno de los
métodos electroanaliticos mas utilizados es la voltamperometria (polarografia). El método
permite la determinacion de un gran numero de iones metdlicos y de compuestos

organicos con un limite de deteccién de 10°°-10° M (Harris, 1993).

La cuantificaciéon a nivel de trazas en muestras complejas de origen industrial, clinico
o ambiental representa una tarea prioritaria de la quimica analitica moderna. Dichos
elementos, si bien estan en baja concentracion, se acumulan en los seres vivos, de ahi la
importancia de su evaluacion. Los limites de toxicidad en seres humanos estan siendo
constantemente redefinidos lo cual origina el desarrollo de nuevas y mas sensibles técnicas

de andlisis. Los estudios toxicoldgicos han demostrado que la forma libre de los iones

metalicos es en si la mas toxica (Brainina, 1993).
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No solo la sensibilidad de las técnicas es un parametro importante. Los costos, el
tiempo de analisis, el no necesitar un tratamiento de muestra son factores que las técnicas

empleadas actualmente no tienen a su favor, a diferencia del método propuesto.

A diferencia de la absorcion atémica, método cominmente empleado, la polarografia
permite la determinacion de varios iones metdlicos de manera simultanea; la
instrumentacién es simple y no requiere instalaciones especiales como sistemas de

enfriamiento, ventilacién, lamparas, etc.

Como cualquier ciudad, San Luis Potosi esta expuesto a los metales pesados. Por
ello, este trabajo pretende implementar un método electroquimico que permita la

determinacion confiable de dichos metales en fluidos bioldgicos, que a mediano plazo

permita el monitoreo en la poblacion.
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1 ANTECEDENTES.

1.1 Tanque Tenorio.

El Tangue Tenorio es una depresion natural ubicada en el sureste de la ciudad de
San Luis Potosi, tiene aproximadamente un kildmetro de longitud transversal y limites de
forma irregular (Fig. 1). En los terrenos aledanos se encuentran zonas de agricultura con
sistema de riego sin control sanitario. Cuenta con dos descargas principales de corrientes
continuas y un flujo de mediano a grande (Fig. 2), la vegetacion del lugar es abundante
predominando los juncos, tanto en los limites como en el interior de la laguna; en el caso de
la fauna podemos encontrar aves, tanto migratorias como residentes, peces, viboras,

roedores, etc. (Fig. 3).

Figura 1. Fotografia del Tanque Tenorio, SLP
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Figura 3. Fotografias de la fauna; a) migratoria, b) local del tanque Tenorio.
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Durante un largo periodo, las aguas residuales de la zona industrial de San Luis
Potosi han sido descargadas a unos canales que llegan al Tanque Tenorio. Estudios
preliminares indican cantidades importantes de metales pesados presentes en dichas aguas
(Montante et al, 1998), asi como en los productos que se cosechan en los terrenos
aledanos. La naturaleza presente en dicho tanque se ha ido modificando a las condiciones
prevalecientes a fin de sobrevivir, tal es el caso de la vegetacion (fitoadaptacion) asi como

la fauna del lugar.

Es en la fauna donde nos concentraremos, especiaimente en las aves. Dentro de las
especies migratorias los patos son los mas abundantes teniendo parvadas mayores a los
quinientos elementos. En colaboracion con la Facultad de Agronomia, se obtuvieron
diferentes especimenes muertos, en todos los casos se tomaron muestras sanguineas,
mientras que los tejidos solamente de uno. Los especimenes fueron: una grulla (Ibis cara
blanca), pato café hembra (Plegadis Chihi), dos patos café machos (Anas Discors) y una

Sora (Porzana Carolina).
A continuacion se da una descripcion general de estas aves:

La grulla, Ibis cara blanca, es un ave de plumaje gris con reflejos azules, tiene el
pico alargado y patas largas y delgadas, tiene una longitud aproximada de cincuenta

centimetros (midiendo de pata a pico).

La Sora, Porzana Carolina, es un ave de tamano pequeno, tiene un pico corto
mientras que sus patas son largas y delgadas, es de plumaje café con ciertas partes en

blanco, tiene una longitud aproximada de treinta centimetros.

En cuanto a los patos, aunque de distinta especie, todos fueron cafés con ciertos
refiejos blancos, de tamano mediano a grande distinguiéndose su especie por la distribucion

de sus colores.
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Para la obtencion de las muestras provenientes de las aves se conto con la
colaboracion del M.V.Z. César Posadas de la Facultad de Agronomia, la diseccion se realizo

en el laboratorio de Quimica Analitica I (Fig. 4).

Figura 4. Fotografia de la diseccién de la sora.

La concientizacion acerca de la presencia de plomo en sangre se ha visto
incrementada respecto a los niveles en los cuales puede causar danos cognitivos
detectables, por lo que también aumenta la importancia de monitorear las concentraciones
de exposicion. En el caso del cadmio, las concentraciones en la biosfera estan
incrementando como consecuencia de la actividad industrial, por lo tanto representan un

problema ambiental en proporciones crecientes.
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1.2 Andlisis de iones metdlicos.
1.2.1 Meétodos comunmente empleados.

En la actualidad México no cuenta con una norma establecida, sin embargo, por
parte de la Secretaria de Salubridad y Asistencia existe el proyecto de norma PROY-NOM-
211-SSA1-2002, Proyectos y Servicios. Métodos de prueba fisicoquimicos. Agosto, 2003
(DOF, 2003). En ella se muestra el procedimiento para la determinacion de As, Cd, Cr, Sn,
Fé, Hg, Ni, Ag, Pb, Se y Zn por espectrofotometria de absorcion atdmica con tratamiento

previo de muestra con acido nitrico.

La cuantificacion de los cationes de interés se realiza comunmente por absorcion
atomica electrotérmica y mediante un espectrofotometro de masas con acoplamiento de
plasma. En la mayoria de los casos la muestra se diluye de cinco a diez veces para disminuir
su viscosidad y posteriormente se trata con una mezcla de acido nitrico, fosforico y Triton-X.
Las temperaturas del tratamiento oscilan entre los 500°C para el Pb y 1700°C para el Cd; se

emplea plata como estandar interno. (Correia, 2004)

Otro tratamiento de muestra sugerido es mediante una solucién de amoniaco, EDTA,
(NH4)2P04 Y Triton-X (Whlte, 1999)

El Cd se encuentra en una longitud de onda de 228,8 nm y el Pb se encuentra en
una longitud de onda de 217,3 o 283,3 nm; en ambos casos se emplea una mezcla de
gases de aire/acetileno. Se elabora una curva de calibracion graficando la absorbancia en

funcidn de la concentracion y se ajusta la curva por minimos cuadrados.
1.2.2 Estudios previos empleando métodos electroquimicos.

En 1952 Barker propone un conjunto nuevo de métodos electroanaliticos,
conocidos actualmente como métodos electroanaliticos de redisolucion (SEAM, por sus
siglas en inglés), que consisten en una preconcentracion del analito sobre el electrodo

con el fin de disminuir los limites de deteccion.
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Las ventajas esenciales de SEAM sobre otros métodos utilizados para determinar
concentraciones traza de sustancias inorganicas y organicas en soluciones y para analizar

y estudiar solidos son:

e La posibilidad de determinar a un numero considerable (arriba de 40)
elementos quimicos de la Tabla Periédica y muchas sustancias organicas.

e Limites de deteccion bajos alcanzando 10°-10"° M para algunos elementos
(Cd, Bi, Tl, Pb, Ni) y sustancias organicas.

e Elevada selectividad de SEAM, buena exactitud y reproducibilidad.

e Facil computarizacion y automatizacion de los procedimientos analiticos.

e Relativa simplicidad y bajo precio de los instrumentos usados en SEAM.

Es una costumbre asumir (Brainina, 1993) que los iones libres (hidratados) de los
metales pesados son toxicos. Los complejos metalicos o metales unidos a particulas
coloidales son menos toxicas, aunque, por ejemplo, los complejos con lipidos solubles del
cadmio o del cobre son tan téxicos como los iones metalicos libres debido a su capacidad
de penetrar rapidamente al medio bioldgico con la subsiguiente disociacion vy liberacion

del ion metalico libre.

En 1991 Jagner et al; reporta la determinacion simultdnea de Pb*" y Cd** tanto en
sangre entera como en suero sanguineo, sin embargo la muestra debe ser diluida antes del
ataque con una mezcla de acidos. Aun siendo un tratamiento sencilio el tiempo necesario,
cerca de una hora, afecta de manera significativa el tiempo de analisis. La técnica empleada
fue la potenciometria de redisolucion anodica, los resultados obtenidos fueron comparados
con otros laboratorios, donde emplearon técnicas diferentes, mostrando resultados

satisfactorios.

Otra técnica encontrada en la literatura es la Voltamperometria diferencial de pulsos
(Kabir et al, 2002) empleando mercurio sobre carbono vitreo como electrodo de trabajo, se
empled el método de adicién de estandar para la calibracién. Para la determinaciéon de Pb**

emplearon un electrolito soporte de pH 3,2 mientras que para la determinacion de Cd**
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se reallzo con un electrolnto soporte de pH 4 6, el tratamiento de muestra se realizd por

medio de acido nitrico.

Todos los metodos descritos en la bibliografia requieren un pretratamiento de la
sangre para posteriormente realizar la medicion final. En este estudio se pretende realizar
la determinacion de plomo y cadmio sin llevar a cabo previamente el ataque acido ni

dilucion alguna.

1.3 Efectos de los iones metdlicos en la salud.

1.3.1 Plomo

Su ingesta en cualquiera de sus formas es altamente toxico. Sus efectos suelen
sentirse después de haberse acumulado en el organismo durante un periodo de tiempo. Los
sintomas de envenenamiento son anemia, debilidad, estrefimiento, paralisis en muhfecas y
tobillos, entre otros (tabla 1). Las escamas de pinturas con base de plomo y los juguetes
fabricados con compuestos de plomo estan consideradas como muy peligrosas para los
ninos, para los que el plomo resulta especialmente danino, incluso a niveles que antes se
consideraban inocuos. El plomo puede producir disminucion de Ia inteligencia, retraso en el
desarrollo motor, deterioro de la memoria y problemas de audicion y equilibrio. En adultos,
el plomo puede aumentar la presion sanguinea. En la actualidad, los envenenamientos por
plomo se tratan administrando una sal de sodio o calcio del acido etilendiaminotetraacético
(EDTA). EI plomo se elimina del organismo desplazando el calcio o el sodio y formando un

complejo estable con EDTA que se elimina por la orina.

Los adultos absorben entre 5y 15% del Pb ingerido y de éste es retenido menos de
5% de lo que se absorbe. Mas de 90% de Pb en sangre se encuentra en los eritrocitos
presentando dos comportamientos principales, el primero esta relacionado con la membrana
y otro con el grupo HEM. La absorcion de plomo por los pulmones sucede raramente ya que
solamente una fraccion menor de particulas de alrededor de 0.5 pym de diametro exterior es

retenida en el pulmén.
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La acumulacuon total de pIomo en la V|da CON una exposicion ocupacnonal puede
encontrarse entre 200 y 500 mg. Ademas puede acumularse en rifon y cerebro; el

transporte transplacental es otro factor de exposicion. (Letkeman, 1996).
Dentro de las principales formas en que encontramos el plomo se encuentran:

e El carbonato de plomo basico, Pb(COs), Pb(OH),, llamado plomo blanco o albayalde,
ha sido utilizado como pigmento blanco desde hace 2.000 anos. También se utiliza
en otros pigmentos y barnices para ceramica. UIU‘mamente, a causa del peligro de
envenenamiento, la pintura a base de plomo ha dejado de usarse en espacios
interiores. En este proceso, se recubren ollas de barro, conteniendo rejillas de plomo
y acido etandico, con cascas (pequenos trozos de cortezas ricas en taninos); la
reaccion de las cascas al fermentar y del acido etandico desprende plomo al cabo de
un periodo de unos 90 dias. Hoy existen procesos industriales mas rapidos, como la
electrolisis o la introduccion de aire y didéxido de carbono en grandes cilindros

rotatorios llenos de plomo en polvo y acido etanoico.

e El monoxido de plomo (PbO), o litargirio, un polvo cristalino amarillo formado al
calentar plomo en presencia de aire, se usa para hacer cristal de roca, como
desecante de aceites y barnices, y para elaborar insecticidas. El plomo rojo (Pb;0,)
0 minio, un polvo cristalino escarlata formado por oxidacion del monoxido de plomo,

se utiliza como capa protectora en estructuras de hierro y acero.

e El cromato de plomo Pb(CrO4), o amarillo de plomo, un polvo cristalino empleado
como pigmento amarillo, se prepara por reaccion del acetato de plomo con
dicromato de potasio. El cromo rojo, el cromo amarillo naranja y el cromo amarillo
limon son algunos de los pigmentos obtenidos del cromato de plomo. El etanoato de

plomo (II), Pb(C,H,0,),"3H,0, una sustancia cristalina blanca, llamada azucar de

plomo por su sabor dulce, se prepara comercialmente disolviendo litargirio en acido
etandico. Se emplea como agente caustico en tintes, como desecante de pinturas y

barnices, y para elaborar otros compuestos de plomo. El tetraetilplomo, Pb(C,H,) a
es el principal ingrediente del antidetonante que se anade a la gasolina para evitar

detonaciones prematuras en los motores de combustion interna, y esta considerado

un agente contaminante del aire.
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Tabla 1. Principales manifestaciones por la presencia del Pb’* en sangre en pg dL™ (Encarta, 2002).

EFECTO NINOS  ADULTOS
Hemaefectos
Anemia 80 - 100 80 - 100
U-ALA 40 40
B-EPP 15 15
Inhibicion ALA 10 10
Neuroefectos
Encefalopatia 80 - 100 100 - 120
Encefalopatia subclinica 50
Deficiencia en 1.Q. <30
Neuropatia periferial 40 40
Efectos in Utero <15
Nefroefectos
Aminoaciduria 80 - 100 ?
Neuropatia cronica 60
Metabolismo de vitamina D <30

Las concentraciones de plomo en las zonas urbanas excede por mucho las
concentraciones en las zonas rurales, de 10 a 50 veces mas, las fuentes del metal pueden
ser de origen gaseoso, en descaras industriales o por particulas. Las emisiones gaséosas se
ven asociadas, fundamentalmente, con los gases vehiculares, que aunque se promueve el
uso de gasolina libre de plomo los aditivos todavia lo contienen (tetraetilo de plomo
Pb(C;Hs)s4 ; tetrametilo de plomo Pb(CHs)4. (Casarett & Doul, 1986)

v SISTEMA DE
2'{ BIBLIOTECAS
&y UNIVERSIDAD AUTONOMA
DE SAN LUIS POTOSI
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No debemos perder de vista otras fuentes de contaminacion tales como las
fundidoras, combustion de carbon, extraccion del plomo, elaboracion de éxido de plomo y
descargas industriales, entre otras; es precisamente esta ultima la que nos atafe
directamente puesto que el principal origen contaminante de las aguas del tanque tenorio

es industrial.

1.3.2 Cadmio

El cadmio y las disoluciones de sus compuestos son altamente tdxicos, con efectos

acumulativos similares a los del envenenamiento por mercurio.

El Cd** se encuentra presente por precipitacion, en fertilizantes, etc. Casi todo el Cd
transportado por el aire es respirable, otro aporte significativo son los cigarros (1-2 ug por
unidad). Una pequefia fraccion de Cd** en sangre puede transformarse por medio de la
metalotioneina, el Cd** corporal se encuentra entre 50 y 75% en el higado y los rifiones,
hasta el momento no se conoce el tiempo de vida media pero puede llegar a ser hasta de

30 anos.

El cadmio es encontrado de formas variadas, principalmente las descritas a

continuacion:

e Las sales de cadmio se usan en fotografia y en la fabricacion de fuegos artificiales,
caucho, pinturas fluorescentes, vidrio y porcelana. El cadmio se ha utilizado como
material de control o protecciéon en las plantas de energia, debido a su capacidad
para absorber neutrones de baja energia. El sulfuro de cadmio se utiliza en un tipo
de pila (bateria) fotovoltaica, y las pilas eléctricas de niquel-cadmio tienen

habitualmente usos especializados.

 El sulfato de cadmio (CdSO,sH,0) se utiliza como astringente. El sulfuro de cadmio

(CdS), que aparece como un precipitado amarillo brillante cuando se pasa sulfuro de
hidrégeno a través de una disolucion de sal de cadmio, es un pigmento importante
conocido como amarillo de cadmio. El seleniuro (CdSe), se utiliza también como

pigmento.

13
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Es de vital importancia el reconocer que la simple presencia de estos metales en el
organismo no representa un peligro, por el contrario son parte fundamental de la dieta
(tabla 2), sino que es cuando la ingesta recomendada y las fuentes de obtencion no son las

bioldgicamente consideradas como normales.

Tabla 2. Ingesta media diaria de metales por €l hombre (mg/dia). (Encarta, 2002)

Dosis oral | Contenido Vida media en
Metal Comida y aguz | Aire toxica corporal total |todo el cuerpo
(mg) (mg) (dias)
Sb 0.100 0.00170 100 79 38
Ba 0.735 0.03000 200 22 65
Be 0.012 0.00004 0.03 180
Bi 0.020 0.00076 0.23 5
cd 0160 0.0074C B 60 200
o 0245 000110 200 18 616
Co 0.390 0.00012 500 1.5 9.5
Cu 1.325 0.01140 250 -50C 72 80
Fe 15.000 0.08400 4200 800
Pb 0.300 10.0460C 120 1460
Mn 4400  0.02880 12 17
Hg 0.025 70
Ni 0.600 0.00236 10 667
Ag 0.06 - 0.08 60 1 5
Sn 7.300 0.00060 2000 17 35
Ti 1.375 0.00140 9 320
U 0.050 0.7 100
v 0.116 0.00916 22 42
Zn 14.500 0.01680 2300 933
Zr 0.490 420 450

14
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1.4 Teécnica empleada: Polarografia de onda cuadrada Osteryoung.

La sefal de polarografica de esta técnica consiste en una onda cuadrada
superpuesta a una variacion escalonada del potencial, la corriente se registra durante
tiempos cortos en el maximo y en el minimo de cada onda cuadrada; la diferencia se grafica

en funcion del potencial escalonado (Fig. 5).

La sefal cuadrada que constituye el pulso inverso (anddico) provoca la reoxidacion
del producto formado en cada pulso directo (catddico). La sefal polarogréfica es la
diferencia entre las dos corrientes. Una concentracion dada de analito proporciona una
sefial de mayor amplitud que en otro tipo de polarografia, esto es debido que en la

polarografia de pulsos no se usa la corriente de la reaccion opuesta.

VR

p frecuencia

! Tiempo de

e espera

amplitud

tiempo

Figura 5. Descripcion grafica de la perturbacion impuesta en la polarografia de
onda cuadrada de Osteryoung (OSWSV).
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2 METODOLOGIA

2.1 Tratamiento de muestra.

En algunas ocasiones, como en el caso de los tejidos, la muestra requiere un
tratamiento previo. El método aqui sugerido y realizado consiste en agregar a un mililitro
de sangre, o su proporcional en masa y dos mililitros de una mezcla acida formada por
acido nitrico y sulfurico en relacion uno a uno. La mezcla se lleva hasta cien grados
Celsius incrementando tres grados por minuto, posteriormente se mantiene la
temperatura hasta llegar a sequedad durante diez minutos (realizarse en campana de
extraccion, la produccion de vapores es abundante). Finalmente se agregan diez mililitros

de electrolito soporte a fin de disolver el residuo.

Al agregar el acido sulfurico, una precipitacion se presenta ya que las proteinas

sufren una desnaturalizacion dejando libre el Pb** para reaccionar con el &cido sulfirico

Pb** + H,SO4 » PbSOsl + 2H" (1)

El calentamiento provee una oxidacion en la materia organica y favorece la
obtencion del precipitado de plomo, en el caso del cadmio el mecanismo es el mismo. La
redisolucion se hace en el electrolito soporte a un pH bajo a fin de evitar la complejacion
del Pb y asi tener el Pb** en solucién.

Este método aplica tanto para la sangre como para muestras de tejidos siendo

diferente solo en el tiempo de ataque.

Los residuos de tipo bioldgico f;ueron agrupados y puestos a disposicion del

laboratorio de Analisis Clinicos en la Facultad de Ciencias Quimicas para su desecho.
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2.2 Metodo de adiciones estandar

El método de adicion de estandar se basa en la existencia de una relacion lineal

entre la sefal registrada y la concentracion; de procedimiento sencillo este consiste en:

e Registrar el polarograma de la solucion problema.
e Anadir a la muestra una alicuota de concentracion conocida y evaluar.

e Anadir la cantidad de alicuotas deseada y evaluar.

De acuerdo con una respuesta lineal, el incremento en la corriente de difusion de
esta nueva solucion puede utilizarse para estimar la cantidad de sustancia problema en la
solucion inicial. Se grafica una curva de intensidad de la respuesta contra la concentracion,

es por extrapolacion que se conoce la concentracion del analito.
2.3 Determinacion polarografica:
El procedimiento a seqguir fue:

e Colocar 10 mL de electrolito soporte en la celda polarografica, burbujear
nitrogeno durante S min y realizar un barrido en un rango de potencial de -800
a-200 mv

e Agregar una alicuota de 10 pL de la solucion patron, se le burbujea nitrégeno
durante 3 min y se realiza el barrido en el mismo rango de potencial.

e Se realiza esta secuencia para el niUmero deseado de alicuotas.

Este método se evalud al analizar la concentracion de un patrén sanguineo obtenido

en el Laboratorio de Toxicologia de la Facuitad de Medicina.

17
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2.4 Condiciones andliticas.

El equipo utilizado es un potenciostato BAS 100B en su version 1.0, empleandose la

técnica de polarografia de onda cuadrada de Osteryoung bajo las siguientes condiciones:

Amplitud de la onda cuadrada 25 mV
Frecuencia de la onda cuadrada 30 Hz

Rango de potencial -800 a -200 mVv
Tiempo de deposicion 180 s
Sensibilidad 1E -06 A/V
Velocidad de barrido 4 mV/s

Los electrodos empleados fueron el de plata/cloruro de plata (KCi saturado) como

referencia, alambre de platino como auxiliar y mercurio como electrodo de trabajo.

El electrolito soporte empleado fue HCl 0,1M con pH 1,2; en su interior se burbujed
nitrogeno grado reactivo analitico (g.r.a.) previo al analisis (3 — 5 min) a fin de eliminar el
oxigeno dentro de la solucion, durante el tiempo de depdsito y de barrido de potenciales se
mantiene automaticamente el burbujeo de nitrégeno sobre la solucion con el fin de evitar la
redisolucion de oxigeno atmosférico en la celda electroquimica, se debe tener un cuidado
especial en no sobre exponer la solucion al bombeo de nitrogeno pues se forma una red de

burbujas interferente.

Se prepararon soluciones patron de Pb** y de Cd** a partir de Pb(NOs); y Cd(NOs),
(g.r.a.) de 12,5 y 26,0 ppm respectivamente. Ademas se contd con un control de Pb** en
sangre de 96,0 ng dI__". Estos rangos de concentracion fueron elegidos en base a los niveles
permitidos por OSHA-." )

Todas las disoluciones empleadas en este trabajo se prepararon con reactivos
grado analitico y agua desionizada. Los acidos empleados para el ataque fueron de

elevada pureza.
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3 RESULTADOS.

3.1 Electrolito soporte.

Se verificd la linealidad del método empleando el método de adicion de estandar,
en un inicio para cada cation por separado y posteriormente en mezcla. Por regresion

lineal se obtiene el valor de la pendiente, ordenada y el factor de correlacion lineal.

En un inicio se consideré emplear como electrolito soporte una solucion buffer
de acido acético — acetato a un pH de 4,79. Se obtuvo una buena respuesta individual
para ambos iones metdlicos empleandose la polarografia de onda cuadrada de
Osteryoung (OSWSV) (Cd** (Fig. 6) y Pb** (Fig. 7)). La mezcla de ambos cationes no

presenté una buena resolucion.

050 +- i
i
0401 y=00181x- Q0129 |
Top{ K OHS y
3 |
Som. |
5 Qo
3 |
3 Q1o
3 |
2
Q 000 ‘ ; . |
0 5 10 15 0 = 0
cd®* (ppb)
Potentiat,/V
a) b)

Figura 6. 2) Respuesta polarografica. OSWSV del Cd** en solucion buffer HAcO/AcO™ pH
4.7, velocidad de barrido 4 mV/s, b) Grafico de: corriente de pico vs. Concentracion de
Cd?**.
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Figura 7. a) Respuesta polarografica OSWSV del Pb’** en solucion buffer HAcO/AcO™ pH

4.7, velocidad de barrido 4 mV/s, b) Grafico de corriente de pico vs. concentracion de

Pb**.

El electrolito soporte en el que obtuvimos una mejor respuesta fue el HCI 0,1M con
pH 1,2 como se muestra en las figuras 8 y 9. Debido a que en este medio los protones son
abundantes y dado que el punto isoeléctrico de los aminoacidos de la sangre se encuentra

por encima de este pH, los cationes se encuentran en su forma libre.

itpl [uA]
100 — - —

fa 0.80 - ‘
7=\ 0.60 -
/ - "X

:
\ 0.40 - ]
g \ R?=0.9919 1
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% 0.20 -
: 0.00 . ;

Current/uA
|
N
p
./

0 0

50 . 10
Pb? (ppb)

Fatanlial 7V

a) - i b)

Figura 8. a) Respuesta polarografica OSWSV .del Pb® en HCl 0.1 M, velocidad de

barrido 4mV/s, b) Grafica de corriente de pico vs. concentracion.
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Figura 9. a) Respuesta polarografica OSWSV del Cd** en HCl 0.1 M vs. Ag/AgCl,

velocidad de barrido 4mV/s, b) Gréfico de corriente de pica vs. concentracién de Cd?*.

Los resultados obtenidos en acido clorhidrico para la mezcla de plomo y cadmio
mostraron una resolucion adecuada (Fig. 10), ademas del incremento proporcional

respecto a la concentracion (linealidad).

Current/uA

Patential /V

Figura 10. Respuesta polaragrafica OSWSV para la mezcla de Pb*" y Cd ** a distintas
concentraciones (12.5ppb a 100.5ppb) en barridos entre -800 y -200 mV vs. Ag/AgCl
velocidad de barrido 4mV/s.
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Ademas de poseer una linealidad adecuada y una respuesta congruente con la
concentracion, la identificacion de los cationes debia ser posible, estos se identifican por
el potencial de pico de cada uno. El potencial de pico reportado en la literatura para el
Cd** es de —0,57 V mientras que.en los polarogramas se registrd en -0,572 V; en el caso
del Pb** el potencial de pico reportado en la literatura es de —Q,40 V mientras que en los
polarogramas se registré en -0,392 V (Skoog, 2001). Todos los potenciales reportados
son contra Ag/AgCl.

3.2 Muestras reales.

Se realizd la determinacion en sangre humana y de aves, tanto con tratamiento
previo de muestra como sin este para ambos cationes, en ambos casos los resultadas

fueron concluyentes.

3.2.1 Muestras sanguineas de humanos.

Los andlisis sanguineos comenzaron con muestras de sangre humana, la toma de
muestra se realizd en el laboratorio de Quimica Analitica III asi como en el de Analisis
Clinicos de la Facultad de Ciencias Quimicas, en un inicio se realizd tanto en sangre entera
como en suero sanguineo, los resultados obtenidos fueron similares siendo estadisticamente

iguales (Fig. 11), cada valor graficado es |a media de tres ensayos.
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e

Probabilidad de analisis entre suero y sangre.
Normat - 95% C1

Varable
—&— suero

sangre

Figura 11. Grafica de probabilidad entre suero y sangre entera.

Una vez que no se observaron cambios entre el suero y la sangre entera, los
siguientes analisis se realizaron en sangre humana sin tratamiento previo de muestra, los

valores reportados son la media de tres ensayos, teniéndose valores semejantes entre cada

medicion, distinguiéndose las personas entre si s6lo por numeracion.

—
<
=)
=
0
[Pb>"] ppm
Figura12. Grafica para determinar la concentracién de Pb** en la persona 1
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La concentracion de plomo obtenida para la persona 1 es de Pb?" 43 ppb a partir de

la adicion de cinco alicuotas en HCl como electrolito soporte.
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Figural3. Grafica para determinar la concentracion de Pb”* en la persona 2

La concentracion de plomo obtenida para la persona 2 es de 10.2 ppb a partir de la

adicion de cinco alicuotas en HCI como electrolito soporte.
Las concentraciones de Pb®* obtenidas para las personas 1 y 2, como se muestran

en las figuras 12 y 13 respectivamente, se encuentran dentro de los rangos establecidos por

QSHA, en el casa del. Cd** no se encontrd presente en las personas evaluadas.

3.2.2 Muestras sanguineas de aves.
Entre los patos, dos de eltos eran machos y uno hembra, esta ultima de especie

Plegadis Chihi, se le extrajo sangre y se dividid para su analisis, los datos en la tabla 3 son

[a media de tres ensayos de la misma ave.
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Pato Café Hembra Pato Café Hembra
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|Ip} (uA)
lipl (uA)

a) b)
Concentracion Pb** a3 ppb
Concentracion Cd?* 6.18 ppb

Figura 14 a) Grafica para determinar la concentracion de Pb’* en el pato hembra;

b)Gréfica para determinar la concentracion de Cd** en el pato hembra.

Los valores obtenidos para el Pb’* (93 ppb) se encuentran dentro del rango

considerado como normal, el Cd** también se encuentra dentro del rango mas sin

embargo esta mas cerca de excederlo.

De igual manera para los machos, se les extrajo sangre y se dividié para su

analisis, realizandose por triplicado, los valores reportados en las tabla 4 son la media de

las dos aves machos.
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Concentracién Pb** 92 ppb
Concentracion Cd** 4.6 ppb

Figura 15 a) Grafica para determinar la concentracion de Pb’* en el pato macho;

b)Grafica para determinar la concentracion de Cd** en el pato macho.

Los valores obtenidos, tanto para el Pb** como para el Cd**, no exceden los limites

permisibles y de igual forma la presencia del plomo es mas abundante que el cadmio.

3.2.3 Muestras de tejidos de aves.

Los tejidos fueron divididos en tres partes y el tratamiento de muestra de hizo por
separado en cada fragmento, los valores reportados en las figuras 16, 17 y 18 corresponden

a la media de los fragmentos en relacién al tejido entero.

26



Estudio Polarografico de Pb y Cd en sangre.

020 .
- <
4 2
=z z
£ = 5 :
100 N 4 &
010
Cd* ppb
a) b)
Concentracion Pb*" 35.5 ppb
Concentracion Cd** 60 ppb

Figura 16 a) Grafica para determinar la concentracion de Pb**; b) Grafica para

determinar la concentracion de Cd** en el corazon de la sora.

ltpl (uA)
-150 -100 -50 _0_05&) 50 100
Pb* ppb
Concentracién Pb*” 94 ppb

Figura 17 a) Grafica para determinar la concentracion de Pb** en el higado de la sora.
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Concentracién Pb*” 26.7 ppb

Figura 18 a) Grafica obtenida para determinacion de la concentracién de Pb** en el

buche de la sora.

De acuerdo a los tejidos estudiados, la concentracion de Pb** mas elevada se
encuentra en el higado, mostrando que la toxicologia del plomo ademas de manifestarse en
las membranas sanguineas tiene una permanencia en las membranas titulares. La ingesta
de Pb**, determinada en el buche, es elevada aunque se encuentra dentro del limite
sanguineo, mas sin embargo en el caso de ingesta se encuentra fuera del limite al menos

para humanos (Figura 18).

Para el Cd** solo se encontré en el corazén, sin embargo fisiologicamente su mayor
almacenamiento se encuentra en el rindn. Es remarcable el hecho de que no se encuentra
presente en lo ingerido (buche) por lo que su presencia puede atribuirse a la calidad de

agua consumida.
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3.3 Parametros estadisticos.
3.3.1 Exactitud y Precision del método.

La exactitud fue determinada a partir de un patron sanguineo con una concentracion
de 98 ppb, se analizo en el potenciostato BAS 100 del Laboratorio de Quimica Analitica III
obteniendo un valor de 96 ppb y en el potenciostato Metrohm del Laboratorio de Suelos y

Aguas con un resultado de 101 ppb, resultando asi una desviacion estandar de 4.72 ppb

Exactitud = Valor obtenido — Valor considerado real (Patron)
Exactitud = 96 ppb — 98 ppb -2 ppb
= 101 ppb — 98 ppb 3 ppb

Tomando la media de las mediciones tenemos una exactitud de + 1.5 ppb

La precision del método es de igual manera aceptable al lograr una reproducibilidad

continua de datos y obteniendo un coeficiente de variacion de 4.74%
3.3.2 Limites de deteccion y cuantificacion.

Al utilizar métodos instrumentales de analisis capaces de determinar cantidades
trazas de analito se hace evidente la importancia de los métodos estadisticos para la
evaluacion y comparacion de limites de deteccion (LOD) y cuantificacion siendo el LOD
de un analito en particular aquella concentracion que proporciona una senal en el
instrumento diferente significativamente a la sefal de ruido por lo tanto podemos definir
el limite de deteccion como la coh'centraci()n‘ del analito que proporciona una sefial igual

a la senal del blanco Y, mas tres veces la desviacion estandar del blanco S, (Millar, 2002)

LOD =Y, + 35

20



Estudio Polarografico de Pb y Cd en sangre.

El limite de deteccion encontrado para Cd** fue de 4,67 ppb para el Pb*" fue de
5,33 ppb

El limite de cuantificacion o determinacion (LOQ) recibe un valor sugerido de:
LOQ = yb + 105b

El limite de cuantificacién encontrado para Cd*" fue de 37.21 ppb y para Pb”" de
38.47 ppb

De acuerdo con OSHA los niveles maximos permitidos en sangre son menores a 1,5
ug dL* para Cd** y de 25 pg dL* para Pb**
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4 CONCLUSIONES.

A nivel sanguineo, la presencia del Pb** en relacién al Cd** es mas abundante, los
valores entre macho y hembra no estan muy alejados el uno del otro por lo que no
podemos atribuir una afinidad del metal relacionada con el sexo del ave. En cuanto al
Cd*, su presencia es un 95% mas baja y de igual forma no hay distincion respecto al

sexo del ave.

En cuanto a los tejidos, el corazon es el mas afectado puesto que tiene la

presencia de ambos metales, aunque la cantidad es menor que en el higado.

El higado tiene una concentracion alta en Pb*" como resultado de afios de
exposicion, pues de su alimentacion sélo podemos considerar una fraccion y se designa

como valor de ingesta la concentracion obtenida en el buche.

De manera similar, en los humanos la cantidad de Pb** presente en sangre no
tiene una distincion por edad o sexo, su presencia puede atribuirse a la contaminacion
ambiental, ademas del empleo de ceramica vidriada en la preparacion de los alimentos y
exposicién a pinturas con plomo presentes en articulos de uso cotidiano, lapices, vajillas,

ollas de barro, etc.

Se logré identificar cualitativa y cuantitativamente la presencia de los metales, por
lo cual el método propuesto puede ser empleado con resultados confiables, cumpliéndose

asi unos de los objetivos principales de esta tesis.

Los resultados de este trabajo, de manera significativa demuestran altas
concentraciones de metales pesados en la poblaciéon de aves, tanto en sangre como en
tejidos, asi mismo el estudio realizado en el grupo humano muestra concentraciones

dentro de las permisibles, mas sin embargo mayores a lo considerado como ideal.
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El analisis puede ser realizado de manera satisfactoria tanto en sangre entera
como en suero sanguineo, estadisticamente se comprobo el hecho de que son iguales, el
tratar las muestras no es un requisito para realizar las determinaciones, mas sin
embargo en el caso de los tejidos el llevar a cabo una digestion tisular fue inevitable para

de este modo obtener la respuesta voltamperométrica deseada de acuerdo a la literatura.

De acuerdo con la serie electromotriz, los metales en su forma idnica poseen un
potencial de media onda determinado, por lo tanto este método puede aplicarse a
metales con un potencial comprendido en un intervalo de -800 a -200 mV dado lo cual no
es exclusivo de Pb* y Cd**, otros metales pueden ser de igual manera evaluados,
teniendo en cuenta que deben contar con una diferencia de potencial suficiente para

poder ser identificados.

El tiempo de depodsito es un factor determinante para obtener una respuesta
optima, debe ser el necesario para permitir la formacién de una doble capa eficiente y

va en relacion al area de la gota de mercurio.

El método sugerido presenta como inconveniente y es el uso de mercurio como
electrodo de trabajo, aunque las cantidades empleadas no son elevadas la toxicidad del

mercurio es significativa, por lo que el tratamiento de los residuos es importante.
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ANEXO 1: ELECTROQUIMICA

1. Voltamperometria y polarografia.

La cuantificacion a nivel de trazas en muestras complejas de origen industrial, clinico
o ambiental representa una tarea prioritaria de la quimica analitica moderna. Dichos
elementos, si bien estan en baja concentracidn,. se acumulan en los seres vivos, de ahi la
importancia de su evaluacion. Los limites de toxicidad en seres humanos estan siendo
constantemente redefinidos. 1o cual origina el desarrollo de nuevas y mas sensibles técnicas

de analisis.

La voltamperometria es una técnica electroquimica en la cual la corriente originada
por una reaccion de transferencia de electrones en la superficie de un electrodo se mide en
funcién del potencial aplicado al mismo. Para ello se aplica un potencial en funcion del
tiempo (ej. rampa lineal, onda cuadrada, etc.) y se observa el grafico resultante de

corriente vs. potencial: voltamperograma.

Las especies quimicas-a analizar deben ser oxidables o reducibles sobre el electrodo
(electroactivas). El parametro que controla este proceso (oxidacion o reduccion) es el

potencial del electrodo.

A la corriente que resulta de la reaccion electroquimica se la denomina corriente
faradaica y se buscan condiciones donde ésta es proporcional a la concentracion. La
corriente faradaica de reduccién (catddica) tiene, por convencion en electroanalisis, signo

positivo y la corriente de oxidacion (anddica) signo negativo.

Si la medicion voltamperométrica se hace usando un electrodo de gota de mercurio,
la técnica se denomina polarografia. Las gotas de mercurio exponen una superficie limpia,
reproducible y de area definida a la solucidn. La curva corriente vs. potencial debera reflejar

cambios en la concentracion de especies en solucion y no en la naturaleza de la superficie
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