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RESUMEN
La presente investigacion trata sobre el desarrollo de un método analitico que permite
cuantificar metales pesados en muestras soélidas de algas marinas utilizando un
espectrofotometro de absorcion atbmica con horno de grafito, con el propdsito de evitar
gue las muestras sean alteradas al aplicar procedimientos de pretratamiento, donde
generalmente el analito es diluido y ademas, se invierten mayores cantidades de tiempo
y recursos. Se determinaron tres metales pesados: cobre (Cu), plomo (Pb) y cadmio (Cd),
en algas rojas, pardas y verdes, de diferentes zonas costeras de la provincia de Manabi.
Se determind que las temperaturas de pirdlisis y atomizacion adecuadas para el analisis
de algas son: 1100 y 2300 °C para el Cu, 800 y 2300 °C para el Pb y 900 y 2000 °C para
el Cd respectivamente. En los ensayos se obtuvo concentraciones entre 1.42-1.76 ppb
de Pb, 13.22-24.38 ppb de Cu y 1.03-3.67 ppb de Cd. Para garantizar el buen
comportamiento y aplicacion del método, se realiz6 la comparacion de curvas de
calibracion por medio del uso de estandar externo y adicion de patrén, verificando que no
existan interferencias y analizando un material de referencia certificado (ERM-CD200
“Seaweed”). A través del tratamiento de los resultados obtenidos se establecid la
eficiencia del método desarrollado, su importancia en el analisis de muestras sélidas y se

determind el limite de deteccion, limite de cuantificacion, error y precision.

PALABRAS CLAVE:

e METALES PESADOS
e ESPECTROMETRIA DE ABSORCION ATOMICA

e ALGAS MARINAS
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ABSTRACT

The present investigation deals about the development of an analytical method that allows
to quantify heavy metals in solid samples in algae marinas in an atomic absorption
spectrophotometer with graphite furnace, in order to avoid that the samples are altered
when applying the pretreatment, where the analyte is usually diluted and also, greater
amounts of time and resources are invested. Three heavy metals were determined:
copper (Cu), lead (Pb) and cadmium (Cd), in red, brown and green algae, from different
coastal areas of the province of Manabi. It was determined that the pyrolysis and
atomization temperatures for the analysis of algae are: 1100 and 2300 °C for Cu, 800 and
2300 °C for Pb and 900 and 2000 °C for Cd respectively. In the tests were results obtained
between 1.42-1.76 ppb of Pb, 13.22-24.38 ppb of Cu and 1.03-3.67 ppb of Cd. To
guarantee the good behavior and the application of the method, the calibration curves
were compared through the means of use the external standard and pattern addition,
verifying that there is no interferences and analyzing of a certified reference material
(ERM-CD200 "Seaweed"). Through the treatment of the results obtained was established

the limit of detection, the limit of quantification, the error and the precision.

KEYWORDS:

e HEAVY METALS
e ATOMIC ABSORPTION SPECTROPHOTOMETER

e SEAWEED



CAPITULO |

GENERALIDADES

1.1. Antecedentes

La espectrometria de absorcién atomica (AAS) empieza en 1955, cuando Alan Walsh
publicé el articulo “The application of atomic absorption spectra to chemical analysis”,
marcando el inicio para el desarrollo de una nueva técnica de analisis instrumental (L'vov,

2005).

Durante 12 afios Alan Watts trabajo en espectroscopia de emisién atomica y en
espectrometria de absorcion molecular, en los cuales noté que no debia ignorar los
espectros de absorcion atémica. Alan Watts realiz6 varios estudios sobre espectrometria
de absorcién atdmica con llama produciendo comercialmente un espectrometro de
absorcion atémica, sin embargo, como este modelo fue montado sobre la base de un
espectrofotometro UV estandar sin modulacién de sefial, las llamas de alta temperatura

no podian ser utilizadas en este equipo (L'vov, 2005).

En 1963, Perkin-Elmer fabric6 el primer espectrofotometro de absorcion atbmica de
llama disefiado por Kahn y Slavin, y afios después varias empresas comenzaron la
produccion de dichos instrumentos. Dos afios mas tarde colegas de Alan Watts, Amos y
Willis propusieron una llama de acetileno—0xido nitroso a alta temperatura favoreciendo

la expansion de espectrometros AA.
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L’vov fue el pionero en publicar un articulo sobre el uso de horno de grafito, afiadiendo
que esta técnica seria util en el analisis directo de soélidos (Kurfurist, 1998). Desde 1956
L’'vov realizd los primeros experimentos en espectrometria de absorcion atomica
utilizando un horno de grafito en lugar de una llama, basado estudios realizados por Alan

Watts (L'vov, 2005).

Entre 1972 y 1978 en el Laboratorio Lawrence Berkeley, se desarrollé una
investigacioén para la deteccién directa de elementos en una muestra solida por ZAAS
(Zeeman Atomic Absorption Spectroscopy), dando como resultado la necesidad de
potenciar la técnica de Espectrometria de Absorcidbn Atdmica corrigiendo problemas
presentes que limitaban el andlisis de muestras biolégicas. Es asi que su primer analisis
fue la deteccién de mercurio en los alimentos, ya que éste era un problema ambiental

muy importante (Hadeishi & McLaughlin, 1985).

Existen varios estudios sobre la recuperacibn de metales pesados y la
descontaminacion acuatica y terrestre utilizando biomasa. En el afio 2007 se, realizé un
estudio comparativo sobre la biosorcién de metales pesados utilizando diferentes tipos
de algas, llegandose a determinar que las algas pardas tienen mayor capacidad de
absorcion de metales (Romera, Gonzales, Ballester, Blazquez, & Mufioz, 2007). Asi
también en el 2013 se realizé la investigacién de metales en algas comestibles, con el fin
de determinar la cantidad de macroelementos, elementos trazas y metales toxicos en
algas de consumo humano, procedentes de la Costa Asiatica y la Union Europea; este
analisis permitid determinar que dichas algas no representan riesgo toxicolégico para los

consumidores (Ruiz Navarro , y otros, 2013).



1.2.Planteamiento del problema

A pesar de existir investigaciones sobre el uso de algas marinas en la absorcion y
adsorcion de metales pesados presentes en el agua, donde se emplean técnicas y
meétodos de analisis que utilizan muestras liquidas o solidos digeridos, en los estudios
realizados no existe ningun tipo de procedimiento que permita efectuar un analisis
cuantitativo sobre la contaminacion de metales pesados en costas ecuatorianas
empleando un analisis directo sobre muestras soélidas, sobre todo considerando que el
andlisis de muestras marinas resulta complejo debido a las interferencias que
normalmente pueden presentarse, pues en el agua de mar se pueden encontrar una gran
variedad de metales en forma de iones hidratados o complejos metélicos con ligandos

organicos.

Un método instrumental adecuado es la espectrofotometria de absorcién atbmica con
horno de grafito el cual tiene una alta sensibilidad, puede ser aplicado directamente sobre
la muestra sélida sin ningun tipo de pre-tratamiento, lo que evita la contaminacion y/o

pérdida de los analitos.

Adicionalmente, no se ha encontrado informacion acerca de los niveles de
contaminacion por metales pesados, directa o indirectamente, en las zonas costeras de
la provincia de Manabi ni de las afecciones que estos provocan al medio ambiente y a la

salud.



1.3.Justificacion e importancia

Esta investigacion proyecta desarrollar un método potencial para determinar la
concentracion de metales pesados en algas marinas, mediante el analisis directo de
muestras sélidas obteniendo resultados con mejor precision y exactitud en un tiempo
menor. La técnica de espectrofotometria de absorcion atomica por horno de grafito es
idonea para el andlisis directo de sdlidos, obteniendo resultados exitosos en varios

campos de investigacion (Kurfirist, 1998).

Metodolégicamente este estudio y las diferentes pruebas experimentales que se
desarrollaran, permitiran obtener informacion sobre la contaminacion con metales
pesados en la zona costera de Manabi. Las metodologias basadas en el andlisis directo
de muestras solidas, sin digestion previa de la muestra, son alternativas eficientes y
confiables, donde la cantidad de muestra necesaria para el andlisis quimico se reduce al

no existir una pre-digestion del analito (Gomez, Gismera, Sevilla, & Procopio, 2013).

La presente investigacion proporcionard informacion util en el desarrollo de estudios
similares al planteado, enfocandose primordialmente en la técnica de andlisis directo de
muestras solidas por medio de espectrofotometria de absorcion atébmica con horno de
grafito, asi como en proyectos enfocados a la posible contaminacién y remediacion de
las playas de Manabi, puesto que hoy en dia los temas sobre contaminacion ambiental
son de suma importancia, para poder regular y controlar la posibles causas que

provoguen polucioén.



1.4.Objetivos

1.4.1. Objetivos General
e Desarrollar un método analitico para cuantificar metales pesados en muestras
de algas marinas utilizando espectrofotometria de absorcion atbmica con horno

de grafito.

1.4.2. Objetivos Especificos
e Establecer la temperatura Optima de pirélisis de las algas marinas para
minimizar la interferencia por efecto de matriz en la determinacién de Cd, Pby
Cu.
e Establecer la temperatura 6ptima de atomizacion para los analitos Cd, Pb y Cu
empleando un modificador de matriz.
e Determinar la concentracion de Cd, Pb y Cu en diversas muestras de algas

marinas.

1.5.Hipotesis
Las algas marinas de la costa ecuatoriana no presentan concentraciones elevadas

de metales pesados lo que sugiere que no existen problemas criticos de contaminacion.

1.6.Variables de la investigacion
e Variable Independiente: Temperatura de pirdlisis, temperatura de atomizacion,
tipo de modificador de matriz.

e Variable Dependiente: Concentracion de metales de cadmio, plomo y cobre.



CAPITULO Il

Para el desarrollo del presente capitulo se considerd bases tedricas de varios autores
que permitiran comprender y sustentar los conceptos relacionados con las variables de

la investigacion.

MARCO TEORICO

2.1. Metales pesados

Los metales pesados se encuentran presentes en la corteza terrestre en una
concentracion entre 0.01 y 0.1%, poseen una densidad mayor o igual que 5 g/cm? cuando
esta en forma elemental, su nimero atémico es superior a 20, sin considerar a los metales

alcalinos y alcalinotérreos (Remache, 2016).

Asimismo Eréstegui (2009) define a los materiales pesados como sustancias propias
de la naturaleza de peso molecular alto muy difundidos y en muchos casos utiles como
el plomo, no obstante muchos de ellos poseen efectos negativos para la salud y medio

ambiente ya que afectan a diferentes organismos.

La mayoria de los elementos soOlo estan presentes en concentraciones minimas en
el medio y pocos son los que se requieren para los procesos fisiologicos de las plantas y
animales (Acosta & Alvarez, 2007). Sin embargo, representan las principales amenazas
para la salud humana, ya que los seres humanos estan expuestos al plomo, el cadmio,

el mercurio y el arsénico (Jarup, 2003).



Desde esta perspectiva el autor Acosta (2007) menciona que los metales pesados
son parte fundamental de las actividades antropogénicas provenientes de desechos
domésticos, agricolas e industriales que contaminan el aire, agua, suelo y plantas

afectando asi a los eslabones de las cadenas troficas.

2.1.1. Efectos de la contaminacion por metales pesados

Los elementos quimicos pesados han sido utilizados por el ser humano durante miles
de afos en diferentes actividades industriales, sin embargo, debido a investigaciones
realizados sobre el peligro y toxicidad que estos provocan en la salud y medio ambiente,
autoridades ambientales y de la salud en todo el mundo han tomado medidas para

controlar la contaminacion a causa de dichos metales.

Actualmente se posee conocimientos de los efectos adversos para la salud que
provocan los metales pesados, no obstante siguen siendo utilizados en algunas
industrias. Por ejemplo, el mercurio todavia se utiliza en la extraccion de oro en muchas
partes de América Latina, mientras que el arsénico sigue siendo comun en los

conservantes de la madera (Jarup, 2003).

Los metales pesados son contaminantes catastréficos ya que contaminan el aire,
agua y suelo; las plantas absorben en altas concentraciones metales o los depositan en
el suelo, afectando la cadena tréfica (Acosta & Alvarez, 2007). Ademas de acuerdo con
estudios realizados en los organismos vivos, los metales pesados pueden producir una
serie de desordenes como: fisiolégicos, neurolégicos, de actividad enzimatica,

mutagénicos, desarrollo de reproduccion (Pefia, Palacios, & Ospina, 2005).



Algunos metales son fundamentales para la vida y otros son beneficiosos pero
muchos son altamente toxicos. Los elementos toxicos pueden clasificarse en no criticos,

toxicos pero poco disponibles y altamente toxicos y muy accesibles (Mai, 2013)(ver Tabla

1).
Tabla 1
Elementos toxicos en el medio ambiente.
ToOxicos pero poco Altamente toxicos y muy
No criticos
disponibles o insolubles accesibles
Na C F Ti Ga Hf Be As Au
K P Li La Zr Os Co Se Hg
Mg Fe Rb W Rh Nb Ni Te Cu
Ca S Sr Ir Ta Ru Pd Pb Zn
H Cl Al Re Ba Ag Bi Sn
0 Br Si Cd Sbh Pt
N TI

Fuente: (Mai, 2013)

“Algunos metales considerados contaminantes son necesarios en cantidades traza
para los animales y plantas. Asi pues, debe alcanzarse un equilibrio entre un exceso y
un defecto en lo que se refiere a estos metales esenciales” (Orozco B., Pérez S.,

Gonzalez D. Nieves, Rodriguez V., & Alfayate B., 2003).



EFECTOS DE LOS
CONTAMINANTES

Efectos Primarios Efectos Secundarios

Efectos letales a corto plazo

Contaminacion aguda Alteracion del habitat

Alteracion de las cadenas
| tréficas
e Desarrollo de depredadores,
competencia y
enfermedades.
| e Destruccion de las fuentes
de alimento.

Efectos subletales a corto plazo
Migraciones

Efectos subletales a largo plazo
Contaminacién crénica

Figura 1. Efecto de los contaminantes sobre los organismos marinos
Fuente: (Pefa, Palacios, & Ospina, 2005)

En la Figura 1 se puede observar los efectos contaminantes de los metales pesados
en el medio marino. En la biota marina la contaminacion a causa de metales pesados
provoca efectos letales y subletales a corto y plago plazo, afectando el habitat de varias

especies marinas, asi como la alteracion de la cadena trofica.

2.1.2. Fuentes de contaminacion por metales pesados en el medio marino

Las emisiones de metales pesados en el medio ambiente se producen a través de
una amplia gama de procesos y vias. Por ejemplo la contaminacion del aire se da durante
la combustion, extraccion y tratamiento. Asi también, el agua superficial se contamina a
través de la escorrentia y comunicados de almacenamiento y transporte y finalmente la

contaminacion del suelo provoco dafios en aguas subterraneas y cultivos (Jarup, 2003).
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Los principales problemas ambientales se asocian con la descarga de efluentes
urbanos e industriales y con la extraccion y transporte de petréleo crudo (Gil, Torres,
Harvey, & Esteves, 2006). Dentro de la contaminaciéon marina de origen industrial los
elementos pesados comportan un mayor riesgo para la biota marina a corto plazo y para
la salud humana a mediano plazo, ya que estos tienen la capacidad de acumularse en la

cadena tréfica y especialmente en la marina (lbafiez, 1986).

Los metales procedentes de fuentes antropogénicas llegan al mar a través de rios y
emisarios, precipitaciones, vertidos, mineria marina y perforacion, y de buques (G.W.,

1980).

2.2.Algas

Las algas son organismos marinos muy antiguos que practicamente habitan en todos
los ecosistemas acuéticos del planeta, presentando amplia gama de tamafios, formas y

estrategias ecologicas y fisiolégicas (Pefia, Palacios, & Ospina, 2005).

En la actualidad existen varias razones que conllevan a analizar los diferentes tipos
de macroalgas, una de ellas es la fijacion de CO2, mediante el proceso de fotosintesis,
en el cual elimina Oz (Alveal, Werlinger, & Romo, 2004). También, las algas proveen
cerca de la mitad de la produccién primaria de materia organica total del mundo, de la
cual depende gran parte de los productores secundarios acuaticos (Pefia, Palacios, &

Ospina, 2005).

A partir de las algas se elabora varios productos utilizados en industrias quimicas,

farmacéuticas y de alimentos (Pefa, Palacios, & Ospina, 2005). Con el avance de la
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tecnologia e investigacion cientifica, se ha implementado métodos que permiten utilizar
algas en la biosorcion de metales, lo que permite descontaminar su habitad o recuperar

metales de interés que se encuentran presentes en el medio.

2.2.1. Caracteristicas y propiedades

La vida de las algas marinas depende del lugar donde crecen, o habitat, sobre el cual
los factores abidticos ejercen un efecto importante. Por ejemplo: el fotoperiodo, es un
factor esencial en la vida de las algas. Sin embargo, no todas las algas necesitan la
misma intensidad luminosa para dicho proceso, ya que esto depende de los pigmentos
que poseen. Asi, las macroalgas verdes son capaces de absorber mucha energia
luminica, abundan en los primeros tramos de la costa. Mientras que a profundidades
mayores, donde la penetracion de la luz es menor, predominan las macroalgas rojas y

pardas (Mendoza, 1999).

Las algas poseen caracteristicas propias que las identifican en cada grupo. Estas

son (Pefa, Palacios, & Ospina, 2005):

¢ No poseen raiz, tallo y hojas.
e No desarrollan embrién.

e Tiene la capacidad e sintetizar su propio alimento.

2.2.2. Importancia
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La importancia de las algas radica tradicionalmente en dos puntos: desde el punto de
vista bioldgico, ya que, son organismos fotosintéticos presentes en rios, lago y mares que
producen oxigeno, materia organica y son la base de la cadena alimenticia de los
ecosistemas acuaticos; y por el valor econémico de sus derivados, puesto que son
utilizadas en la industria alimenticia, farmacéutica, de cosméticos y otras aplicaciones
industriales, debido a su alto contenido de carbohidratos y proteinas (Pefa, Palacios, &

Ospina, 2005).

Ademas, las macroalgas son utilizadas en la descontaminacion y recuperacion de
metales pesados presentes en medios acuaticos, gracias a su alta capacidad de absorber
elementos pesados y su disponibilidad en cantidades casi ilimitadas (Romera, Gonzales,

Ballester, Blazquez, & Mufioz, 2007).

2.2.3. Tipos de algas marinas

La diversidad de algas esta dada por su morfologia externa y por sus caracteristicas
bioquimicas y fisiologicas (Alveal, Werlinger, & Romo, 2004). “Es asi que las macroalgas
se clasifican en tres grupos: las rojas o Rhodophyta, las de color pardo o Phaeophyta y

las verdes o Chlorophyta” (Mendoza, 1999).

La clasificacion de las algas responde al tipo de pigmento, estructuras de las plantas
y las sustancias de reservas que cada alga posee (Tabla 2) (Pefia, Palacios, & Ospina,

2005).
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Tabla 2
Diferenciacién de grupos taxondmicos de algas segun caracteristicas particulares de
clasificacion

Clorofitas Clorofila a, b Carotenos Almidén Celulosa, silice
Euglenofitas Clorofila a, b Carotenos Almidén paramilo Ausente

Crisofitas Clordfila a, ¢ Xantofilas Aceite de crisolaminarina Celulosa, silice

Feofitas Clorofila a, ¢ Fucozantina Manitol, laminarina Celulosa, acido alginico

Clordfila a, d Carotenos,
Rodofitas Almidén de florideas Celulosa, pectinas
ficoeritina, fucoxantina

Fuente: (Pefa, Palacios, & Ospina, 2005)

En la zona costera de la provincia de Manabi se pueden identificar un total de 15
géneros de algas, se encuentran: 7 géneros de Rhodophyta, 5 géneros de Chlorophyta

y 3 géneros de Phaeophyta (International Bio Power Corporation, 2017).

2.2.4. Relacion entre las algas y los metales pesados

En el medio ambiente se presentan interacciones entre metales y la biomasa, es asi
gue cuando los compuestos quimicos solubles presentes en medios acuosos pueden
entrar en contacto e interaccionan con materiales bioldégicos (como las algas) de dos
formas: uniéndose a la pared celular mediante biosorciéon o acumulandose en el interior
de la célula mediante el proceso de bioacumulacion. Tanto el proceso de biosorcion como
el de bioacumulacion participan en el ciclo de la materia y ocurren todo el tiempo en la

naturaleza (Plaza, 2012).
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Las diferencias entre los dos procesos de interaccion entre metales y algas se

muestran a continuacion en la Tabla 3:

Tabla 3

Comparacion entre los procesos de biosorcion y bioacumulacion

Biosorcién
Proceso pasivo
Biomasa sin vida
Los metales se unen a la superficie de la
pared celular
Adsorcion
Proceso reversible
No requiere nutrientes
Proceso de una etapa
Rapido
No es controlado por el metabolismo
No se ve afectado por el efecto toxico de los
contaminantes
No hay crecimiento celular
Alcanza concentraciones intermedias de
equilibrio de los contaminantes
Posibilidad de recuperacién y reuso de los
contaminantes mediante desorcién
La biomasa puede regenerarse y emplearse
en varios ciclos de absorcion — desorcion

Fuente: (Chojnacka, 2010)

Bioacumulacién
Proceso activo
Biomasa con vida
Los metales se unen a la superficie de la pared celular
y ademas se acumulan en el interior de la célula
Absorcion
Proceso parcialmente reversible
Requiere nutrientes
Proceso de dos etapas
Lento
Controlada por el metabolismo
Se ve afectado por el efecto téxico de los
contaminantes
Implica crecimiento celular
Alcanza muy bajas concentraciones de equilibrio de

los contaminantes

Los metales no pueden recuperarse

La biomasa no puede recuperarse
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2.2.5. Relacidn algas y la contaminacién del agua de mar
El agua de los rios y estuarios existe mayor concentracion de metales pesados que
el agua de mar, debido a que los rios estdn expuestos a procesos de contaminacién
antropogénica mas directa, como son la eliminacién de desechos industrias y domésticos.
Estas concentraciones disminuyen a medida que aumenta la distancia respecto a la
costa. Ademas, las concentraciones de los metales pesados en el agua de mar son muy
bajas debido a procesos naturales de precipitacion, adsorcion y sedimentacion que

favorecen su fijacion en el sedimento.

En la Tabla 4 se puede identificar los intervalos de concentraciones metdlicas
encontradas en diferentes muestras acuosas naturales, pudiéndose apreciar diferencias

significativas (Mai, 2013).

Tabla 4
Concentraciones metalicas medias encontradas en diferentes aguas naturales (ug/L)

Agua costera, bahiay

Metal Agua de rio : Agua de mar oceanica superficial
estuario
Cd 0,03-5,0 0,01-5,0 0,01 -0,60
Cu 0,11 - 200,0 0,07 — 20,02 0,01 -2,80
Pb 0,13 -60,0 0,04 - 7,44 0,00004 - 9,00

Fuente: (Mai, 2013)

Las algas mediante procesos naturales retienen metales pesados en su pared celular
o en el interior de la célula, al analizarlas y cuantificar la cantidad de elementos pesados
presentes en su estructura, se puede determinar el grado de contaminacion ambiental de

la zona de muestreo de las algas analizadas mediante un analisis estadistico.
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2.3.Regulaciones Ambientales

2.3.1. Texto Unificado de Legislacién Secundaria del Ministerio del Ambiente

Segun la reforma del Texto Unificado de Legislacion Secundaria del Ministerio del
Ambiente (TULSMA), Libro VI, Decreto Ejecutivo 3516, Registro Oficial Suplemento 2,
aprobada por la Comisién de Legislacion y Codificacion (2003), las normas de calidad
Ambiental y de descarga de efluentes en el agua, asi como las normas generales para

descarga de efluentes a cuerpos de agua marina son:

A) Normas de calidad Ambiental y de descarga de efluentes al Recurso Agua

“El objetivo principal de la presente norma es proteger la calidad del recurso agua
para salvaguardar y preservar los usos asignados, la integridad de las personas, de los

ecosistemas y sus interrelaciones y del ambiente en general’.

La norma tendra en cuenta los siguientes usos del agua:

e Consumo humano y uso doméstico.

e Preservacion de la vida acuatica y silvestre.
e Uso Agricola o de riego.

e Uso Pecuario.

e Uso Recreativo.

e Uso Estético.
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Los criterios de calidad de aguas para la preservacion de la vida acuéatica y silvestre

en aguas dulces frias o calidas, y en aguas marinas y de estuarios, se observa en la

Tabla 5.
Tabla 5
Criterios de calidad
Parametros Expresados Unidad Criterio de calidad para agua marina y de estuario
Cadmio Cd mg/| 0,005
Cobre Cu mg/I 0,05
Plomo Pb mg/I| 0,01

Fuente: (Comision de Legislacién y codificacién, 2003)

B) Normas generales para descarga de efluentes a cuerpos de agua marina

e “Se prohibe la descarga de aguas residuales domesticas e industriales a cuerpos
de agua salobre y marina, sujetos a la influencia de flujo y reflujo de mareas. Todas
las descargas a cuerpos de agua estuarinos, sin excepcion, deberan ser
interceptadas para tratamiento y descarga de conformidad con las disposiciones
de esta norma. Las Municipalidades deberan incluir en sus planes maestros o
similares, las consideraciones para el control de la contaminacion de este tipo de
cuerpos receptores, por efecto de la escorrentia pluvial urbana”.

o “Las descargas de efluentes a cuerpos de agua marina, se efectuaran teniendo en
cuenta la capacidad de asimilacion del medio receptor y de acuerdo al uso del
recurso gue se haya fijado para cada zona en particular”.

e “Se prohibe la descarga en zonas de playa, de aguas de desecho de eviscerado

y de todo desecho sdlido proveniente de actividades de transformacion de peces



18

y mariscos, sean a nivel artesanal o industrial. Las visceras, conchas y demas

residuos solidos deberan disponerse como tal y las aguas residuales deberan
tratarse y disponerse segun lo dispuesto en la presente Norma”

e “Se prohibe la descarga de residuos liquidos no tratados, provenientes de

embarcaciones, buques, naves u otros medios de transporte maritimo, fluvial o

lacustre, hacia los sistemas de alcantarillado, o cuerpos receptores. Se observaran

las disposiciones en las normas correspondientes”

Tabla 6
Limite de descarga a un cuerpo de agua marina

(A)Descarga de zonas de (B)Descarga mediante
rompientes emisarios submarinos
Cadmio Cd mg/| - -
Cobre Cu mg/l 1,0 1,0
Plomo Pb mg/l - -

Fuente: (Comision de Legislacién y codificacién, 2003)

2.4.Espectrofotometria de absorcion atémica

2.4.1. Definicién

Espectro: Referente a radiaciones electromagnéticas (Luz monocromatica),
caracterizadas por un numero de onda, longitud de onda o una frecuencia (Obiols Salvat,

1969).

Fotometria: mide la energia o luz radiante segun su intensidad.

Absorcion: muestra la medicion de la luz absorbida por el analito.
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Atomica: la medicion de la absorcion de luz se lleva a cabo por los atomos presentes

en la muestra.

2.4.2. Descripcion

La espectrofotometria de absorcion atdbmica es un método instrumental que permite
un analisis cuantitativo de precision de un metal dado, pues aprovecha los niveles de

energia cuantificados para los electrones que posee cada atomo.

La AAS mide la concentracion de atomos en fase gaseosa mediante la absorcion de
luz, lo que con lleva a la disminucion de la intensidad de la luz que llega al detector en
comparacion a un blanco. Dependiendo del estado del analito los atomos de la muestra
se exponen a una fuente de excitacion, como: llama, horno de grafito o generacion de

hidruros.

Las trazas de metales en el analito se determinan a través de una curva de calibracién

con estandares a una concentracidon conocida.

2.5.Equipo de absorcion atdmica ContrAA 700

El espectrofotometro de absorcién atdmica ContrAA 700 es un equipo controlado por
ordenador para la determinacién de la concentracion de metales y metaloides en
muestras liquidas, diluidas y sélidas. EI ContrAA 700 es un espectrometro de absorcion
atomica con fuente continua de alta resolucién compacto para las técnicas de llama,

hidruros/HydrEA y horno de grafito (Analytik Jena AG, 2014).
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2.5.1. Principio de Funcionamiento

El principio de medicion de la espectrometria de absorcion atomica de alta resolucion
con fuente de radiacion continua al igual que el de la AAS clasica de radiacion lineal, se
basa en la absorcion de una radiacion primaria a través de atomos de analito en estado
fundamental. En este proceso, la sefial de absorbancia representa una medida de la

concentracion del elemento correspondiente en la muestra analizada (Analytik Jena AG,

Emision (HKL) I A I j | A

Absorcion (Ilama)

Monocromador /

(baja resolucion) :

Detector Detector
(fotomuliplicador) JL 5 (inea CCD)

Sefial del emisor lineal Seial del emisor continuo

2014).

——————— ___ Emision (xendn)

Ahsorcion (llama)

Monocromador
(alfa resolucion)

Figura 2. Comparacion esquematica del principio de medicion fisico.
Fuente: (Analytik Jena AG, 2014)

En la Figura 2 se observa las unidades base del equipo de AAS, detalladas a

continuacion:
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Fuente de radiacion: La espectrometria HR-CS AAS utiliza una lampara de xenon

de arco corto, que garantiza una densidad de radiacion muy elevada y una emision
continua en todo el rango espectral de 190 a 900 nm. De este modo, puede disponer en
cualguier momento y sin salvedad de todas las lineas de analisis de interés, tanto las
longitudes de onda de resonancia de los elementos del andlisis como también todas las

longitudes de onda secundarias sin limitaciones.

Atomizador: Son quemadores que separan las moléculas para formar atomos libres
por medio de un gas combustible. El atomizador del espectrofotometro ContrAA 700 se
encuentra instalado de forma fija, es apropiado para el andlisis directo de trazas de
metales en muestras solidas, ya que se elimina el contaminante, se reduce las
interferencias y disminuye el costo del analisis, los cuales son las principales fuentes de

error.

Monocromador: El ContrAA 700 posee un monocromador doble de alta resolucion
basado en un monocromador de prisma y uno de rendija Echelle, de esta manera se
obtiene una una alta resolucion de N/AA =145.000, que corresponde a un ancho de banda
espectral de < 2 pm por pixel con 200 nm. La exactitud de la longitud de onda se obtiene
a través de la calibracién del monocromador al iniciar una longitud de onda (Analytik Jena

AG, 2014).

Detector: Utiliza un detector semiconductor silencioso y sensible a las radiaciones
UV (detector CCD), éste registra la intensidad en la linea de andlisis y su proximidad

espectral. De esta manera se detecta un rango espectral, de modo simultaneo y de alta
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resolucién, de hasta 1 nm en la proximidad de la linea de andlisis (Analytik Jena AG,

2014).

2.5.2. Caracteristicas del Analytik Jena ContrAA 700

Sistema 6ptico: Optica de reflexion con revestimiento protector y sistema 6ptico con

aislamiento a prueba de luz, sus caracteristicas se pueden observar en la Tabla 7.

Tabla 7

Analytik Jena ContrAA 700 - Sistema optico.

Monocromador

Rango de longitud de onda
Ancho de banda espectral

Rejilla

Banco dptico

Fotémetro con aislamiento

Detector

Fuente: (Analytik Jena AG, 2014)

Monocromador doble con rejilla escalonada, con una distancia focal de
F=380 mm y una rejilla central variable; pre-monocromador con prisma
de cuarzo.

Seleccién de longitudes de onda a través de irradiador adicional de
neodn reflectante.

185-900 nm

2 pm con 200 nm

Rejilla Echele

Equipamiento éptico modular sobre placa de soporte de fundicién para
asegurar estabilidad y robustez.

Proteccion contra la humedad, los gases residuales de escape y las
influencias quimicas en el medio ambiente.

CCD con iluminacion trasera, FFT bidimensional con una alta eficiencia

cuantica y sensibilidad UV elevada.

Lampara: Lampara de xenon de arco corto con mancha catédica UV en modo hot-

spot; seguimiento hot-spot automatico; correccion simultanea de la deriva. En la Tabla 8,
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se pueden observar las caracteristicas de la lampara que utiliza el ContrAA 700 (Analytik

Jena AG, 2014).

Tabla 8
Analytik Jena ContrAA 700 — Lampara

Corriente de lalampara  9-16 A/8 A (en modo stand-by)

CC, supervision de la duracién de la combustién y de los impulsos de
Tipo de funcionamiento
encendido.

Alimentacion eléctrica Fuente de alimentacion integrada en el espectrémetro.

Fuente: (Analytik Jena AG, 2014)
2.6.Técnica de horno de grafito de espectrofotometria de absorcion atomica

La técnica de espectrofotometria de absorcion atomica con horno de grafito (GFAAS)
permite medir la concentracién de trazas de metales en ppb, mediante la absorcién de
luz por parte de un analito en estado atémico. La cantidad de radiacion absorbida es
proporcional a la cantidad de atomos presentes en la muestra (Mafay, Clavijo, & Diaz,

2009).

El método se basa en la atomizacion de la muestra y la absorcion de radiacién, por

lo cual la muestra es sometida a una serie de etapas, detalladas a continuacion:

Secado: Una vez colocada la muestra en la plataforma, esta es inyectada en el tubo
de grafito, se calienta usualmente a temperaturas entre 80 a 110°C en tres etapas. Se

realiza con el fin de evaporar el solvente y los componentes volatiles de la matriz.

Pirolisis: En esta etapa se realiza el calcinado de la muestra por incremento de la

temperatura, y asi eliminar la mayor cantidad de materia organica presente, evitando
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pérdida del analito. La temperatura de pirdlisis varia segun el metal a ser analizado,
tipicamente se encuentra en el rango de 350 a 1600 °C. Durante el calcinado, el material
s6lido es descompuesto mientras que los materiales refractarios permanecen inalterados

(Manay, Clavijo, & Diaz, 2009).

Atomizacion: En la etapa de atomizacion el horno se calienta de manera réapida a
altas temperaturas, dependiendo de la volatilidad del metal varia entre 1800 a 2800 °C,
para vaporizar los residuos sobrantes de la pirdlisis, obteniendo &tomos libres y
permitiendo medir la absorbancia. Mientras mejor sea la atomizacion, la determinacion
de trazas de metales estara libre de interferencias, dando mejores resultados en el
andlisis.

Limpieza del horno: Se realiza a una temperatura superior a la de atomizacion, con
el fin de evitar errores en el analisis.

2.6.1. Caracteristicas de latécnica de horno de grafito de tubo de grafito

El modulo de horno de grafito del espectrometro de absorcién atébmica ContrAA 700,

posee varias caracteristicas detallas a continuacion en la Tabla 9.
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Caracteristicas horno de tubo de grafito

Tipo de Muestra
Tipo de tubo

Volumen
Ajuste de la

temperatura

Programa de
temperatura
tiempo

(programa del

horno)

Agua de

refrigeracion

Gas Inerte

de

seguridad parala

Circuitos

proteccion en

caso de

Disuelta o Solida

Tubo: IC (atomizacién de tubo estandar), IC con plataforma 1 PIN o IC sélido
Todos los tipos de tubo estan revestidos mediantes pirodlisis

Méx. 50 pl

La temperatura se puede ajustar entre la temperatura ambiente y 3000 °C, en pasos
de 1°C.

Programacién de un max. de 20 pasos dentro de los limites fijados, de 0 a 999
s/paso en intervalos de 1s.

Aumento de la temperatura (rampa):

Rampas lineales de 1 °C i/s a 3000 °C/s y rampas ho lineales méaximas (Full Power
FP/No Power NP)

Control de gas inerte y gas adicional

Introduccién de pasos de enriquecimiento e inyeccion.

Ajuste del punto de partida para auto-cero e integracion.
Refrigeracion integrada, sin sedimentos de 20 a 40 °C.

Argoén 4.8 y superior

Componentes permitidos:

Oxigeno <3 ppm
Nitrogeno <10 ppm
Hidrocarburos <0,5 ppm
Humedad <5 ppm
Consumo: max. 2 L/min

(Depende del programa de temperatura-tiempo)
Presién de entrada: de 0,6 a 0,7 MPa

Sobrecalentamiento del transformador de la calefaccion del horno.

Rotura del tubo de grafito.

Defecto en el agua de refrigeracion.

Funcionamiento con el horno de tubo de grafito abierto.

Funcionamiento con un flujo de agua de refrigeracion extremadamente escaso.

Funcionamiento con una presion de entrada del gas inerte extremadamente baja.

Fuente: (Analytik Jena AG, 2014)
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CAPITULO 1l

METODOLOGIA EXPERIMENTAL
3.1.Reactivos, estandares y equipos

3.1.1. Reactivos y estandares

A continuacion se detallan los materiales que se utilizaron en el desarrollo del método

analitico para analizar metales pesados en algas:

e Material de Referencia estandar de:

o Pba 1000 ppm

o Cd al000 ppm

o Cua 1000 ppm
e Material de referencia certificado (CRM) por ERM para Seaweed ERM-CD200
e Oftros

o Agua Milli-Q

o Acido Nitrico de grado analitico al 65%

o Gas Argon

3.1.2. Equipos

Para realizar el desarrollo del método analitico que permite cuantificar Pb, Cd y Cu
en muestras solidas a condiciones de operaciones oOptimas se empled en
Espectrofotometro de Absorcién Atomica ContrAA 700 de Analytik Jena mostrado en la

Figura 3.
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Figura 3. Espectrofotdmetro de Absorcion Atdmica ContrAA 700

3.2. Métodos

3.2.1. Obtencion de la muestra

Las algas son organismos acuaticos que pueden encontrarse en el mar, aguas dulces
o salobres; dependiendo de su grupo pueden ser: rojas, verdes o pardas. Estas especies

marinas se las puede encontrar flotando, en la profundidad del mar o adheridas en rocas.

En el esquema de la Figura 4 se observa el proceso de recoleccion de las muestras

de algas.



Recolecciéon de Macroalgas
Marinas

Asegurarse que el calzado sea
el adecuado y seguro para no
evitar resbalarse y sufrir dafios.

L

Se debe llevar fundas para
transportar cada alga,
espatulas de acero en el caso
de que las algas se
encuentren adheridas a las
rocas.

Tener el equipo y materiales

apropiados para realizar las

funciones de recoleccién de
algas.

Llevar la vestimenta adecuada

para la recoleccion de algas es

muy importante, esta depende

del clima, morfologia del lugar
y tipo de rocas.

Tener todos los cuidados
necesarios para transportar las
muestras al Laboratorio.

Es neceserio realizar todas las
en una libreta de campo.

-

Lugar de recoleccién: Puerto
Lopez, Los Frailes 'y
Salamango en la Provincia de
Manabi.

Fecha: 10 de Julio del 2017.

Figura 4. Recoleccion de macroalgas marinas

Fuente: (Vergara, 2010)
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3.2.2. Preparacion de la muestra

Después de la recoleccion de las algas se dejo secar al aire en una atmosfera limpia
entre papel filtro, seguidamente se elimind las impurezas visibles como mallas, residuos

de ramas etc., una vez limpias fueron secadas en una estufa al vacio a 60°C por 48 horas.

Las algas secas se molieron en un molino eléctrico de café hasta obtener un polvo
muy fino, por dltimo se almacenaron en bolsas plasticas sellopack y se guardaron en un

lugar fresco, seco y oscuro (Figura 5).

Figura 5. Almacenamiento de algas.

El esquema resumen del proceso de preparacion de la muestra se puede observar en

la Figura 6.
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Introducir las Moler, hasta
Secaéllg;srslgas algas en una obtener un Almacenar
estufa a 60°C. polvo muy fino
L | ) \ ) ! _J

Figura 6. Diagrama de proceso para la preparacion de la muestra.

3.2.3. Elaboracién de curvas de calibracién

Se elaboro 2 tipos de curvas de calibracién, la primera por adicién de estandares
externos y la segunda por adicién de patrén a diferentes concentraciones segun el metal
a ser analizados, tomando como referencia la concentracion caracteristica (ug/L) para
obtener un valor de 1 en Abs, siendo 145 ug/L, 12 ug/L y 40 ug/L para el Pb, Cd y Cu
respectivamente. En la Tabla 10 se observa la concentracion de los puntos de la

calibracion para cada metal.

Tabla 10.
Estandares Curvas de Calibracion.
Metales Punto 1(ppb) Punto 2 (ppb) Punto 3 (ppb) Punto 4 (ppb) Punto 5(ppb)
Pb 0 40 80 120 -
Cd 0 2.56 5.12 7.68 -
Cu 0 8 16 24 32

Las soluciones de calibracion se prepararon con acido nitrico al 0.05%, preparado
desde el reactivo con grado analitico AAS (65%) el mismo que se diluyd con agua Mili-Q

para obtener la concentracion deseada.
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Método de calibracion por estandares externos: Esta técnica usualmente se
utiliza en un analisis cuantitativo, se basa en la construccién de una curva a partir de
estandares externos de concentracion conocida del elemento deseado, con

concentracion semejante a la muestra problema (Harris, 1992).

Método de calibracion por adicién de patrén: Este método consiste en afiadir un
peso fijo de la muestra a las soluciones estdndares. Para el desarrollo de este estudio,
se utilizd6 muestras de algas en estado soélido, donde se pes6 entre 0.15 a 0.21 mg de
muestra de alga o 0.07 a 0.21 del material de referencia y se afiadid6 10 ul de las
soluciones estandares, esto se realiz6 para cada metal y con 4 réplicas, con el fin de

obtener mejores resultados.

3.2.4. Condiciones Optimas de anélisis

Los modificadores de matriz y la programaciéon de temperatura adecuada en el horno
de grafito, reduce la sefal de fondo y permite la generacion de la sefial atbmica mas alta.
En la técnica de horno de grafito se debe determinar las temperaturas de pirdlisis,
atomizacion, para realizar un correcto analisis, sin embargo también existen otras

temperaturas a considerar como: secado y limpieza del horno.

El secado se realizd en 3 etapas comprendidas entre 80 a 110 °C y la limpieza del
horno se llevé acabo a 2450°C. El tiempo de limpieza del horno 6ptimo del equipo es de
4 segundos, sin embargo en el analisis realizado en este proyecto se utilizé un tiempo de

9 segundos para eliminar cualquier sobrante de muestra calcinada. En la Figura 7, se
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observa las condiciones de secado y limpieza, siendo las mismas para el plomo, cadmio

y cobre.

Figura 7. Programa del horno de grafito.

En la etapa de secado se debe tener algunas consideraciones para eliminar todo tipo

de humedad en la muestra, mostradas en la Tabla 11:

Tabla 11.
Secado de muestras.

La muestra se reparte al inicio del programa del
No Aumentar la temperatura en 5°C.
tubo de grafito en la plataforma.

1ra fase La gota se vuelve a unir hundiéndose
Si Ninguna accién necesaria.
lentamente sin hervir.

La gota empieza a evaporarse. Si  Reducir la temperatura en 5°C.

2dafase Lagota se evapora lentamente. Si  Ninguna accién necesaria.

Durante los Gltimos 5-10 segundos se observa
3rafase Si Prolongar tiempo.
aun liquido de la muestra.

Fuente: (Analytik Jena AG, 2014)
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a) Pirolisis
La pirdlisis se lleva a cabo en 2 etapas: la primera a una temperatura de 350°C en la
cual se elimina la humedad restante del horno de tubo de grafito, prolongando la vida util
de los tubos de grafito. En la segunda etapa se descompone la muestra a una
temperatura adecuada para cada metal, ademas en esta etapa se evapora parcialmente
la matriz perturbadora de la muestra. Al terminar las etapas de pirélisis se debe efectuar
una fase adicional a la misma temperatura de pirdlisis, en la cual se detiene el flujo de

gas para obtener buenas condiciones de atomizacion (Analytik Jena AG, 2014).

Para andlisis de Pb, Cd y Cu se realiz6 pruebas en la segunda etapa de pirdlisis entre
600-800°C, 600-900°C y 950-1100°C, respectivamente con un tiempo de 10-15 segundos

y un entre 0.15-0.21 mg de muestra de alga.

b) Atomizacién

En esta etapa el analito se evapora a temperaturas elevadas, dependiendo del metal
a ser analizado para absorber la luz irradiada y reportar los valores de absorbancia
medidos. Para optimizar la temperatura de atomizacion se considero que si la sefial no
vuelve a la linea base dentro del tiempo de medicion, se aumenta la temperatura 0 a su
vez se prolonga el tiempo de atomizacion. Otro factor importante a considerar es que si

la sefal es muy estrecha se debe reducir la temperatura (Analytik Jena AG, 2014).

El analisis de plomo, cadmio y cobre se realiz6 a diferentes de temperaturas de
atomizacion entre 1500-2300°C, 1800-2000°C y 2000-2300°C, respectivamente con un

tiempo de 3-9 segundos y un peso entre 0.15-0.21 mg de muestra de alga.
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La rampa de atomizacion es el cambio de temperatura en la fase de atomizacion, se
encuentra en °C/s, al analizar Pb, Cd y Cu se consideré temperaturas entre 800-2300°C,

900-2300°C y 1500 °C -FP (full power), respectivamente.

c) Modificadores de matriz

Los modificadores de matriz en la técnica de horno de grafito se adicionan en las
muestras a ser analizadas para facilitar el analisis, ya que permiten aumentar la volatilidad
de la matriz de la muestra, asi como también evita que el metal a analizar se volatilice
prematuramente por estar expuesto a altas temperaturas, es decir realizan un cambio en
el comportamiento térmico del analito o la matriz, se realiza con el objetivo de eliminar
interferencias y mejorar los resultados de la determinacion de la concentracion de
metales en algas marinas. En la Tabla 12 se muestran los efectos buscados de los

modificadores quimicos en el analito y en la matriz.

Tabla 12.
Efectos de los modificadores de matriz.

Fuente: (Rondon, 1999)
e Estabilizacion térmica de analitos volatiles.
Sobre el analito ¢ Incremento de la volatilidad del analito.
e Asistencia en la etapa de limpieza.
e Incremento de la volatilidad del interferente.
Sobre la matriz e Facilitar la calcinacion de las matrices.

e Facilitar el contacto entre muestra y atomizador.
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El analisis realizado para cuantificar Pb, Cd y Cu en las muestras de algas se realiz6
con la presencia y ausencia de modificadores de matriz como se detalla en la Tabla 13.
En la curva de calibracion por estandares externos se coloco 10 ul se solucion estandar
con 5ul de modificador y en la curva de calibracion por adicion de patron se peso entre
0.15-0.21 mg de muestra en cada plataforma, se prosiguio a pipetear 10 ul de estandar
con 5 ul de modificador. Cada uno de los elementos analizados tuvo un comportamiento
diferente con la ausencia de modificador o la presencia de NH4H2PO4 y Pd/Mg(NOs3)2

como modificadores, mostrando una sefial mas estable con uno de estos.

Tabla 13
Uso de modificadores
Modificador
Metales
Sin modificador NH4H2PO4 Pd/Mg(NOs).
Plomo X X X
Cadmio X X X
Cobre X X

Fuente: (Analytik Jena AG, 2014)

3.3. Sensibilidad, Limite de deteccién y Limite de determinacidn

La sensibilidad de un espectrofotdometro de absorcion atobmica para un elemento dado
se define como la concentracion necesaria del metal para producir una transmitancia del

99%.

Las absorbancias del plomo y cadmio se midieron a una longitud de onda primaria
de 217 nmy 228.8 nm, respectivamente con una sensibilidad del 100% y el cobre a una

longitud de 324 nmy 327.4 nm con sensibilidad del 100 y 67% respectivamente.
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El limite de deteccidn es la concentracion de un elemento que produce una sefal
igual a dos veces el nivel de ruido pico a pico de la linea de referencia (Harris, 1992). Se

calcula mediante la ecuacion 1.

Lim.deteccion (LD) = sefial del blanco + 3,3 * SD (del blanco) Ec.1

El factor 3,3 es el valor del parametro estadistico z para un nivel de confianza del
95% multiplicado por 2. Se utiliza el valor de desviacion estandar dentro del grupo, ya
gue se ha probado mediante el test F que no hay diferencias significativas entre lotes y

dentro de lotes (Crubellati & Di Risio, 2009).

El limite de cuantificaciébn también denominado limite de determinacion es la menor
cantidad de analito presente en una muestra para ser determinada con exactitud y un
nivel aceptable de repetibilidad. Se determina al multiplicar el limite de deteccién por 3,

como se muestra en la ecuacién (Ec. 2) (Crubellati & Di Risio, 2009).

Lim. cuantificacion.= 3 * LD.Ec. 2

3.4. Comprobacién del método

3.4.1. Material de referencia

La idea de utilizar materiales de referencia solidos es corroborar el método
desarrollado, ya que estos materiales poseen en su estructura una cantidad conocida de
metales pesados. Al analizar muestras donde se conoce la concentracion de metales
presentes en su estructura, nos permite calcula el error de andlisis del método

desarrollado, mediante la diferencia entre el valor medido y el real sobre el valor real.
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En el desarrollo de este proyecto se utilizé6 como material de referencia ERM-CD200.
“Seaweed”, para esto se elabor6 una curva de calibracion por adicion de patrén con el fin
de determinar la concentracién de plomo, cadmio y cobre; y poder comparar con el valor

real de la concentracion de metales en el material de referencia.

En el ERM-CD200 certificado se tiene una concentracion de 0.95, 1.71y 0.51 para el

Cd, Cuy Pb, respectivamente en mg/Kg.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Optimizacion del programa de temperaturas

En el horno de grafito, se someti6 la muestra de alga a una serie de temperaturas
crecientes para liberar el plomo, cadmio y cobre de elementos que produzcan

interferencias en el analisis hasta llegar a la atomizacion.

La sefial del espectro correspondiente a cada metal indica que se realiz6 una correcta
separacion de elementos afines al analito analizado que interfieren en la sefial, mediante
la visualizacion del espectro referente al tiempo. En el jError! No se encuentrael origend
e la referencia. se puede observar algunos de los espectros analizados a diferentes
condiciones de operacién y como varian segun la temperatura, determinando que a una

condicion 6ptima de pirdlisis los picos de cada metal se estabilizan.

El tiempo predeterminado para la segunda fase de pir6lisis es de 10 segundos, sin
embargo no logra calcinar toda la muestra, por lo cual se determiné como tiempo éptimo
15 segundos para todas las muestras y el material de referencia. Las temperaturas de
pirdlisis 6ptimas en la segunda fase varian para los diferentes metales, siendo 800, 900

y 1100°C para el Pb, Cd y Cu, respectivamente.

Una vez alcanzada la calcinacion de la muestra, se optimiz6 las condiciones de
atomizacion, temperatura, rampa y tiempo, para asegurar al absorbancia de cada uno de

los analitos. Las condiciones éptimas se detallan en la Tabla 14:
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Tabla 14
Condiciones de atomizacion 6ptimas
Temperatura de Rampa de Tiempo de
Metal
atomizacién (°C) atomizacién (°C/s) atomizacion (seg)
Pb 2300 800 9
Cd 2000 2300 3
Cu 2300 1500 4

4.2. Uso de modificador

El uso de modificadores permitié6 obtener una sefial clara y eliminar las posibles
interferencias en el analisis de cada analito, se realizé diferentes pruebas experimentales
con y sin modificador para observar el cambio en la sefial espectral, mostrando un

espectro estable para cada metal a sus condiciones de analisis 6ptimas.

El plomo y cadmio mostraron una mejor sefial con el uso de Fosfato monoamaonico
(NHsH2PO4) como modificador, mientras que para el Cu se utilizé Nitrato de Paladio y

Magnesio (Pd(NO3s)2/Mg(NOs)2) (jError! No se encuentra el origen de la referencia.).

4.3. Curvas de calibracion

Cada una de las curvas de calibracion para los elementos analizados, fueron
sometidas a la variacion de temperaturas de pir6lisis y atomizacion, asi como al uso de

modificadores de matriz, hasta obtener los mejores resultados.

Dando como resultados las curvas de calibracidn mostradas en los enunciados a, b y



40

a) Por adicidon de estandares externos

Las curvas de calibracion utilizando estandares externos para el plomo, cadmio y

cobre se muestran a continuacion:

e Para el plomo la ecuacion es:
y = (0.0624 + 1.1752x) /(1 + 1.6176x)

Con un R?=0.9998

e Para el cadmio la ecuacion es:
y =4.9375x + 0.0129

Con un R?=0.9983

e Para el cobre la ecuacion es:
y = —5.8744x? + 3.8438x + 0.1569

Con un R2=0.9992

Una vez obtenidas las diferentes curvas se efectlio una comparacién entre la curva
de calibracién por estandares externos y las curvas por adicion de patrén, ya sea
utilizando muestras de algas o material de referencia, se observan las curvas en las

figuras de los incisos b y c. Por lo que se determin0 que no existen interferencias a

corregir.

b) Por adicion de patron con muestra de algas
e Para el plomo la ecuacion es:
y = (0.2059 + 1.0578x) /(1 + 1.1241x)

Con un R2=0.99995
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Figura 8. Curva de calibracion adicion de patron Pb

La curva de calibraciéon por estandar externo no tiene intersecciéon en el
punto 0, por ende ya existe una masa inicial de Pb en el estandar 0 de 0.1946
ng. En la muestra de alga utilizada para la elaboracion de la curva de
calibracion por adicion de patron se observa que existen trazas de plomo en la

alga (Figura 8).

e Para el cadmio la ecuacion es:
y =4.8707x + 0.349

Con un R2=0.9983
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Figura 9. Curva de calibracion por adicién de patrén Cd

En la Figura 9. Curva de calibracion por adicion de patrén CdFigura 9 se
observa que la curva de calibracion por estandar externo para el Cd tiene
interseccion en un punto 0.071, por ende ya existe una masa inicial de Cd en
el estandar 0. En la muestra de alga utilizada para la elaboracién de la curva
de calibracion por adicion de patrén se observa que si existen trazas de cadmio

presentes en la alga.

e Para el cobre la ecuacion es:

y = —6.1089x% + 3.9384x + 0.2987

Con un R2=0.9985
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Figura 10.Curva de calibracion por adicién de patréon Cu

La curva de calibracibn por estdndar externo para el Cu no tiene
interseccion en el punto 0, por ende ya existe una masa inicial de Cu en el
estandar 0, como se observa en la Figura 10. En la alga utilizada para la
elaboracion de la curva de calibracion por adicién de patron se observa que si

existen trazas de cobre en la muestra alga.

c) Por adicion de patron con material de referencia certificado
e Para el plomo la ecuacién es:
y = (0.23994 + 1.49x) /(1 + 1.6176x)

Con un R2=0.9945
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Figura 11. Curva de calibracién adicion de patron- ERM-CD200 Pb

Se calculo el valor de la masa de plomo presente en un peso promedio
de 0.20 mg de material de referencia, ya que este tiene una concentracion
de 0.51 mg/kg Pb, dando un valor de 0.1079 ng de Pb. Mediante la curva
de calibracion se determin6 que el valor experimental de la masa es de
0.1079 ng de Pb, por ende la concentracién de plomo en el ERM CD200 es
de 0.54 mg/kg dando un error del 5.83%.

Para el cadmio la ecuacion es:
y = 4.7523x + 0.5502

Con un R2=0.9915
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Figura 12. Curva de calibracion por adicién de patron- ERM-CD200 Cd

Se cuantificé el valor de la masa de plomo presente en un peso
promedio de 0.125 mg de material de referencia, pues tiene una
concentracion de 0.95 mg/kg de Cd, dando un valor de 0.1188 ng de Pb.
Mediante la curva de calibracion se obtuvo un valor experimental de 0.1132
ng de masa de Cd, por lo tanto concentracién de cadmio en el ERM CD200
igual a 0.905 mg/kg dando un error del 4.70%.

Para el cobre la ecuacion es:

y = —4.5731x% + 3.3783x + 0.6021

Con un R2=0.9981



46

Figura 13.Curva de calibracion por adicién de patron- ERM-CD200 Cu

Para el andlisis de cobre se pesé de 0.07 mg de material de referencia
de una concentracién de 1.71 mg/kg de Cu, dando un valor de 0.1197 ng
de cobre en su composicién. Con la curva de calibracién obtenida para el
cobre se cuantifico un valor experimental de 0.1101 ng de masa de Cu, por
lo tanto concentracion de cobre en el ERM CD200 igual a 1.57 mg/kg
teniendo error del 8.19%.

4.4. Desviacion estandar y desviacion relativa
El andlisis se realiz6 con 4 réplicas de las medidas de absorbancia para cada punto
de las curvas de calibracidn, a continuacion se muestra las tablas con los valores de

desviacion estandar y desviacion relativa, se observan en las tablas 15-17:



Tabla 15

Valores de absorbancia para el plomo

Mass

0,4
0,8

12

Mass

0,4

0,8

1,2

Mass

0,4

0,8

1,2

Abs1
0,06861
0,33881
0,43035

0,48968

Abs1
0,20752
0,44926
0,55629

0,61944

Abs1
0,22889
0,51892

0,6242

0,68441

Calibracion por estandar externo
Absorbancia
Abs2 Abs3 Abs4 Prom. Abs
0,06165 0,06046 0,06063  0,0628375
0,34368 0,32613 0,31968 0,332075
0,42348 0,43065 0,4231 0,426895
0,54911 0,47335 0,53587 0,5120025
Calibracion por adiciéon de patrén
Absorbancia
Abs2 Abs3 Abs4 Prom. Abs
0,20802 0,19109 0,19446  0,2002725
0,46916 0,44194 0,45328 0,45341
0,59805 0,54898 0,54386 0,561795
0,63513 0,6252 0,63564  0,6288525
Calibracion con el material de referencia
Absorbancia
Abs2 Abs3 Abs4 Prom. Abs
0,23765 0,23892 0,24012 0,236395
0,50514 0,51003 0,50126 0,5088375
0,61754 0,62156 0,61964 0,620735

0,68563 0,69248 0,68364 0,68654

SD

0,003363
0,009604
0,003609

0,031380

SD

0,007593
0,009960
0,021392

0,006844

SD

0,004420
0,006598
0,002454

0,003502

47

RSD

5,352987
2,892384
0,845421

6,128966

RSD
3,79165
2,19684
3,80794

1,08848

RSD
1,86982
1,29680
0,39538

0,51010
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Tabla 16
Valores de absorbancia para el Cadmio

Calibracion por estandar externo

Mass Absorbancia
Absl Abs2 Abs3 Abs4 Prom. Abs SD RSD
0 0,00629 0,00647 0,00669 0,00639 0,00646 0,00015 2,28033
0,0256 0,15462 0,14453 0,14395 0,1455 0,14715 0,00435 2,95495
0,0512 0,27445 0,26601 0,26264 0,27358 0,26917 0,00500 1,85713
0,0768 0,37599 0,39243 0,39844 0,38163 0,3871225 0,00881 2,27537

Calibracion por adiciéon de patrén

Mass Absorbancia
Absl Abs2 Abs3 Abs4 Prom. Abs SD RSD
0 0,33146 0,36566 0,35301 0,35242 0,3506375 0,01227 3,49948
0,0256 0,44992 0,45548 0,44508 0,51761 0,4670225 0,02944 6,30325
0,0512 0,65226 0,59323 0,57499 0,60685 0,6068325 0,02856  4,70636
0,0768 0,71105 0,71536 0,70943 0,74284 0,71967 0,01355 1,88303

Calibracion con el material de referencia

Mass Absorbancia
Absl Abs2 Abs3 Abs4 Prom. Abs SD RSD
0 0,50713 0,55945 0,54010 0,53920 0,536475 0,01877 3,49948
0,0256 0,59389 0,69688 0,68097 0,79194 0,690923 0,07027 10,17114
0,0512 0,86098 0,77713 0,75323 0,79497 0,796581 0,04002 5,02429

0,0768 0,89592 0,90135 0,89388 0,93597 0,906784 0,01708 1,88303



Tabla 17
Valores de absorbancia para el Cobre

Mass

0
0,08
0,16
0,24

0,32

Mass

0,08
0,16
0,24

0,32

Mass

0,08
0,16
0,24

0,32

Abs1
0,152
0,41395
0,62854
0,71267

0,78395

Abs1
0,28880
0,55883
0,77939
0,85520

0,93290

Abs1
0,57760
0,83825
1,01321
1,11177

1,21277

Abs2
0,16158
0,41786
0,63229
0,76855

0,78754

Abs2
0,30700
0,56411
0,79404
0,92226

0,93717

Calibracion por estandar externo

Absorbancia

Abs3
0,15364
0,46983
0,62495
0,69878

0,79887

Abs4
0,15896
0,39597
0,63792

0,7438

0,78518

Prom. Abs
0,156545
0,424403
0,630925

0,73095

0,788885

Calibracion por adiciéon de patrén

Absorbancia

Abs3
0,29192
0,63427
0,77494
0,83854

0,95066

Abs4
0,30202
0,53456
0,79102
0,89256

0,93436

Prom. Abs
0,29744
0,57294
0,78485
0,87714

0,93877

Calibracién con el material de referencia

Abs2
0,61400
0,84617
1,03225
1,19894

1,21832

Absorbancia

Abs3
0,58383
0,95141
1,00742
1,09010

1,23585

Abs4
0,60405
0,80184
1,02833
1,16033

1,21467

Prom. Abs
0,59487
0,85942
1,02030
1,14028

1,22041

SD
0,00388
0,02750
0,00480
0,02715

0,00591

SD
0,00738
0,03712
0,00792
0,03258

0,00703

SD
0,01475
0,05568
0,01029
0,04235

0,00914

49

RSD

2,47979
6,47876
0,76088
3,71400

0,74883

RSD

2,47979
6,47876
1,00850
3,71400

0,74883

RSD

2,47979
6,47876
1,00850
3,71400

0,74883
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4.5. Sensibilidad, Limite de deteccion y Limite de determinacion
Para el plomo el limite de deteccidén es de 0.0739, y su limite de cuantificacion
igual a 0.2218. Mientras que para el elemento cadmio el limite de deteccion es de 0.0069
y el limite de cuantificaciéon de 0.020838.
Finalmente para el cobre su limite de deteccion y cuantificacién son 0.1694 y
0.5080, respectivamente.

4.6. Concentracion de metales en algas

La concentracion de los metales pesados analizados en las algas verdes, algas rojas
y algas pardas extraidas de las playas Los Frailes, Puerto Lopez y Salango de la provincia
de Manabi, se visualiza en la Tabla 18. Los valores obtenidos se encuentran dentro de
los limites de efluentes contaminantes de aguas que permite las normas de control de
contaminantes generadas en el TULSMA por medio de la Comision de Legislacion y
Codificacion. La norma indica que los limites permisibles de plomo, cadmio y cobre en
aguas marinas es de 50, 5y 10 ug/Kg de plomo, cadmio y cobre, respectivamente, esto

con el fin de preservar la vida acuatica.

Tabla 18
Concentracion de metales en algas

Plomo Cadmio Cobre
Verdes 1.42¥F 0.03 24.38% 0.21 1.03¥ 0.05
Rojas 1.56F0.05 13.22%0.06 3.67¥0.02

Pardas 1.76+0.25 14.18+0.08 1.08+0.04
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.Conclusiones
En las muestras de algas analizadas se encontro trazas de plomo, cadmio y cobre
en concentraciones bajas que no exceden los limites permitidos en las normas de

conservacion del ambiente del TULSMA, para conservar la vida de especies marinas.

Se determind la que el método desarrollado en este proyecto es adecuado, por medio
del porcentaje de error porcentual entre la concentracién de plomo, cadmio y cobre real

y el experimental, presentes en el material de referencia, dando un valor menor al 10%.

La precisién del método analitico para cuantificar metales pesados en muestras
solidas de algas marinas por medio de espectrofotometria de absorcién atémica con

horno de grafito es aceptable, ya que sus valores son menores a +1.

Los limites de cuantificacion para el plomo, cadmio y cobre son: 0.0739, 0.0069 y
0.1694, mientras que los limites de detecciébn son: 0.2218, 0.02083 y 0.5081,

respectivamente.

La muestra de referencia utilizada debe ser certificada y similar a las muestras a ser
analizadas, para que se pueda comprobar las condiciones de operacion ¢ptimas en el

analisis de algas marinas por espectrometria de absorcion atbmica con horno de grafito.
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Es necesario el empleo de un modificador de matriz para determinar plomo, cadmio
y cobre en algas marinas mediante espectrometria de absorcion atbmica con horno de

grafito, para estabilizar la sefial y lograr resultados favorables.

5.2.Recomendaciones

Se recomienda la utilizacion de acido nitrico al 0.05% (V/V) para aforar los patrones
preparados, asi como las alicuotas de los estandares de plomo, cadmio y cobre y las
muestras en blanco que se utilizé en el andlisis, para asegurar la solubilidad de los

metales.

Al momento de realizar el analisis de las curvas de calibracion y de las muestras de
algas, se debe asegurar que la posicion del autosampler del ContrAA 700 sea la correcta,

para evitar que las plataformas choquen con el horno y se destruyan.

Es de suma importancia ajustar el espectrometro a la longitud de onda del elemento

a ser analizado para realizar un correcto andlisis y obtener resultados confiables.

Se debe verificar el flujo de argdn y el estado del tubo de grafito antes de realizar el
analisis, ya que el tubo tiende a desgastarse disminuyendo la sensibilidad provocando

errores en los resultados.

Se debe trabajar con material de vidrio volumétrico para preparar las soluciones
patrén y estandares, ya que la técnica GFAAS detecta concentraciones en ppb, por lo

cual se requiere de exactitud y precision en la preparacion de las alicuotas.
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