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RESUMEN

Se estudié el comportamiento electroquimico del ion bismuto (Bi**) en electrodos de carbdn vitreo (GC) y
oro (Au) por voltamperometria ciclica (CV). Para ambos electrodos el proceso redox del ion Bi** es cuasire-
versible, con una potencial de pico catddico 0,10 Vy-0,16 V para reduccién de Bi**a Bi°sobre los electrodos
de Au y GC, respectivamente. Para el electrodo de GC la relacién de corriente de pico (Ipa/lpc) es cuatro
veces mayor con respecto electrodo Au en acido clorhidrico (HCI) 0,1 M. Ademas, se realizaron un disefio
Box-Behnken y compuesto central para optimizar la pelicula de bismuto sobre GC y pardmetros electroa-
naliticos por voltamperometria de redisolucion anddica de pulso diferencial (DPASV) para la determinacion

de cadmio (Cd*). Se evalué la influencia de [Bi**], E para la pelicula de bismuto, y E

depdsito y tdepésito pulso y tpulso
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para los parametros electroanaliticos. Los parametros optimizados fueron [Bi**]= 5 mg/L, E gepssivo= ~1100
MV, ¥ o= 650S, E =160 mVy t =20 ms. Bajo la combinacién dptima de parametros se realizd una
curva de calibracién en un rango de concentraciones de 0,05 a 0,4 mg/L con un limite de deteccién (LOD) y
cuantificacién (LOQ) de 0,032 y 0,099 mg/L. El procedimiento analitico propuesto se aplicé para cuantificar
Cd?* en muestras de semilla de cacao de los departamentos de Caquetd y Santander, y fue comparado por

espectroscopia de absorcidn atdmica (AAS) con resultados satisfactorios.

PALABRAS CLAVE:
Box-Behnken, compuesto central y pelicula de bismuto.

ABSTRACT

The electrochemical behavior of the bismuth ion (Bi**) was studied on glassy carbon (GC) and gold (Au)
electrodes using cyclic voltammetry (CV). For both electrodes, the redox process of Bi** was found to be
quasi-reversible, with cathodic peak potentials of 0.10 V and -0.16 V for the reduction of Bi** to Bi° on
Au and GC electrodes, respectively. For the GC electrode, the peak current ratio (Ipa/lpc) was four times
higher than that of the Au electrode in 0.1 M hydrochloric acid (HCI). Additionally, a Box-Behnken design
and a central composite design were implemented to optimize the bismuth film deposition on GC and the
electroanalytical parameters for cadmium (Cd?*) determination using differential pulse anodic stripping
voltammetry (DPASV). The influence of [Bi**], deposition potential (Edeposiﬁon), and deposition time (tdeposmon)
on the bismuth film was evaluated, along with pulse amplitude (E_ ) and pulse duration (tpulse) for the
electroanalytical parameters. The optimized parameters were [Bi*] =5 mg/L, Edeposition =-1100 mV, U eposition =
650, Epulse =160 mV, and b e ™ 20 ms. Under the optimal parameter combination, a calibration curve was
constructed in a concentration range of 0.05 to 0.4 mg/L, achieving a limit of detection (LOD) and limit of
quantification (LOQ) of 0.032 mg/L and 0.099 mg/L, respectively. The proposed analytical procedure was
applied for Cd?* quantification in cocoa seed samples from the Caquetd and Santander departments and
was validated through atomic absorption spectroscopy (AAS), yielding satisfactory results.

KEYWORDS:
Box-Behnken, central composite, and bismuth film.
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Introduccion

El cacao, originario de la selva amazonica, se planta en todos los climas tropicales y
Su consumo, aunque sigue dominado por Europa y América del Norte, aumenta rapida-
mente en las economias emergentes de Asia, América Latina y Oriente Medio. El sec-
tor mundial del cacao tuvo un valor de 44.000 millones de dolares estadounidenses en
2019 y la produccion de granos de cacao se ha duplicado en los ultimos treinta anos. En
Colombia cuenta con una produccién promedio anual de 57.000 toneladas, en donde el
departamento del Caqueta aporta 3006 toneladas de esta produccion, implementando
diversas estrategias para incrementar produccion a través de la promocion del cultivo de
cacao como sustituto a los cultivos ilicitos y programas de agricultura sostenible. A pesar
de su importancia, el desarrollo de estos cultivos y la exportacion de los granos de ca-
cao ha presentado ciertas limitantes debido principalmente a la acumulacion de metales
pesados como el Cadmio (Cd). El Cd, es uno de los tres metales mas abundante en el
suelo, agua y aire, su concentracion puede aumentar por actividades antropogénicas e
industriales. El metal es absorbido por las plantas inhibiendo procesos fisioldgicos, redu-
ciendo su crecimiento, actividad fotosintética, transpiracion y contenido de clorofilas. En
las plantas el Cd se moviliza a las hojas y tejidos de almacenamiento como las semillas
del cacao por lo que presenta disponibilidad para animales y humanos directamente o a
través de la cadena trofica. Por esta razén, el monitoreo de los metales pesados, en es-
pecial el Cd en los alimentos es de vital importancia debido a su alta toxicidad, naturaleza
ubicua y bioacumulacién. El Cd se bioacumula en rifiones, huesos, tracto respiratorio,
aparato digestivo y sistema nervioso central. En las mujeres y lactantes pueden generar
dafos estructurales y funcionales. Ademas, la Agencia Internacional para la Investigaciéon
del Cancer (IACR, por siglas en inglés) clasifico el Cd y sus componentes como carci-
nogenos del grupo 1. Como respuesta a este riesgo se han implementado regulaciones
para garantizar las concentraciones de Cd en productos derivados del cacao. Por ejem-
plo, la Union Europea a través del reglamento N° 488/2014 que tiene por objetivo regular
el contenido maximo de cadmio en los productos alimenticios.

Entre las técnicas analiticas para la determinacién de Cd se encuentran la Espectros-
copia de Absorcion Atémica (AAS), Espectrometria de Masas con Plasma de Acopla-
miento Inductivo (ICP-MS), Espectroscopia de Emisién Optica de Plasma Acoplado In-
ductivamente inductivamente (ICP-OES), Espectroscopia de Fluorescencia de Rayos X
(XFS), y Espectrometria de Fluorescencia Atémica (AFS). las cuales son herramientas
analiticas costosas, con tiempos de analisis prolongados y requieren personal altamente
cualificado. En este sentido, surgen las técnicas electroquimicas como opcién adecuada
debido a su bajo costo, alta sensibilidad, equipos portatiles y tiempos cortos de analisis.
Una comun técnica para el analisis de metales en alimentos es la voltamperometria de
redisolucion anddica (ASV) en electrodos de carbén vitreo (GC), oro (Au), entre otros.
Ademas, de la modificacion de la superficie del electrodo con pelicula de mercurio (MFE)
que permite mejorar los limites de detecciéon (LOD) y cuantificacion (LOQ). Sin embargo,
su principal inconveniente es el empleo de mercurio, un elemento de altamente toxico.
De este modo, se requiere metales ambientalmente amigables y con propiedades elec-
troanaliticas similares al mercurio. Aunque el bismuto es un metal pesado, presenta una
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baja toxicidad, una amplia ventana de potencial, una preparacidn sencilla, insensibilidad
parcial al oxigeno disuelto y capacidad para formar aleaciones con diferentes metales.
Aunado a esto, se requieren disefios experimentales que permitan optimizar condiciones
sin tener que realizar un gran numero de experimentos, con lo cual se tenga una reduc-
cion del tiempo experimental, asi como de los costos de reactivos y el uso de equipos.
Dentro de este tipo de disefio se encuentran los basados en la metodologia de superficie
de respuesta, donde se pueden mencionar el disefio tipo Box Benhken y el Disefio de
Compuesto Central (CCD), los cuales permiten encontrar valores 6ptimos de las varia-
bles de control para obtener las respuestas deseadas como maximos 0 minimos.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es estudiar el comportamiento electroquimico
del ion bismuto en electrodos de GC y Au, optimizar la pelicula de bismuto y parametros
electroanaliticos empleando disefios Box Behnken y compuesto central, para la determi-
nacion de cadmio en muestras de cacao obtenidas de los departamentos de Caqueta y
Santander.

Metodologia

Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico. El acido clorhidrico (HCI, Merck)
se utilizé para preparar el medio electrolitico. El nitrato de bismuto pentahidratado (Bi(-
NOs)3.5H20, Sigma Aldrich) se empled para formacion in-situ de la pelicula de bismuto.
El nitrato de cadmio tetrahidratado (Cd(NOs)2. 4H20, Sigma Aldrich) se utilizé para la pre-
paracion de soluciones estandar de 4000 mg/L. El HCl y acido nitrico (HNOs, PanReac)
se emplearon para la digestion del material vegetal. El cloruro de lantano (LaCls, Sigma
Aldrich) se utilizé para evitar interferencias de calcio y magnesio en la de determinacion
por espectroscopia de absorcion atémica. Todas las soluciones fueron preparadas en
agua desionizada. El material de vidrio se limpié con una solucién de HNOs 10%, y pos-
teriormente fue lavado con agua desionizada.

Equipos

Las medidas electroquimicas se realizaron por voltamperometria ciclica (CV) y voltam-
perometria de redisolucion anddica de pulso diferencial (DPASV) en un potenciostato/
galvanostato 797 VA Computrace (Metrohm, Suiza). Se utilizé6 una celda convencional
de tres electrodos: un electrodo axilar de varilla de platino, un electrodo de referencia de
doble union Ag|AgCI|KCI 3 M y electrodos de trabajo de oro (Au) y carbono vitreo (GC).
Los electrodos se limpiaron mediante pulido mecanico sobre un pafio de microfibra recu-
bierto con una suspension de alumina de tamario de particula 0,3 um y posteriormente se
colocé durante 90 s en un limpiador ultrasénico DK-1000PF (DK SONIC, China). Antes
de cada determinacion se realizé a los electrodos de trabajo una limpieza electroquimica
(Eaplicado= 0,3 V durante 60 s). Ademas, los electrodos se activaron mediante CV me-
diante 50 ciclos a una velocidad de barrido de 20 mV/s, aplicando un barrido de potencial
de -1V a 1V en el medio electrolitico. Antes de cada determinacion la solucion se burbu-
jeo con nitrégeno gaseoso (N2) durante 60 s. Todos los experimentos electroquimicos se
realizaron a temperatura ambiente. Las medidas de absorcion atomica se realizaron en
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un espectrofotometro Shimadzu AA-7000 (Shimadzu, Japén).

Efecto del material de electro

La determinacion se realizé por CV en una solucién que contenia 0,43 mg/L de Bi** en 0,1
M de HCI para los electrodos de GC y Au. EI CV se realizdé en una ventana de potencial
de 0,5 a -0,4 V a una velocidad de barrido de 100 mV/s.

Optimizacion de la pelicula de bismuto

Para la optimizacion de la pelicula de bismuto se realizé un disefio Box Behnken, utili-
zando la voltamperometria de redisolucion anddica de pulso diferencial (DPASV) como
técnica analitica. El disefio se empled para determinar el efecto de la concentracion de
Bi®* (2.0 a 8.0 mg/L), potencial de depdsito (-1100 a 200 mV) y tiempo de depdsito (200 a
800 s), en la corriente de pico anddico del cadmio (mA).

Optimizacion de los parametros electroanaliticos de Cd?*

La optimizacion de los parametros electroanaliticos de Cd?* se realizé por DPASV apli-
cando un disefio de compuesto central, evaluando el efecto del tiempo de pulso (200 a
800 s) y la amplitud de pulso (20 a 200 mV), sobre la corriente de pico anddico del cadmio.

Analisis Estadistico

Para los procesos de optimizacion se eligieron los modelos matematicos que mas se
ajustaron a los valores experimentales, a través de la estimacion del R?, R? ajustado y la
no significancia de la falta de ajuste del modelo, incluyendo los términos significativos (p
< 0.05) segun el analisis de varianza (ANOVA). Adicionalmente se construyeron super-
ficies de respuesta para observar los valores maximos de corriente de acuerdo con las
variables independientes seleccionadas. Todos los analisis estadisticos fueron realizados
a través del programa Design Expert 11.

Cuantificacion de Cd? en semillas de cacao

Preparacion de la muestra de cacao

Los frutos maduros de cacao (Theobroma cacao L) se obtuvieron de la parcela el “El
Limoén” en el Centro de Investigaciones Amazénicas “Cesar Augusto Estrada Gonza-
lez’-MACAGUAL, Florencia-Colombia. Se recolectaron 3 mazorcas de los clones LUKER
40, CCN 51y ICS, y luego se abrieron evitando el daiio mecanico de las semillas (Figura
1). Posteriormente, se desgranaron las mazorcas y se almacenaron en refrigeracion a
-40 °C. Todas las semillas de un mismo clon se homogenizaron y se separaron en tres
muestras. Cada fraccion se sometio a un proceso de secado a 105 °C durante 12 hy se
trituraron. Posteriormente, 10 g de cada fraccidn se colocaron en una mufla a 200 °C, y
se incremento la temperatura hasta 450 °C a una velocidad de 50 °C/h por periodo de 8
h. Luego, las cenizas obtenidas se le adicionaron 5 mL de HCI 6 M, y se evaporo el acido
en una plancha de calentamiento. Posteriormente, el residuo se agregd 10 mL de HNOs
al 0.1 M, se tapo, y se dej6 reposar por 1,5 horas. Finalmente, se filtr6 y se aforo a 25
mL con HNO:s al 1%. El contenido se trasvaso a botellas de plasticas para su posterior
analisis.
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Figura 1.
Clones de cacao: a) LUKER 40, b) ICS y ¢c) CCN 51

. BETRT

Voltamperometria de redisoluciéon anédica de pulso diferencial (DPASV)

Se realiz6 la preparacion de 10 mL de cada solucion de Cd?* en el rango de 0,05 a 0,4
mg/L + 5,0 mg/L de Bi** en 0,1 M de HCI. La cuantificacién de Cd?* se realizé a partir de
la optimizacion de pelicula de bismuto y parametros electroanaliticos. Para las muestras
de cacao se tomaron 1 mL de la muestra pretratada en digestion acida, se adicion6 9,0
mL de 5,0 mg/L de Bi** en 0,1 M de HCI.

Espectroscopia de absorcion atomica (AAS)

Se realiz6 la preparacion de 10 mL de cada solucion de Cd?* en el rango de 0,05 a 0,4
mg/L, con adiccion 2 mg/L de LaCls, las medidas se realizaron a una longitud de onda
de 228,8 nm. Para las muestras de cacao se tomaron 5 mL de la muestra pretratada en
digestion acida, se adicion6 2 mg/L LaCls, y se afor6 a 10 mL con HCI 0,1 M. Posterior-
mente, se colocd 1 mL de solucion para su posterior lectura.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del material de electrodo

Los materiales de electrodo como GC y Au se estudiaron para la preparacion de la peli-
cula de bismuto debido a sus propiedades electroanaliticas (estabilidad quimica, baja po-
rosidad y sobrepotencial de hidrégeno relativamente alto) y a razones practicas (amplia
disponibilidad y simplicidad de renovacion de la superficie). La Figura 2a muestras los
CVs de 0,43 mg/L de Bi** en 0,1 M de HCI para los electrodos de Au y GC, respectiva-
mente. Varios aspectos interesantes son observados. Por ejemplo, para el electrodo GC
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se observaron corrientes de pico (Ip) mas altas con respecto al electrodo de Au (Figura
2b). Asi, la relacion de corriente de pico (Ipa/lpc) resulto ser aproximada cuatro veces ma-
yor para el electrodo de GC (7,56) con respecto Au (1,84). Por otro lado, para el electrodo
de Au el potencial de pico catddico (Epc = 0,10 V) se encuentra desplazado a potenciales
menos catddicos con respecto a electrodo de GC (Epc = -0,16 V), indicando la reduccion
de Bi** a Bi° se encuentra electrocalizada por el material de electrodo. Estos resultados
se encuentran en concordancia con lo reportado por otros autores. Para el proceso de
reduccion de Bi** en ambos electrodos se observd una cuasireversible cupla redox con
un AEp (Epa — Epc) de 80 y 78 mV para el electrodo de GC y Au, respectivamente. Ade-
mas, no se observaron otros procesos redox para bismuto en los electrodos de GC y Au
en solucion de HCI como se ha reportado para otros medios electroliticos. A partir de los
resultados obtenidos, el GC es material de electrodo seleccionado para nuestros experi-
mentos posteriores.

Figura 2.

a) CVs de 0,43 mg/L de Bi** en 0,1 M de HCI para los electrodos de Au y GC a una velo-
cidad de barrido 100 mV/s. b) Corriente de pico a partir de los CVs.

a) 70 b) 70
- —GC : ____ [ec
60 - —Au 60 o E]Au
5. ol
< 401 < 40
E. 2
© . ©
2 30 2 30-
Q2 1 L
£ 204 = 1
@] Q =
o @i 20
10 4 1
| 10
04 |
1 0 £
-10 1 Bt
-10

T T T T T T
04 02 00 02 04 06 HCl

Potencial (V vs Ag/AgCl)

Optimizacion de la pelicula de bismuto

La Figura 3a presenta el CV de una solucién de 0,45 mg/L de Cd?* en 0,1 M de HCI para
el electrodo de GC. Un potencial de pico catddico a -0,87 V puede ser asignado a la re-
duccion de Cd?* a Cd°, y un potencial de pico anddico a -0,78 V puede ser asignado a la
oxidacién de Cd°® a Cd?". Por otro lado, la Figura 3b muestra un DPASV de una solucion
de 0,45 mg/L de Cd?* + [Bi**] = 4,5 mg/L en 0,1 M de HCI, bajo las condiciones de Ede-
posito = -1100 mV y variando el tdepdsito en 200, 500 y 800 s. Una sefal es observada a
-0,82 V caracteristica de la oxidacién de cadmio. A partir de la informaciéon suministrada
por CV y los parametros evaluados ([Bi*'], Edepdsito y tdepdsito) en el DPASV se realizé
el disefio Box Behnken para la optimizacion de la pelicula de bismuto.
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Figura 3.

a) CV de 0,45 mg/L de Cd?** en 0,1 M de HCI para el electrodo de GC a una velocidad de
barrido 100 mV/s. b) DPASV de 0,45 mg/L de Cd?* + [Bi**] = 4,5 mg/L en 0,1 M de HCI,
bajo las condiciones de Edepdsito = -1100 mV y variando el tdeposito.
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Se procedio a efectuar el disefio experimental planteado y se reporta en la Tabla 1 las
respuestas obtenidas para las variables independientes evaluadas en los siguientes ran-
gos fijados: [Bi**]= 1, 4,5 y 8 mg/L; Edepdsito = -1100, -450 y 200 mV y tdepdsito = 200,
500 y 800 s.

Tabla 1.
Resultados obtenidos de las variables de respuesta en corriente para [Bi3+], Edepdsito
y tdepdsito

Variables Independientes Variable de Respuesta
Ensayo [Bi**] (mglL) E oo (MV) e () Corriente (A)
1 8 -450 200 1,0E-12
2 8 -450 800 1,9E-06
3 4,5 200 800 6,0E-09
4 1 -1100 500 1,1E-04
5 1 -450 200 7,5E-07
6 8 200 500 1,0E-12
7 4,5 -450 500 9,8E-06
8 4,5 -450 500 9,8E-06
9 4,5 200 200 1,0E-12
10 4,5 -1100 200 6,2E-05
11 4,5 -1100 800 1,6E-04
12 4,5 -450 500 9,8E-06
13 8 -1100 500 5,7E-05
14 4,5 -450 500 9,8E-06
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15 1 200 500 9,3E-07
16 1 -450 800 3,0E-07
17 4,5 -450 500 9,8E-06

A continuacioén, se procedio a seleccionar el modelo que mejor se ajustara a los resul-
tados de la variable respuesta, considerando los modelos evaluados en la Tabla 2, y se
seleccion6 el modelo cuadratico conforme a su p < 0,05

Tabla 2.
Modelos evaluados para la optimizacion de la pelicula de bismuto
Fuente variacion Suma cuadrados Cuadrados medios F pP*
Lineal 4,75E+02 1,58E+02 9,617 0,0530
Interaccion 1,17E+02 3,89E+01 3,994 0,0515
Cuadratico 9,08E+01 3,03E+01 32,235 0,0002

Nota: Modelos significativos (p <*0,05)

Considerando el modelo cuadratico se procede a revisar la significancia y la falta de ajus-
te en relacion con el intervalo de confianza del 95% mediante la prueba F que se observa
en la Tabla 3.

Tabla 3.
Analisis de varianza del modelo ajustado a la variable de respuesta corriente
0,
Fuente variacion Suma cuadrados Cuadrgdos F P R2 %
medios (1Y)
Modelo 682,4 75,8 80,8 3,1E-06 0,9905 Significativo 2,6
Residual 6,6 0,9 - - -
Falta de ajuste 6,6 2,2 6,3 0,10 - No St'ﬁ’/rc‘)'f'ca' -

Nota: p < 0,05 indica un modelo significativo, p > 0,05 indica una falta de ajusta no signi-
ficativa, R2: Coeficiente de determinacion, % CV: Coeficiente de variacién

El andlisis de varianza manifiesta que el modelo ajustado para la corriente de respuesta
fue significativo, debido a su valor p < 0,05, ademas el modelo presentd una falta de ajus-
te no significativa p > 0,05. Ademas, el coeficiente de variacion fue de tan solo 2,6 %, lo
cual indica una minima dispersién de los datos entre si y con respecto a la media. El co-
eficiente de determinacion fue de 0,9905 lo cual sefiala que el modelo cuadratico puede
predecir el 99,05% de la variacion de los datos. Una vez identificado el modelo adecuado,
se procedio a realizar el analisis estadistico para evaluar la significancia y el efecto de los
componentes del modelo (Tabla 4). Considerando los resultados obtenidos en la Tabla 4,
se observa que el Edepdsito es el factor que mas influye en la variable de respuesta, pre-
sentando un efecto negativo, debido a que un menor Edepdésito (potenciales negativos)
el sistema tiene un mayor sobrepotencial y reduce la barrera energética para la trans-
ferencia de electrones, acelerando la cinética del proceso de depdsito.48,49 Asimismo,
la interaccién [Bi3+]/tdepdsito fueron el segundo factor mas influyente en la variable de
respuesta, presentando un efecto positivo, debido a que a mayor tdepdsito permite un
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mayor paso de carga a traves del sistema, lo que resulta en una mayor cantidad de metal
(Bi) depositado.48,50,51 Ademas, la interaccion Edepdésito/tdepdsito presentd un menor
efecto en el sistema estudiado. Por otro lado, se identifica que los factores [Bi®*], tdepdsi-
to, Edeposito, y las interacciones [Bi**1/t,, .. [BI*VE 0 Edepssite/taeposior [BIZVIBI], Eq.

pésito/E goposito Y depésito/t deposito SON significativas con un nivel de confianza del 95% (p < 0,05).
Tabla 4.

Efecto y grado de significancia de los factores del modelo aplicado a la optimizacion de
la pelicula de bismuto

Factor Efecto Error Estandar P*

A -3,2649 0,3426 2,9E-05
B -6,3488 0,3426 3,3E-07
C 2,8982 0,3426 6,4E-05
AB -3,2610 0,4844 2,7E-04
AC 3,8434 0,4844 9,6E-05
BC 1,9386 0,4844 5,2E-03
A2 -2,3963 0,4722 1,4E-03
B2 -1,1647 0,4722 4,3E-02
Cz -3,56524 0,4722 1,3E-04

Nota: A: [Bi**] (mg/L) y), B: E (mV); C: tepssito (s). *Variables significativas (p < 0,05).

deposito
La Figura 4 muestra la distribucién de los valores residuales, la cual se define como la
diferencia entre los valores ajustados (modelo) y los valores experimentales. Como se
puede evidenciar, los residuos siguen una distribucion normal, donde la mitad de los valo-
res son positivos (sobre la linea), y la otra mitad son valores negativos (bajo la linea). A su
vez, la desviacion maxima y minima de estos valores es de + 4, indicando que el modelo
presenta una desviacion minima entre el valor ajustado y el valor experimental. Por otro
lado, En la Tabla 5 se observan los valores 6ptimos para [Bi**], Edepésito, tdepdsito que
fueron 5 mg/L, -1100 mV y 650 s, respectivamente.

Figura 4.
Distribucion de probabilidad normal de los residuos

® Probaniidad Karma

Rescuc
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Tabla 5.
Parametros optimizacion de la pelicula de bismuto por Box Behnken
Parametro Valor 6ptimo
[Bi3+] (mg/L) 5,0
Edepésito (mV) -1100
tdepdsito 650

En la Figura 5 se observa el efecto de cada una de las interacciones y su relevancia sobre
el método. Asi, el orden decreciente del efecto de cada parametro fue E > [Bi*] >

deposito

dep0sito”

La Figura 5a y 5b muestra la grafica de superficie respuesta para la corriente como una
funcion de [Bi**] y tdeposito, respectivamente. Para ambos parametros se puede observar
que E,_, entre -1100 a 600 mV presenta un crecimiento de la corriente. Sin embargo,
para el rango de potencial entre 600 a 200 mV se observa la disminucion de la corriente.
Ademas, en la Figura 5c se observa un minimo incremento de la corriente para la [Bi®']
y tdepdsito, debido que estos parametros presentan un menor efecto en el método con
respecto al E depésito"
Figura 5.

Superficie de respuesta Box Behnken para las interacciones entre los parametros: a)
[Bi**J/E b)t /E c) [Bi**]/t

depésito’ depdsito — depdsito’ depdsito”

A: Concentacién Bi (ppm) 800~ 80000 A Concentacidn Bi (ppm)

La optimizaciéon de la pelicula de bismuto se ajusta al disefio estadistico a partir de la
siguiente ecuacion:

Optimo=-11,53-(3,26XA) - (6,35xB)+2,90XC-(3,26XAB)+3,84XAC+1,94XBC- (2,40xA?)
-(1,16xB?)-(3,55xC?)

Donde los valores de las variables estan especificados en sus unidades originales. La
anterior ecuacion es valida para [Bi**] entre 1-8 mg/L (A), Edepésito entre -1100 a 200 mV
(B) y tdepdsito en el intervalo 200-800 s (C).
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Optimizacion de los parametros electroanaliticos de Cd?*

A partir de la optimizacion de la pelicula de bismuto, se procedié a optimizar los parame-
tros electroanaliticos de Cd?*. La Figura 6a y 6b muestra los DPASV para una solucién
de 0,45 mg/L de Cd?** + 5,0 mg/L de Bi** en 0,1 M de HCI evaluando Epulso y tpulso,
respectivamente. Cuando se incrementa Epulso de 20 a 200 mV a un tpulso de 20 ms
se observa un incremento de la corriente de pico de aproximadamente 14,5 veces, y un
desplazamiento catddico del potencial de pico asignado a la oxidacion de Cd. Asi, para
20, 110 y 200 mV los potenciales de pico anddico fueron -0,84; -0,88 y -0,91 V, respecti-
vamente (Figura 6a). Por otro lado, cuando el Epulso permanece constaste a 20 mV, el
tpulso presenta una relacion inversa con el corriente de pico (Figura 6b). Por ejemplo,
para 20 ms se obtuvo una corriente de 8,04 pA, y para 200 ms fue 2,60 pA. A partir de los
parametros evaluados Epulso y tpulso en el DPASV se realizé un disefio de compuesto
central para la optimizacion de los parametros electroanaliticos.

Figura 6.
DPASV de 0,45 mg/L de Cd?* + 5,0 mg/L de Bi** en 0,1 M de HCI: a) tpulso de 20 ms y
variando el Epulso. b) Epulso 20 mV y variando el tpulso.

Carriente (uA)
&
L

Carriente (uA)

40 4

4'.0 70‘.8 0.6 71'.0 70'.8 -0.6
Potencial {V vs Ag/AgCl) Potencial (V vs Ag/AgCI)

Luego de optimizar la pelicula de bismuto sobre el electrodo GC, se procedi6 a efectuar
el disefio experimental planteado para la optimizacion de los parametros electroanaliticos
para la determinacién de Cd?', los cuales se reportan en la Tabla 6 las respuestas ob-
tenidas para las variables independientes evaluadas en los siguientes rangos fijados de
tpulso 20, 110 y 200 ms, y Epulso 20, 110 y 200 mV.

Tabla 6.
Resultados obtenidos de las variables de respuesta en corriente parat yE_ .
o) Lpulso
Variables Independientes Variable de Respuesta
Ensayo -
b (ms) EDulio (mV) Corriente (A)

1 20 20 8,04E-06

2 110 110 2,25E-05

3 110 200 1,06E-05
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4 200 20 2,68E-06
5 110 20 5,21E-06
6 20 200 1,17E-04
7 110 110 2,25E-05
8 110 110 2,25E-05
9 20 110 9,98E-05
10 200 110 1,26E-05
11 110 110 2,25E-05
12 200 200 2,48E-06
13 110 110 2,25E-05

A continuacion, se procedio a seleccionar el modelo que mejor se ajustara a los resul-
tados de la variable respuesta, considerando los modelos evaluados en la Tabla 7, se
seleccioné el modelo cuadratico conforme a su p < 0,05.

Tabla 7.
Modelos evaluados para la optimizacion de los parametros electroanaliticos
Fuente de variaciéon Suma cuadrados Cuadrados medios F P*
Lineal 10,04 5,02 7,79 9,1E-02
Interaccion 1,90 1,90 3,76  8,5E-02
Cuadratico 4,33 2,16 2,16 2,6E-05

Nota: Modelos significativos (p < *0,05)

Considerando el modelo cuadratico se procede a revisar la significancia y la falta de ajus-
te en relacion con el intervalo de confianza del 95% mediante la prueba F que se observa

en la Tabla 8.
Tabla 8.
Analisis de varianza del modelo ajustado a la variable de respuesta corriente
0,
Fue.nte. ’de Suma cuadrados Cuadr_ados F P R2 %
variacion medios (03
Modelo 16,268 3,254 101,924 2’%235 0,9865 Significativo 1,61
Residual 0,223 0,032 - - -
Falta de ajuste 0,223 0,075 5,300 0,58 - No significativo -

Nota: p < 0,05 indica un modelo significativo, p > 0,05 indica una falta de ajusta no signi-
ficativa, R2: Coeficiente de determinacion, % CV: Coeficiente de variacion

El analisis de varianza manifiesta que el modelo ajustado para la corriente de respuesta
fue significativo, debido a su valor p < 0,05. Ademas, el modelo presenté una falta de
ajuste no significativa p > 0,05. El coeficiente de variacion fue de 1,61 %, lo cual indica
una minima dispersion de los datos entre si y con respecto a la media. El coeficiente de
determinaciéon fue de 0,9865 lo cual sefala que el modelo cuadratico puede predecir
el 98,65 % de la variacion de los datos. Una vez identificado el modelo adecuado, se
procedid a realizar el analisis estadistico para evaluar la significancia y el efecto de los
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componentes del modelo (Tabla 9)

Tabla 9.
Efecto y grado de significancia de los factores del modelo aplicado a la optimizacion de
los parametros electroanaliticos

Factor Efecto Error estandar P*

A -1,17 0,073 8,87E-07
B 0,55 0,073 1,30E-04
AB -0,69 0,089 1,15E-04
Az 0,32 0,108 2,01E-02
B2 -0,34 0,108 8,26E-06
Nota: A:t ,  (ms)yB:E_  (mV). *Variables significativas (p < 0,05).

Considerando los resultados obtenidos en la Tabla 9, se observa que el t  es el factor
que mas influye en la variable de respuesta, presentando un efecto negativo. Luego se
encuentran las interacciones t | /E 'y E_ /E ... Ademas, lainteracciont  /t fue

la que presento un menor efecto. Por otro lado, se identifica que todos los factores t
E t JE t Jt
p

pulso’ “pulso’ —pulso’ “pulso

ulso’

y E__/E___ son significativas con un nivel de confianza del 95

ulso pulso’ —pulso

% (p < 0,05). En la Tabla 10 se observan los valores 6ptimos para tso Y Epulso que fueron
20 ms y 160 mV, respectivamente.
Tabla 10.
Optimizacion de los parametros electroanaliticos por disefio de compuesto central
Parametro Valor 6ptimo
tso (ms) 20
E . (mV) 160

La Figura 7ay 7b se puede observar el diagrama de contorno y la superficie de respuesta
para la corriente en funcion de la interaccion tpulSO/Epulso, y confirma los valores 6ptimos
presentados en la Tabla 10. Ademas, se observa una relacion inversa entret |, v E_ .
Alincrementar el t 'y disminuir E_ _la corriente se hace minima. También se presenta
una disminucion de la corriente para Epulso superiores a 170 mV y tpulso mayores a 50
ms. La optimizacion de los parametros electroanaliticos por disefio de compuesto central

se ajusta a la siguiente ecuacion:

Optimo=-10,66-(1.17XA)+0,5517xB-(0,688XAB)+0,3219A2-(0,34xB?)

Donde los valores de las variables estan especificados en sus unidades originales. La

anterior ecuacion es valida para t ,  entre 20-200 msy E_,  entre 20-200 mV.
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Figura 7.
a) Diagrama de contorno y b) Superficie de respuesta para la corriente en funcién de uiso
y Epulso'
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Repetibilidad y curva de calibracion

Ademas, se evalud la repetibilidad del analisis en las condiciones optimas, se aplicaron
ocho mediciones continuas por DPASV a una solucién de 0,5 mg/L de Cd* + 5,0 mg/L
de Bi®** en 0,1 M de HCI (Figura 8a). El valor de desviacion estandar relativa (RSD) fue
de 7,2%, indicando una repetibilidad aceptable. Posteriormente, se realizé una curva de
calibracién de Cd?* en el rango de concentraciones de 0,05 a 0,4 mg/L (Figura 8b). La
corriente de pico anddico presento un comportamiento lineal con el incremento de la con-
centracion de Cd?* (Corriente (MA) = 2,690 (mg L-1) - 51,328), con un coeficiente de co-
rrelacion (R?) de 0,989 (Figura 7c). Los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ)
fueron 0,032 y 0,099 mgl/L, respectivamente. Finalmente, se realiz6 el analisis de las se-
millas de cacao de los clones LUKER 40, ICS y CCN 51, pero no se obtuvo sefal analitica
para ninguno de los tres clones, posiblemente las muestras presentan una concentracion
de Cd?* por debajo del LOD. Con el objetivo de corroborar lo anteriormente mencionado,
se realizd una curva de calibracién en mismo rango de concentraciones de Cd?* por AAS
(Figura 8c, rojo). La ecuacion lineal fue Absorbancia (u.a.) = 0,5335 (mg L-1) + 0,0056
con R?, LOD y LOQ de 0,999; 0,007 y 0,023 mg/L, respectivamente. Sin embargo, tam-
poco fue posible detectar una senal analitica. Estos resultados se pueden interpretar
a partir de las practicas agricolas que se han empleado en la parcela “El Limoén”, dado
que, es minimo el uso de agroquimicos para el mantenimiento de la plantacion de cacao.
Ademas, la zona nunca ha sido empleada para realizar mineria o alguna otra actividad
antropogénica, que son algunas fuentes de disponibles de cadmio. En este sentido, se
adquirié dos muestras de cacao (C-028 y C-030) procedentes del departamento de San-
tander donde se han reportado 1,8 hasta 74 mg/kg de cadmio en suelo. Las muestras
se prepararon y midieron en las mismas condiciones que los clones de la parcela el “El
Limon”. La concentracion de Cd?* para las muestras C-028 y C-030 fue 6,80 y 12,34 mg/L
por AAS, respectivamente. Por otro lado, para DPSAV fue 6,77 y 12,21 mg/L para C-028
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y C-030, respectivamente. Los resultados obtenidos por AAS y DPASV fueron similares
(Figuara 8d), indicando que la técnica electroquimica es adecuada para la determinacién
de cadmio en muestras de cacao.

Figura 8.

a) Repetibilidad. b) DPASV en el rango de 0,05 a 0,4 mg/L de Cd?* + 5,0 mg/L de Bi** en
0,1 M de HCI. c) Curva de calibracion por DPASV y AAS. d) Comparacion muestras de
cacao de Santander.
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Conclusiones

El electrodo de GC presento caracteristicas adecuadas para generacion de la pelicula
de bismuto. El disefio de superficie de respuesta Box Behnken determind que el orden
creciente de influencia en el proceso de optimizacién de la pelicula de bismuto es Edepo-
sito > [Bi**]/ tiepositor S€ obtuvieron como condiciones éptimas un Edepc’)sito de -1100 mV, [Bi®*]
de 5,0 mg/Ly tseposito de 650 s. Para la optimizacidén de parametros electroanaliticos para
cuantificacion de Cd a través de un disefio de superficie de respuesta de compuesto cen-
tral se obtuvo que el tso Y Epulso son igualmente de relevantes, como parametros optimos
seobtuvot  de20msyE de 160 mV. Por otro lado, las muestras de cacao (clones
LUKER 40, ICS y CCN 51) obtenidas de la parcela “El Limén” de CIMAZ- MACAGUAL no
presentaron sefial analitica de Cd por DPASV y AAS, debido a las condiciones de cultivo
con minima utilizacion de agroquimicos. Ademas, la zona no sea a empleado para ningun
tipo de explotacion antropogénica. Sin embargo, las muestras obtenidas de Santander
(C-028 y C-030) presentaron concentraciones similares por DPASV y AAS, indicando
que GC modificado con pelicula de bismuto es adecuada para determinacién de Cd en
muestras de cacao.
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