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Resumen

Introduccion. El cadmio es un metal que ha sido en-
contrado en las leches y que por lo tanto representa 
un alto riesgo para la salud humana, los biosensores 
han sido empleados como herramientas para la de-
terminación rápida de compuestos de este tipo en di-
ferentes matrices. Materiales y métodos. Se empleo 
un biosensor amperométrico y electrodos serigrafia-
dos para la inmovilización de la enzima Ureasa em-
pleando el método de entrecruzamiento. El sustrato 
empleado para la determinación fue la Urea. Previa 
a la determinación de la concentración de cadmio 
en la leche, se validó el método realizando curvas 
de calibración y evaluando la repetibilidad tanto del 
método como del instrumento. Resultados y discu-
sión. El rango lineal para el método presentado, fue 
de 5 mM a 60 mM con una alta correlación entre las 
variables, el límite de cuantificación del método fue 
de 0.05 mg/L. El coeficiente de variación fue de 7.55 
% para los ensayos de repetibilidad del método, in-
dicando una alta precisión en los resultados. A partir 
de las muestras de leche analizadas, se obtuvieron 
porcentajes de recuperación mayores al 80%, indi-
cando un bajo efecto matriz y teniendo en cuenta que 
la leche presenta un alto grado de interferentes para 
este tipo de métodos. Conclusión. El biosensor am-
perometrico, demostró ser una herramienta eficaz y 
rápida para la determinación de cadmio en leches, lo 
que puede ayudar a un mejoramiento de la calidad de 
esta desde los planteles porcinos.

Palabras clave: plomo, leches crudas, biosensores

Cadmium determination in raw milks 
by the use of an amperometric biosensor

Abstract

Introduction. Cadmium is a metal that has been 
found in milks and, therefore, represents a big risk for 
human health. Biosensors have been used as tools 
for the rapid determination of this kind of compounds 
in several matrices. Materials and methods. An am-
perometric biosensor and screen printed electrodes 
were used to immobilize the urease enzyme, by the 
use of the cross linking method. The subtract used 
for the determination was urea. Before determining 
the cadmium concentration in the milk, the method 
used was validated by making calibration curves 
and evaluating the repeatability of both the method 
and the instrument. Results and discussion. The 
linear rank for the method was 5 mM to 60 mM with 
a high correlation between variables. The quantifica-
tion limit of the method was 0.05 mg/L. The variation 
coefficient was 7.55 % for the method´s repeata-
bility tests, which indicates a high precision of the 
results. From the milk samples analyzed, recovery 
percentages above 80% were obtained. This means 
a low matrix effect, keeping in mind that milk has a 
high degree of interfering elements for this kind of 
methods. Conclusion. The amperometric biosensor 
demonstrated to be an efficient and fast tool to de-
termine cadmium in milks, and this can be helpful to 
improve the milk´s quality in swine farms. 
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Introducción

El cadmio es un metal toxico que presenta gra-
ves riesgos para la salud humana1. Este ele-
mento existe en bajas concentraciones en la 
naturaleza, pero las actividades antropogéni-
cas han contribuido a incrementar su concen-
tración en el ambiente. 

Las leches crudas pueden tener varios tipos de 
residuos químicos peligrosos, como las afl a-
toxinas, plaguicidas y metales pesados. Cuan-
do el procesador de la leche cruda la recoge en 
los hatos lecheros no puede saber inmediata-
mente si esta leche cruda tiene un riesgo para 
la salud de las personas, hasta que sea ana-
lizada en el laboratorio. Por lo tanto, hay una 
necesidad de emplear métodos simples para 
una detección rápida en campo, que permita, 
de inmediato, rechazar la leche cruda por la 
presencia de algún residuo tóxico2.

El cadmio, así como algunos metales, suelen 
ser inhibidores de ciertas enzimas. La ureasa 
es la enzima más empleada para medir el efec-
to inhibidor del cadmio en diferentes matrices, 
y es una enzima importante en los sistemas 
biológicos ya que cataliza la conversión de la 
urea en dióxido de carbono y amónico3:

La presencia de cadmio inhibe la enzima, lo 
que conduce a una disminución en la actividad 
enzimática y, como consecuencia, una menor 
cantidad de amonio es liberado. El efecto in-
hibidor del cadmio en la actividad de la ureasa 
se debe a su unión a los grupos sulfhidrilo que 
habitualmente se forman en el centro activo de 
la enzima.

En la región de pH donde la enzima es activa 
(alrededor de pH 7.0), los productos de la reac-
ción enzimática disociada son:

De esta manera, la degradación de la urea por 
la ureasa genera iones hidroxilo (OH-), incre-
mentando el pH de la solución, lo que hace po-
sible su determinación empleando biosensores 
ópticos mediante medidas de fl uorescencia o 
amperométricos a partir de cambios en la co-
rriente4.

Los biosensores son dispositivos analíticos 
que utilizan la sensibilidad y la selectividad de 
un  biorreceptor adherido en la superfi cie de un 
transductor, el cual es capaz de responder y 
transformar una propiedad bioquímica y/o fi si-
coquímica en una señal medible como resulta-
do de un reconocimiento entre el biorreceptor y 
el analito objetivo5, en este caso, cadmio.

Determinação de cádmio em leites crus 
usando um bio-sensor amperométrico

Resumo

Introdução. O cádmio é um metal que foi encon-
trado nos leites e que portanto representa um alto 
risco para a saúde humana, os bio-sensores foram 
empregados como ferramentas para a determi-
nação rápida de compostos deste tipo em diferentes 
matrizes. Materiais e métodos. Empregou-se um 
bio-sensor amperometrico e eletrodos serigrafi ados 
para a imobilização da enzima Ureasa empregan-
do o método de entre cruzamento. O substrato em-
pregado para a determinação foi a Ureia. Prévia à 
determinação da concentração de cádmio no leite, 
válido-se o método realizando curvas de calibração 
e avaliando a repetição tanto do método como do 

instrumento. Resultados e discussão. A casta li-
near para o método apresentado, foi de 5 MM a 60 
MM com uma alta correlação entre as variáveis, o 
limite de quantifi cação do método foi de 0.05 mg/L. 
O coefi ciente de variação foi de 7.55 % para os en-
saios de repetição do método, indicando uma alta 
precisão nos resultados. A partir das mostras de lei-
te analisadas, obtiveram-se percentagens de recu-
peração maiores ao 80%, indicando um baixo efeito 
matriz e tendo em conta que o leite apresenta um 
alto grau de interferentes para este tipo de métodos. 
Conclusão. O bio-sensor amperometrico, demons-
trou ser uma ferramenta efi caz e rápida para a de-
terminação de cádmio em leites, o que pode ajudar 
a um melhoramento da qualidade desta desde os 
grupos porcinos.

Palavras importantes: chumbo, leites crus, bio-
sensores
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Los biosensores son equipos portables y eco-
nómicos, y pueden proveer algunas soluciones 
para los problemas encontrados en el moni-
toreo de contaminantes en el ambiente; son 
generalmente definidos como dispositivos de 
análisis, acoplados a elementos biológicos de 
detección tales como enzimas, anticuerpos, mi-
croorganismos o ADN, integrados a transduc-
tores que pueden ser de tipo electroquímico, 
óptico, entre otros6. Los biosensores basados 
en enzimas se emplean para medir la pérdida 
de actividad o inhibición de la enzima después 
de la exposición a un contaminante. 

Los biosensores amperométricos son siste-
mas que emplean tres electrodos para su fun-
cionamiento: un electrodo de trabajo a través 
del cual se aplica un potencial, un electrodo 
de referencia y un electrodo auxiliar a través 
del cual fluye la corriente7 la cual es registrada 
y correlacionada con la concentración de los 
compuestos; todos estos, integrados mediante 
un electrodo conocido como “Screen-Printed 
Electrodes (SPE)”. En estos biosensores, la 
señal de la corriente es generada debido a la 
oxidación o reducción de los productos me-
tabólicos o intermediarios en la superficie del 
electrodo de trabajo8.

Materiales y métodos

Reactivos

Solución buffer: PBS (0.1 M, pH 7.0); pesar 
7,098 g de fosfato de sodio Na2HPO4 y diluir 
a 400 ml con agua desionizada, ajustar el pH 
a 7.0 con NaOH o H2SO4 según sea el caso, 
terminar de aforar a 500 ml.

Sustrato: urea (80 mM). Pesar 4,8 g de urea 
para biología molecular ≥ 98% y aforar a 1L de 
PBS (0.1 M, pH 7.0)

Enzima: ureasa (729.13 U/ml). Pesar 0,033 g 
de ureasa de Canavalia ensiformis (Jack Bean) 
de 20990 unidades y agregar 1 ml de agua de-
sionizada.

Albúmina de suero bovino: BSA (1,66 % w/v): 
pesar 1,66 g de albúmina de suero bovino 
(Fracción Cohn V > 96%) y aforar en 100 ml de 
agua desionizada.

Glutaraldehido: GA (2,5 %). Tomar 3,125 ml de 
solución de glutaraldehído grado I al 8% y afo-
rar a 10 ml con agua desionizada.

Solución estándar de cadmio 1000 mM. Tomar 
88,9 ml de estándar de cadmio certificado de 
1000 ppm y aforar a 10 ml de agua desionizada.

Solución estándar de trabajo de cadmio de 500 
mM. Tomar 5 ml de estándar de cadmio 1000 
mM y aforar a 10 ml con PBS (0.1M a pH 7.0).

Equipos y materiales

Análisis con biosensor: biosensor amperomé-
trico, transferpipetas de varios tamaños, elec-
trodos serigrafiados (SPE), balanza analítica, 
sistema de agitación Vortex IKA MS 3-Basic y 
centrífuga. Contactos electrónicos: plata.

La celda electroquímica contiene: electrodo de 
trabajo de carbón (4 mm diámetro), electrodo 
de referencia de plata y electrodo auxiliar de 
carbón.

El biosensor fue usado a un flujo de 200 ml/
min, un voltaje de +700 mV y una corriente de 
5 mA.

Métodos

Inmovilización de la enzima sobre los electro-
dos (SPE): la ureasa fue inmovilizada por el 
método de entrecruzamiento (Cross-Linking), 
que consiste en generar uniones irreversibles 
entre la enzima y el transductor, empleando 
reactivos bifuncionales como el glutaraldehído. 
La ventaja de esta técnica es que la enzima 
se vuelve estable a condiciones extrema, tanto 
de pH como de temperatura; sin embargo, el 
electrodo no puede ser regenerado. 

Preparar la siguiente solución: 10 ml de BSA 
(1.66% w/v), 3.32 ml de ureasa (729.13 U/ml) y 
10 ml de GA al 2.5%. 

Colocar 5 ml de la solución anterior en el elec-
trodo de trabajo. Se deja secar el electrodo du-
rante 1h a 4°C. Los electrodos pueden usarse 
inmediatamente, siendo su estabilidad de 6 
días, almacenados en seco a 4°C. Después de 
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los 6 días, el electrodo pierde sensibilidad y la 
enzima pierde actividad. Previo al uso de cada 
electrodo, se acondicionó con PBS (0.1M a pH 
7.0) durante 10 min.

Procedimiento del método con biosensor am-
perométrico: conectar el SPE (previa inmovi-
lización de la enzima) al equipo y pasar PBS 
(0.1M a pH 7.0) hasta que la señal se estabi-
lice y esté ≤ 0.1 mA. Se hace pasar urea (80 
mM) durante 20 min. Después de este tiempo, 
se pasa la primera concentración de la curva 
de calibración, durante 20 min. Se pasa PBS 
(0.1M a pH 7.0) durante 20 min. para eliminar 
cualquier traza del contaminante. Se pasa nue-
vamente urea (80 mM) durante 20 min. El pro-
cedimiento anterior se realiza para cada uno 
de los puntos de la curva de calibración. Las 

muestras se centrifugan a una aceleración de 
3500 rpm durante 15 minutos a 10°C, se retira 
la grasa y se realiza el análisis, empleando un 
SPE diferente para cada medición. 

Antes de comenzar a hacer el control analítico 
es indispensable llevar a cabo la medición de 
un blanco de reactivos para garantizar que no 
habrá interferencias, la medición de este blanco 
es llevada a cabo empleando el mismo procedi-
miento indicado para las muestras. Se corre un 
blanco de reactivos al inicio del análisis, con un 
estándar de control con cualquiera de las con-
centraciones descritas en la tabla 1, y un dupli-
cado de muestra por cada lote de 15 muestras. 
Para el blanco de reactivos, estándares de con-
trol y muestras adicionadas se utiliza el proce-
dimiento descrito para el análisis de muestras.

Tabla 1. Estándares de control para la determinación de cadmio

PBS (0.1 M a pH 7.0) Solución estándar de 
trabajo (500 mM)

Concentración final de 
Cadmio en la curva

49.5 ml 0.5 ml 5 mM

47.0 ml 3.0 ml 30 mM

44.0 ml 6.0 ml 60 mM

Resultados y discusión

Curva de calibración: se realizaron 3 curvas de 
calibración en diferentes días (figura 1) para 
cuantificar el cadmio, cada una con 7 puntos, 
con excelentes R, lo cual es un indicio de que 
se tiene un rango lineal para cuantificar el cad-
mio en leches.

De acuerdo con el procedimiento de control ana-
lítico GC-PR-002-GDCON, se tomaron 5 puntos 
de la curva y se hizo un análisis de rango y linea-
lidad (tabla 2) con el fin de determinar la curva de 
calibración final para este método (figura 2).

Repetibilidad del método: se prepararon tres 
niveles de concentración (bajo, medio y alto) 
de la curva de calibración, y se analizó 10 ve-
ces cada nivel. Se midió la corriente y se cal-
cularon los mM de cadmio, se determinó el 
promedio (x), la desviación de los datos (s) y el 
coeficiente de variación (CV) (tabla 3). Como 
era de esperarse, el CV más bajo fue el de ma-

yor nivel y, en cambio, el de menor nivel fue 
el que presentó el mayor CV. La EPA, dentro 
de los procedimientos para análisis biológicos9, 
establece como criterios de aceptación un CV 
máximo del 25%, lo que quiere decir un criterio 
de aceptación de 50-150%10. Los resultados de 
repetibilidad del método estuvieron dentro de 
ese porcentaje de aceptación.

Repetibilidad del instrumento: se prepararon 
tres niveles de concentración (bajo, medio y 
alto) de la curva de calibración y se midió la 
corriente de la misma muestra 10 veces. Se 
calcularon los mM de cadmio, se determinó el 
promedio (x), la desviación de los datos (s) y el 
coeficiente de variación (CV) (tabla 4).

La repetibilidad del instrumento estuvo den-
tro del rango de aceptación establecido por la 
EPA. Según AEFI, 2001, un CV (%) instrumen-
tal menor a 6.85 tiene un intervalo de acepta-
ción del 75-125%.  
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Figura 1. Resultados de las 3 curvas de calibración realizadas

Figura 2. Curva de calibración fi nal hallada según 
el procedimiento de control analítico GC-PR-002-GDCON
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Tabla 2. Análisis de rango y linealidad

Tabla 3. Análisis de repetibilidad del método

MEDICIÓN
mM RESPUESTA (mM)2 (RESPUESTA)2 mM * RESPUESTA
X Y X2 Y2 XY

NIVEL 1 -1 5 0.153 25 0.023 0.763
NIVEL 1 -2 5 0.154 25 0.024 0.771
NIVEL 1 -3 5 0.153 25 0.024 0.767
NIVEL 2 -1 10 0.221 100 0.049 2.206
NIVEL 2 -2 10 0.239 100 0.057 2.387
NIVEL 2 -3 10 0.239 100 0.057 2.387
NIVEL 3 -1 20 0.350 400 0.122 6.992
NIVEL 3 -2 20 0.345 400 0.119 6.894
NIVEL 3 -3 20 0.345 400 0.119 6.898
NIVEL 4-1 40 0.652 1600 0.425 26.072
NIVEL 4-2 40 0.656 1600 0.430 26.244
NIVEL 4-3 40 0.662 1600 0.439 26.488
NIVEL 5-1 60 0.877 3600 0.769 52.620
NIVEL 5-2 60 0.888 3600 0.788 53.268
NIVEL 5-3 60 0.881 3600 0.776 52.842

PROM. NIVEL 1 5 0.2 25 0.0 0.8
PROM. NIVEL 2 10 0.2 100 0.1 2.3
PROM. NIVEL 3 20 0.3 400 0.1 6.9
PROM. NIVEL 4 40 0.7 1600 0.4 26.3
PROM. NIVEL 5 60 0.9 3600 0.8 52.9
Sumatorias (S ) 135.0 2.3 5725.0 1.4 89.2

(S)2 18225.0 5.2 32775625.0 2.0 7956.5
Pendiente de 

la Recta 0.0134        

Intercepto 0.0922        

N°
mM

Nivel bajo (10 mM) Nivel medio (30 mM) Nivel alto (60 mM)
1 9.58 31.25 58.57
2 10.93 28.97 59.37
3 11.68 29.40 58.84
4 11.00 28.55 59.54
5 9.12 30.90 58.98
6 10.04 31.18 58.39
7 10.84 30.74 58.90
8 11.15 30.07 59.64
9 10.09 29.84 58.15

10 10.98 29.01 59.10
x 10.54 29.99 58.95
s 0.80 0.99 0.49

cv (%) 7.55 3.30 0.83
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Porcentaje de recuperación con leche dopada 
con 10 mM de cadmio: A la muestra de leche, 
se le dopó con un nivel bajo de 10 mM de cad-
mio, se midió la corriente y se determinó el 
porcentaje de recuperación (tabla 5). La leche 
cruda es una matriz difícil para cuantificar va-
rios analitos, en especial cuando se emplean 
métodos de digestión de la muestra, como la de-
terminación de metales. Por esta razón, y más con 
la concentración tan baja usada, el porcentaje de 
recuperación del cadmio es muy bueno. Adicional-
mente el CV es muy bajo. 

Porcentaje de recuperación con leche dopada 
con 40 mM de cadmio: a la muestra de leche, 
se le dopó con un nivel de 40 mM de cadmio, se 

Tabla 4. Análisis de repetibilidad del instrumento

midió la corriente y se determinó el porcentaje 
de recuperación (tabla 6).

El porcentaje de recuperación con 40 mM me-
joró ligeramente en comparación con el de nivel 
bajo, pero se confirma la exactitud del método.

Límite de cuantificación en leches crudas: se 
determinó múltiplicando 10 veces la señal de 
ruido del biosensor amperométrico, y compro-
bándolo con la curva de calibración. El límite 
de cuantificación de cadmio en leches crudas 
usando el biosensor amperométrico dio 0.05 
mg/L, el cual es muy bueno para ser un méto-
do de detección rápida, pero que es muy bajo 
comparado con el límite de cuantificación por 
absorción atómica, que es 0.001 mg/L.  

Tabla 5. Porcentaje de recuperación a leche dopada con 10 mM de cadmio

Corriente (μA) mM Recuperación (%)

0,8641 57,5970 88,806

0,8464 56,2836 75,672

0,8501 56,5597 78,433

0,8592 57,2388 85,224

0,8499 56,5448 78,284

x 81,284

σ 5,494

CV (%) 6,759

N°
mM

Nivel bajo (10 mM) Nivel medio (30 mM) Nivel alto (60 mM)
1 9.22 30.89 57.82
2 9.31 31.25 58.16
3 9.60 31.49 58.63
4 9.58 31.63 58.57
5 9.97 31.63 58.53
6 10.04 31.59 58.11
7 10.10 31.37 58.05
8 10.23 31.20 57.44
9 10.68 30.81 57.45

10 10.67 30.63 57.71
x 9.94 31.25 58.05
s 0.51 0.36 0.44

cv (%) 5.17 1.16 0.76
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Tabla 6. Porcentaje de recuperación con leche dopada con 40mM cadmio

Corriente (µA) mM Recuperación (%)

1,1823 81,3507 81,586

1,2039 82,9627 85,616

1,1605 79,7239 77,519

1,2083 83,2910 86,437

1,1766 80,9254 80,522

X 82,336

s 3,696

CV (%) 4,488

Se pretendía con el método de detección rápi-
da detectar, en campo, residuos de cadmio en 
leches crudas, para luego comprobarlo con un 
método más sensible como la absorción atómi-
ca o el horno de grafito.

Con un biosensor amperométrico para detectar 
varios residuos tóxicos se podría rechazar en 
campo la leche cruda que no cumpliera, y de esta 
forma se garantizaría la protección a las personas.

Conclusiones

•	 	El rango lineal de la curva de calibración 
con el biosensor óptico para la determina-
ción de cadmio, cuyos resultados no fueron 
presentados en este artículo, estuvo entre 
un rango de 10 mM a 50 mM, mientras que 
empleando un biosensor amperométrico, 
se logró obtener un rango de medición 
más amplio de 5 mM a 60 mM. De esta 
manera los límites de cuantificación para 
cada método fueron 10 mM (0.1 mg/L) y 
5 mM (0.05 mg/L), respectivamente; esto 
comprueba que el biosensor amperométri-
co proporciona una mayor estabilidad a la 
enzima, y por lo tanto, permite lograr ma-
yores rangos de medición.

•	 	En cuanto a la repetibilidad del método, el 
biosensor óptico obtuvo un coeficiente de 
varianza (CV) para el nivel bajo (10 mM) 
de 23,01%, a diferencia del amperométrico 
que para el mismo nivel bajo se obtuvo un 
CV de 7,55%, lo que indica que el intervalo 
de aceptación para el óptico en este nivel 

es de 50-150% y para el amperométrico 
de 85-115%, lo que demuestra una mayor 
precisión en los datos del nivel bajo em-
pleando un biosensor amperométrico. 

•	 	Se obtuvieron muy buenos porcentajes de 
recuperación biosensor amperométrico, 
por arriba del 80%.

•	 	El biosensor amperométrico se puede im-
plementar para detectar residuos de cad-
mio en leches crudas en campo.
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