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Resumen y Abstract v

Resumen

La leche y los productos lacteos han sido reconocidos en todo el mundo por su influencia
beneficiosa sobre la salud humana. Los niveles de metales en concentraciones toxicas
son un componente importante de la seguridad y la calidad de la leche. Se desarroll6 un
método sencillo de extraccion (digestion) asistida por microondas para la determinacion
posterior de los niveles de cadmio (Cd) y plomo (Pb) en leche liquida por
espectrofotometria de absorcién atomica (AAE) con horno de grafito. Se aplicaron las
condiciones Optimas para el desarrollo de la validacion del método; comprobando que el
método desarrollado por el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Medicina cumple
con el fin provisto para la determinacion de Cd y Pb por AAE y sus resultados son
confiables. Los pardmetros estudiados como linealidad, limite de deteccion (LD), limite de
cuantificacion (LC), selectividad, precision y exactitud permitieron emplear el método con
éxito en las muestras estudiadas. Se determinaron los niveles de los metales Cd y Pb en
leches comercializadas en la ciudad de Bogota D.C., discriminando su productora o su
marca, encontrando que los niveles de las muestras estudiadas cumplian con los
pardmetros normativos referidas en la Resolucion 4506 de 2013 del Ministerio de Salud y
Proteccion Social de Colombia con respecto al nivel maximo de Pb (0,020 mg/Kg),
debido a que se encontraron dentro del rango de 6,08 a 17, 09 pg/Kg (0,006 a 0,017
mg/Kg). Los niveles encontrados de cadmio estuvieron en el rango de 13,86 a 19,90
Hg/Kg (0,014 a 0,019 mg/Kg). Los resultados de la leche procesada o comercializada
indicaron gue las condiciones ambientales y los procesos de fabricacién juegan un papel
clave en la distribucibn de metales téxicos en la leche cruda y procesada. Las
implicaciones toxicoldgicas de los niveles encontrados indican que el consumo de las
leches comercializadas en la ciudad de Bogota no representa un riesgo para la salud de
sus habitantes.

Palabras clave: Leche, metales, cadmio, Cd, plomo, Pb, Espectrofotometria de
Absorcién Atomica
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Abstract

Milk and dairy products have been recognized worldwide for its beneficial influence on
human health. Toxic metals levels are an important component of the security and quality
of milk. One simple method assisted extraction (digestion) was developed microwave for
subsequent determination of the levels of cadmium (Cd) and lead (Pb) in fluid milk by
atomic absorption spectrophotometry (AAE) with graphite furnace. Optimal conditions for
the development of the method validation checking that the method developed by the
Laboratory of Toxicology, Faculty of Medicine meets its intended use for the
determination of Cd and Pb by AAE and its results are reliable were applied. The
parameters studied as linearity, limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ),
selectivity, precision and accuracy allowed to use the method successfully in the samples
studied. Levels of Cd and Pb metals in milk sold in the city of Bogot4 were determined by
discriminating its producer or brand, finding that the levels of the studied samples met the
policy parameters referred to in Normativity 4506 of 2013 the Ministry of Health and
Social Protection of Colombia by respect to Pb (0,020 mg/Kg), maximum because that
were found within the range of 6,08 to 17,09 ug/Kg (0,0060 to 0,017 mg/Kg). Cadmium
levels found were in the range of 13,86 to 19,90 ug/Kg (0,014 to 0,019 mg/Kg). The
results of the processed milk or marketed indicated that environmental conditions and
manufacturing processes play a key role in distributing toxic metals in raw and processed
milk. The toxicological implications of levels found indicates that consumption of milk sold
in the city of Bogota is not a risk to the health of its inhabitants.

Keywords: Milk, metals, cadmium, Cd, lead, Pb, Atomic Absorption Spectrophotometry
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Introduccion 1

Introduccidén

El tema de investigacion que motivo el desarrollo de este trabajo se centra en el campo
de la toxicologia de alimentos; una de las areas de interés dentro de la toxicologia
ambiental. El grupo de investigacion en Toxicologia Ambiental y Ocupacional “Toxicao”
del Departamento de Toxicologia de la Facultad de Medicina esta avalado dentro de la
Categoria C por Colciencias. Dentro del marco de especializacion en el area de la
toxicologia de alimentos se desarrolla un tema que puede poner de manifiesto un
potencial problema de salud publica a nivel local y que puede extrapolarse a nivel
nacional ya que involucra un alimento de alto consumo nacional como lo es la leche;
fuente primaria de muchos nutrientes en nuestra dieta alimentaria. En la ciudad de
Bogota D.C. se comercializan diferentes marcas y todo tipos de leche que son
ampliamente consumidas por sus habitantes; su calidad e inocuidad por parte de los
entes reguladores esta siendo monitoreada y evaluada, sin embargo; en la actualidad la
evaluacion de metales pesados no estd contemplada dentro del analisis. Por ello se
propone cuantificar los niveles de algunos de los metales (Pb y Cd) por
espectrofotometria de absorcion atémica en la leche procesada liquida que se distribuye
y comercializa en la ciudad de Bogotéa D.C.

Diferentes fuentes antropogénicas y naturales pueden ser grandes contribuidores de
metales en los alimentos. A nivel nacional y principalmente en los alrededores de las
ciudades mas importantes del pais se ha visto un creciente proceso de industrializacion
gue sin darnos cuenta y poco a poco pueden llegar a contribuir a nuestro medio ambiente
un sin namero de contaminantes. Estos contaminantes en diferente medida por la
dinamica constante entran a la cadena tréfica llegando directamente a los alimentos que
consumimos a diario.

Este evidente progreso tecnologico sumado a las diversas actividades industriales y el
aumento de trafico en las carreteras han causado un incremento significativo en la
contaminacién del medio ambiente. La presencia casi ubicua de algunos contaminantes
metalicos, especialmente Cd y Pb, facilita su entrada en la cadena alimentaria y por lo
tanto aumenta la posibilidad de que se presenten efectos toxicos en el ambiente, en los
humanos y en los animales (Licataa P, 2004). Por otro lado, las actividades agricolas, el
uso de fertilizantes y el riego de los campos, también puede ser una fuente importante de
contaminaciéon del medio ambiente, de la cadena alimentaria y finalmente, de los
alimentos consumidos por los humanos. La leche es un alimento béasico en la dieta
humana, tanto en su forma original como en diversos productos lacteos. Por lo tanto, la
determinacion de las concentraciones de metales residuales en la leche podria ser un
indicador importante directo de la condicién higiénica e inocua de la leche y/o de sus
productos derivados, asi como un indicador indirecto del grado de la contaminacién del
medio ambiente en el que se produce la leche. Se han realizado varios estudios de
contaminaciéon por metales en la leche a nivel internacional, sin embargo; los resultados
varian en funcién de las distintas areas de muestreo y los métodos analiticos empleados
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para su determinacion. En el contexto nacional no se han reportado intoxicaciones con
leche contaminada con metales pesados; a su vez, tampoco se han publicado los niveles
de metales presentes en este alimento o sus derivados; posiblemente porque no se le ha
dado la debida importancia y/o no han salido a la luz estudios que demuestren el
verdadero impacto que puede llegar a tener en la poblacion (Acosta N.M, 2011).

El contenido de metales en alimentos es un aspecto importante tanto para los
consumidores como para los productores principalmente por la inocuidad del alimento
como tal pero también en cuanto el cumplimiento de los requisitos establecidos por la
legislacion nacional e internacional. La Comision del CODEX Alimentarius (CAC)
estableci6 limites para los elementos toxicos como As, Cd, Hg y Pb sin embargo, no se
ha informado el contenido maximo de otros elementos, como Cu, Fe, Mn, Zn, entre otros.
Ademas, se establecen los niveles de elementos toxicos especialmente en la leche sélo
para Pb y Hg (Acosta N.M, 2011). En Colombia el Decreto 1880 de 2011 de la
Presidencia de la Republica de Colombia por el cual se sefialan los requisitos para la
comercializacion de leche cruda para consumo humano directo en el territorio nacional
menciona en el Capitulo 3, numeral 3 que los niveles de sustancias tales como
contaminantes quimicos (metales pesados, residuos de medicamentos veterinarios,
plaguicidas, entre otros) y toxinas, se deben regir por normas oficiales o en su defecto las
normas internacionales del Codex Alimentarius (FAO-OMS). A su vez el Decreto 616 de
2006 del Ministerio de Proteccién Social por el cual se expide el Reglamento Técnico
sobre los requisitos que debe cumplir la leche para el consumo humano que se obtenga,
procese, envase, transporte, comercializa, expenda, importe o exporte en el pais; en el
Articulo 32 sefiala que los niveles de sustancias tales como metales pesados, residuos
de antibidticos o de otros medicamentos de uso veterinario, plaguicidas y aflatoxina M1,
se deben regir por normas oficiales o en su defecto las normas internacionales del Codex
Alimentarius (FAO-OMS). Actualmente en Colombia la presencia de metales en la leche
de acuerdo a la Resolucion 4506 de 2013 del Ministerio de Salud y Proteccion Social por
el cual se establecen los niveles maximos de contaminantes en alimentos destinados al
consumo humano, norma para el Pb un nivel méximo de contenido de 0,02 mg/kg y no
establece niveles para Cd en este producto alimenticio.

En este sentido, la determinacién de los metales en los alimentos es de gran importancia
ya gue la deficiencia o el exceso de metales podrian promover varios trastornos clinicos,
como cancer en las vias respiratorias, trastorno de la piel, anemia, depresiéon del
crecimiento, deterioro en el rendimiento reproductivo, insuficiencia cardiaca, trastornos
gastrointestinales, fatiga, disminucién de la inmunidad e incluso la muerte dependiendo
de la exposicion, el tiempo y el metal o metaloide (Pereira J.S.F., 2013).

Algunos de los antecedentes que se tienen relacionados con la presencia de metales en
leche se mencionan a continuacion:

Se determinaron los niveles de elementos téxicos asi como elementos esenciales en
leche bovina pasteurizada en la region de Vale do Paraiba en Brazil, en el afio de 2004,
los cuales fueron analizados por espectrofotometria de absorcion atémica por llama y
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electrotérmicamente, encontrando resultados significativos en los niveles de Pb en las
muestras de leche con un valor promedio de 0,230 mg/L y hasta 0,476 mg/L
sobrepasando los niveles establecidos en el pais y los niveles establecidos por el Codex
Alimentarius (Soares V.A., 2010).

En Espafia se realizé un estudio que evalu6 las concentraciones de elementos trazas
esenciales tales como Co, Cr, Cu, Fe, I, Mn, Mo, Ni, Se y Zn y elementos tdxicos como
As, Cd, Hg and Pb mediante la técnica ICP-MS con digestion acida. Se encontraron
concentraciones de metales téxicos relativamente bajas (Rey-Crespo F., 2013).

En los ultimos afios muchos informes han reportado la presencia de metales pesados en
leche y otros productos lacteos; (Maas S., 2011; Gonzalez-Montafia J.R., 2009, Jarup. L.,
2003, Licataa P., 2004). Se midieron las concentraciones de elementos esenciales como
el Zn y Cu y elementos potencialmente toxicos como el Pb y Cd en diferentes muestras
de leche y empaques de comida para bebés, evaluando los niveles recomendados tanto
los elementos esenciales, como para los elementos téxicos. Se encontr6 que la
concentracion de Cd es muy baja 0,1 mg/L y bastante constante en todos los tipos de
leche. El contenido de Pb en la leche de vaca fue el mas bajo incluso en comparacién
con la leche materna. Las concentraciones de los metales evaluados son
aproximadamente un orden de magnitud mayor en los empaques para alimentacion
infantil que en diferentes tipos de leche evaluados (Tripathi R.M., 1999).

En otro estudio en Italia se evalud la posible contaminacion por metales pesados en
leche de vacas que fueron criadas en diferentes granjas en la regién de Calabria. Los
analisis cuantitativos de Cd, Cr, Cu, Pb se realizaron con un espectrofotometro de
absorcion atémica con horno de grafito; se concluyé que se necesitaban mayores
estudios para determinar los niveles de As en esta zona tanto para evaluar este problema
desde un punto de vista epidemiolégico como para identificar la posible contaminacién
por este metaloide. Las concentraciones de Pb encontradas son inferiores al LMR
establecido por el Codex (0,02 mg/kg) (Licataa P, 2004).

En Croacia se monitorearon los niveles de As, Cd, Cu, Hg y Pb en muestras de leche
procesadas. Los niveles de Cu en ambas regiones fueron similares, sin embargo; fue
preocupante los niveles de Pb encontrados ya que excedieron los niveles maximos
recomendados (58,7 pg/L (norte) y 36,2 pg/L (sur)). Cabe mencionar que se encontraron
también niveles de As asi como de Hg en las leches provenientes de ambas regiones. El
estudio recomienda un mayor control para confirmar la ausencia de posibles riesgos
toxicolégicos (Bilandzi¢ N., 2011).

En el documento nacional de la Unidad de Evaluacion de Riesgos para la Inocuidad de
los Alimentos del Instituto Nacional de Salud (Acosta N.M, 2011); hace mencién que
dentro del contexto internacional existen diferentes estudios tales como: (Maas S., 2010)
donde se evidencié que las muestras provenientes de dos granjas evaluadas superan los
limites permitidos por el Codex Alimentarius para el caso del Pb (en el rango de 0,009 -
126 pg/g), y para el caso del Cd se encontraban las muestras en el rango de 0,34 -1,01
ng/g. El articulo publicado por Kazi y sus colaboradores muestran los valores
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encontrados para metales toxicos en leche cruda y procesada; concluyendo que no hubo
diferencias significativas para los niveles de Cd entre las muestras de leche cruda y las
muestras procesadas. No obstante, la concentracién de Pb y Al fue mayor en la leche
procesada que la obtenida en las granjas. Las muestras estuvieron por debajo de los
limites establecidos por la legislacion de Croacia: Pb <100 pg/L, Cd <10 ug/L. (Kazi T.G.,
2009). Por otro lado en el articulo publicado por Enb A., et. al. se evidencia que algunas
muestras superan el LMR del Codex Alimentarius para Pb (Rodriguez H.R., 2005, Enb
A., 2009).
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1.Marco conceptual

1.1. Metales en alimentos

La toxicologia de los alimentos o toxicologia bromatolégica, es una especialidad de la
toxicologia ambiental; esta hace referencia al conocimiento de la naturaleza, origen y
formacion de sustancias presentes en los alimentos que producen efectos adversos a la
salud humana (Shibamoto T. 1993). La evaluacién de la seguridad alimentaria depende
de la determinacion de sustancias toxicas en los alimentos; es de vital importancia
desarrollar métodos analiticos precisos para interpretar los datos correctamente. Una de
las tareas de analisis quimico en la toxicologia de alimentos implican la separacion de
una sustancia toxica de otras sustancias quimicas para poder determinar la cantidad del
téxico o contaminante de interés. Las sustancias toxicas deben estar presentes en
niveles muy bajos debido a que su presencia en cualquier nivel significativo hace del
alimento no apto para el consumo humano. Al tener la capacidad de seleccionar con
criterio la metodologia adecuada para el aislamiento y deteccién de contaminantes en
alimentos e interpretar el significado de la presencia de residuos téxicos se pueden
conocer las diferentes formas de prevencion tendientes a minimizar los niveles de estas
sustancias en los alimentos (Shibamoto T. 1993).

Existen diferentes fuentes principales de origen de los toxicos: naturales, intencionales,
accidentales y generadas por el proceso. Los tdxicos naturales son principalmente
sustancias inocuas que en concentraciones mayores pueden llegar a ser toxicas; los
téxicos intencionales son sustancias que son ajenas al alimento que han sido
adicionadas con un fin establecido, los toxicos accidentales son los que generan mayor
riesgo para la salud, eventualmente pueden ser por contaminaciéon cruzada y finalmente
los téxicos generados por el proceso son sustancias que se encuentran alli como
resultado de la transformacion de los alimentos, por estabilizacion, transporte,
formulacion entre otras (Jarup L., 2003).

Las concentraciones de elementos trazas esenciales asi como de elementos toxicos en
productos de origen animal estan ligados en gran medida a la composicién de la dieta
animal, las practicas agrarias y la exposicion a elementos téxicos en la ganaderia (Rey-
Crespo F., 2013). Como se menciond en la introduccién a nivel nacional la regulacion de
concentraciones maximas permisibles de los metales en la leche se encuentra normado
en el Decreto 616 de 2006 y en el Decreto 1880 de 2011 los cuales hacen solo mencidn
a que el contenido de metales debe regirse a normas internacionales como lo es el
Codex Alimentarius cuando no exista dichos niveles estipulados a nivel nacional. De esta
manera, la Resoluciéon 4506 de 2013 del Ministerio de Proteccidn Social establece los
niveles méaximos de contaminantes en los alimentos destinados al consumo humano;
tales como aflatoxinas, nitratos, melanima, algunos radionucleotidos y en algunos
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metales como Sn, Cd, Pb, Hg y As; asi mismo establece el nivel maximo de contenido de
Pb en leche de 0,02 mg/kg. Cabe mencionar que los niveles de Cd no estan establecidos
tanto por regulacién nacional como internacional.

Las principales amenazas para la salud humana de metales pesados y metaloides estan
asociadas con la exposicion al Pb, Cd, Hg y As. Estos metales y metaloides han sido
ampliamente estudiados y sus efectos sobre la salud humana revisado periédicamente
por organismos internacionales como la OMS (Organizacién Mundial de la Salud). Los
metales pesados han sido utilizados por los humanos durante miles de afios. Aunque son
conocidos varios de los efectos adversos de metales pesados y metaloides en la salud, la
exposicion a estos continla hasta la actualidad, e incluso estd aumentando en algunas
partes del mundo, en particular en los paises menos desarrollados como lo es Colombia.
Los compuestos de Cd actualmente se utilizan principalmente en las baterias de Ni-Cd
recargables. Las emisiones de Cd se incrementaron dramaticamente durante el siglo XX,
una de las razones es que los productos que contienen Cd rara vez se reciclan y a
menudo se eliminan con la basura doméstica. El tabaquismo es la principal fuente de
exposicion al Cd en humanos; sin embargo, estd visto que en las personas no
fumadoras, los alimentos son la fuente mas importante de exposicién al Cd (Jarup L.
2003).

La poblacién general est4 expuesta al Pb del aire y de los alimentos en proporciones
aproximadamente iguales. Durante el dltimo siglo, las emisiones de Pb al aire han
causado una considerable contaminacion de alta importancia, debido principalmente a
las emisiones de Pb procedentes de la gasolina. Los nifilos son particularmente
susceptibles a la exposicion al Pb debido a la alta absorcién gastrointestinal y a la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica. Aunque el Pb en la gasolina ha
disminuido drasticamente en las Ultimas décadas, la eliminacién gradual de los aditivos
de Pb en los carburantes, el uso de pinturas a base de Pb, el Pb en los envases de
alimentos y otras practicas aun no han sido eliminadas por completo; lo que da a lugar a
una posible contaminacién en los alimentos (Jarup L. 2003).

La leche se conoce como una excelente fuente de Ca, y puede suministrar cantidades
moderadas de Mg, de Zn y muy pequefios contenidos de Fe y Cu, pero debido a la
contaminacion del medio ambiente puede contener niveles de metales tdxicos (Tripathi
R.M., 1999, Kazi T. G, 2009, Gonzéalez-Montafia J.R.2009). Los metales pesados entran
en el cuerpo humano a través de la inhalacion e ingestion. Es bien sabido que Pb y Cd
son téxicos y los nifios son mas sensibles a estos que los adultos. Los metales, a saber,
Cu y Zn, son micronutrientes esenciales y tienen una variedad de funciones bioquimicas
en todos los organismos vivos. Mientras Cu y Zn son esenciales, pueden ser toxicos
cuando se toman en exceso, la toxicidad y la necesidad varian de elemento a elemento.

La amplia distribucion de metales pesados en el ambiente se debe principalmente a dos
origenes: las actividades humanas y los antecedentes geoldgicos. El Cd y el Pb son
algunos de los metales pesados que han causado mayor preocupacion en cuanto a los
efectos adversos en la salud humana, esto debido a que se transfieren facilmente a
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través de las cadenas alimentarias y no se conoce ninguna funcién biolégica esencial de
ellos. Como resultado, la absorcion regular de pequefias cantidades de ciertos
elementos, como el Pb, puede causar efectos graves en la salud de los nifios en
crecimiento, como retraso del desarrollo mental (problemas de aprendizaje), efectos
adversos en la funcion de los rifiones y del sistema cardiovascular, asi como la
degradacién de la audicion. El control de los niveles de estos elementos en los alimentos
no soélo es un aspecto importante de la calidad de los alimentos, sino también de manera
indirecta para monitorear los impactos de la actividad humana sobre el suelo, agua y aire
(Rahimi E., 2013) especificamente en el campo de interés es un indicador indirecto de las
condiciones ambientales locales o periféricas del suelo, agua, aire y vegetacion de la
zona donde se localiza el ganado.

1.2. Cadmio

El Cd es un elemento que se encuentra en forma natural en la corteza terrestre. Los
Oxidos, sulfuros y carbonatos son las formas mas abundantes del Cd en la naturaleza.
Los compuestos de Cd se encuentran a menudo adheridos a pequefas particulas en el
aire. Debido a que este metal no tiene un olor o sabor caracteristico la mayoria de la
gente no puede oler ni percibir el Cd en el aire, el agua o alimentos. Los suelos y las
rocas contienen Cd en diversas cantidades, generalmente pequefias, aunque a veces
puede encontrarse en cantidades mas grandes (por ejemplo, en algunos combustibles
fosiles o fertilizantes). El Cd se produce de forma natural en minerales junto con el Zn, Pb
y Cu.

El Cd tiene propiedades especificas que lo hace adecuado para una amplia variedad de
aplicaciones industriales, como lo son la excelente resistencia a la corrosion, la baja
temperatura de fusion, alta ductilidad, alta conductividad térmica y eléctrica. De acuerdo
con el Servicio Geolégico de Estados Unidos, los principales usos del Cd en 2007 fueron:
baterias niquel cadmio (Ni-Cd) el 83%; pigmentos 8%; revestimientos y chapado 7%;
estabilizadores para plasticos 1,2%; y otros (incluye aleaciones no ferrosas,
semiconductores y dispositivos fotovoltaicos) 0,8% (USGS, 2008, IARC MONOGRAPHS
—100C).

El Cd también esta presente como impureza en metales no ferrosos ya mencionados
anteriormente (Zn, Pb y Cu), y el acero, los combustibles fésiles (carbén, petréleo, gas,
turba, y madera), cemento y fertilizantes de fosfato. En estos productos, la presencia de
Cd en general no afecta el rendimiento; més bien, se considera como una preocupacion
ambiental (MONOGRAPHS — 100C). En la unién europea el uso de Cd se ha disminuido
considerablemente desde la década del noventa pero a pesar de estas reducciones en
Europa, la produccion de Cd, el consumo y las emisiones al medio ambiente en todo el
mundo han aumentado draméticamente durante el siglo XX. Las fuentes naturales y
antropogénicas de Cd, incluidas las emisiones industriales y la aplicacion de fertilizantes
y aguas residuales en tierras de cultivo, pueden conducir a la contaminacion de los
suelos, y al aumento de la absorcion de Cd por los cultivos y hortalizas, que se cultiva



8 Determinacion de los niveles de Pb y Cd en leche procesada

para el consumo animal y humano. El proceso de absorcion de Cd en el suelo por las
plantas se ve aumentado a un pH 4. (Nordberg G.F. 2007).

Las fuentes naturales y antropogénicas tales como minas, desechos de fundicion,
fertilizantes comerciales derivado de los minerales de fosfato o los lodos de depuradora,
vertederos de residuos municipales; contribuyen a los niveles de Cd que se encuentra en
los suelos y sedimentos. La deposicion de Cd atmosférico sobre las plantas y el suelo
pueden conducir a que el Cd entré a la cadena alimentaria a través de la absorcion foliar
0 captacion radicular. La tasa de transferencia de Cd depende de una variedad de
factores, incluyendo tasas de deposicion, tipo de suelo y la planta, el pH de la tierra, el
contenido de humus, la disponibilidad de la materia organica, el tratamiento del suelo con
fertilizantes, la meteorologia y la presencia de otros elementos, tales como Zn (OMS,
2000; UNEP, 2008, IARC MONOGRAPHS — 100C). Se han reportado concentraciones
relativamente altas de Cd (> 1 mg/kg) en suelos cerca a fundiciones y otras zonas
industrializadas (OMS, 2000).

El Cd entra al medio ambiente acuatico de diferentes formas, tales como actividades
agricolas y escorrentia urbana. La meteorizacién y la erosion de rocas que contienen Cd
dan a lugar a liberacién este no sélo para la atmésfera, sino también para el suelo y el
medio acuético, y directamente ya a través de la deposicion de particulas en el aire
(ATSDR, 2008; UNEP, 2008). También el Cd pasa al medio ambiente acuatico a partir de
una variedad de fuentes antropogénicas, incluyendo la mineria de metales no ferrosos y
fundicion (de drenaje de agua de minas, aguas residuales, desbordamiento de estanque
de relaves, el agua de lluvia en las zonas de minas), operaciones de chapado,
fertilizantes de fosfato, plantas de aguas residuales, vertederos y sitios de residuos
peligrosos (IARC, 1993a; ATSDR, 2008). En el afio 2008 se estima que la meteorizacion
y la erosion pudieron contribuir 15,000 toneladas de Cd al afio para el medio ambiente
acuatico mundial, mientras que el polvo radioactivo de la atmosfera se estima puede
contribuir entre 900 y 3600 toneladas (UNEP, 2008).

El tabaquismo es la principal fuente de exposicion al Cd a las personas. Los alimentos
son la fuente mas importante de exposicion al Cd en la poblaciéon no fumadora. El Cd
esta presente en la mayoria de los productos alimenticios pero sus concentraciones
varian de acuerdo al alimento, y su exposicién varia de acuerdo a la ingesta del individuo
y a las diferencias en los habitos alimentarios (Shibamoto T., 1993; Nordberg G.F. 2007).

Se han reportado amplios rangos de concentraciones de Cd en los productos alimenticios
procedentes de diversos paises. Los datos de analisis realizados en varios paises
indican que la mayoria de los alimentos tienen concentraciones de Cd en el rango de
0,005 a 0,100 mg/kg (OMS/FAO, 2003). Ciertos alimentos (por ejemplo, las ostras)
pueden contener concentraciones mucho mas altas. Las concentraciones de Cd en el
arroz integral en zonas no contaminadas japoneses son en promedio de 0,06 mg/kg
(Ministerio de Agricultura, Silvicultura y Pesca de Japdn, 2006). En algunas zonas
contaminadas de Japén, se han reportado concentraciones Cd en el arroz de 0,1 a 4,2
mg/kg. En las zonas contaminadas en China, se han encontrado concentraciones medias
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de aproximadamente 1,0 a 3,7 mg/kg del arroz. Se han reportado altos niveles de Cd en
los vegetales en el afio 2002 en un &rea cerca de Nanning, provincia de Guangxi, China,
donde el cultivo del arroz se ha terminado debido a la contaminacién por este metal
(Shibamoto T., 1993, Nordberg G.F. 2007).

La IARC ha clasificado el Cd como un carcinégeno humano (grupo 1). Hay pruebas
suficientes en seres humanos para la carcinogenicidad del Cd y de compuestos de
cadmio. ElI Cd y los compuestos de cadmio son causantes de cancer del pulmon,
adicionalmente se han observado asociaciones positivas entre la exposicién al Cd y sus
compuestos y el cancer del rifion y de prostata (IARC MONOGRAPHS — 100C).

1.2.1. Toxicocineticadel Cd (Figura No. 1)

Absorcion

El tabaco es la fuente principal de la exposicibn a Cd en la poblacion general. La
inhalacién es la via principal de exposicién al Cd; en caso de humos de Cd, se puede
absorber hasta el 40-60% del Cd inhalado. De manera general, a través del sistema
digestivo solo el 5% del Cd que es ingerido es absorbido; en nifios puede ser
significativamente mas elevado. Una vez absorbido por la sangre, la mayoria del Cd es
transportado vinculado a proteinas como la albumina y la metalotioneina. Tras la
absorcion es almacenado principalmente en higado y rifidn. El Cd tiene una vida media
entre 15 y 30 afios por lo que se puede detectar mucho tiempo después de la exposicion
(ATSDR, 1999).

Los datos sobre los efectos biologicos de Cd en las personas son incompletos en
comparacion con los datos del Hg y el Pb. Aparentemente sélo alrededor del 5% de Cd
administrado por via oral se absorbe en el tracto gastrointestinal. Las diversas sales de
Cd difieren en su solubilidad en agua, y, por lo tanto, puede ser absorbida a diferentes
grados. El Cd no se encuentra como derivados de alquilo estables que se esperaria que
tendrian mayor solubilidad lipidica. El grado de absorcion del Cd en el tracto
gastrointestinal de ratas es considerablemente mayor en el animal recién nacido que en
el animal mas viejo. La absorcién es dependiente de otros factores, por ejemplo; la
absorcién de Cd cuando se toma con leche es aproximadamente 20 veces mayor que la
absorcion de Cd que no se toma en leche. En los seres humanos la medida de la
absorcion de Cd puede ser mayor bajo la influencia de la deficiencia de calcio, proteinas,
o Zn. En ratas el Cd absorbido se distribuye en el higado, el bazo, las glandulas
suprarrenales, y el duodeno dentro de 48 horas después de la administracion. La
acumulacion es mas lenta en los rifiones (Shibamoto T.,1993, Nordberg G.F. 2007) .

Por inhalacion: La exposicion al Cd por inhalacién se produce en forma de aerosol. 10-
50% de las particulas inhaladas se depositan en la parte alveolar del pulmén y la mayor
parte en el resto de la mucosa tragueobronquial, estas particulas son transportadas a la
faringe y depositadas en el tracto gastrointestinal. Para aerosoles de particulas finas
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(sub-micras), como es el caso con la exposicidn a través de fumar cigarrillos, se estima
que la absorcion esta entre 25 y 50% (Nordberg G.F. 2007).

Por Ingestién: La absorcion en animales esta entre el 1y el 6% de la dosis administrada,
mientras que en humanos es superior al 10%. La importancia de la composicion de la
dieta en general, muestra una disminucién de la absorcibn cuando se aumenta el
contenido de fibra y contrariamente cuando se tiene una baja ingesta de Fe, Zn, Ca, 0
proteina. EI Cd unido a la metalotioneina puede ser absorbido por el tracto
gastrointestinal en forma intacta y entrar en la circulacion (alrededor de una absorcién de
5% en hombres y 10% en mujeres) (Nordberg G.F. 2007).

Distribucién y Metabolismo

Después de la absorcién en los pulmones o el intestino, el Cd se transporta a través de la
sangre a otras partes del cuerpo. El Cd en la sangre se encuentra principalmente en los
eritrocitos, donde se une a una fraccion de alto y de bajo peso molecular. La fraccién de
bajo peso molecular es similar a la metalotioneina, una proteina que también se une Cd
en el plasma. El Cd también se une en menor proporcién a compuestos ricos en grupos
tioles SH como el glutatién y la cisteina (Nordberg G.F. 2007).

En sangre se encuentra aproximadamente 0,06% de Cd y mas del 50% esti en los
hematies unido inestablemente a una seudoproteina (la metalotioneina). La
metalotioneina es el “medio de transporte” del Cd en el plasma sanguineo. El
aclaramiento sanguineo del Cd es rapido, se acumula principalmente en el riidén y en
adultos no expuestos llega a valores entre 7,4 y 8,8 mg, lo que representa entre 30% y
50% de su contenido corporal. La concentracién en la corteza renal es 1,5 veces mayor
que la del rifién total y se fija en las células del tibulo proximal. El higado de adultos no
expuestos tiene en promedio 2,7 mg de Cd. El Cd unido a la albimina es en gran medida
absorbido por el higado causando toxicidad en las células hepéticas (Oleru UG. 1976;
Kido T., 1991).

En los experimentos de exposicion cronica, se han encontrado mayores cantidades de
Cd en el higado y los rifiones. En algunos experimentos, se encontr6 que
aproximadamente el 75% de la carga en estos Organos. La distribucion de Cd a los
rifiones es de particular importancia debido a que el rifién es el 6rgano critico después de
la exposicion a largo plazo. Segun algunos reportes se habla de que el 50% se encuentra
en los rifiones, aproximadamente el 15% en el higado, y aproximadamente el 20% en los
musculos. La concentracion de Cd en la mayoria de los tejidos aumenta con la edad.
(Nordberg G.F. 2007). EI Cd también puede atravesar la barrera placentaria,
dependiendo también de la cantidad de nutrientes que tiene la madre, tales como Cu y
Zn. El Cd atraviesa la barrera placentaria facilmente, induciendo alli la sintesis de
metalotioneina, con la que forma el complejo Cd-metalotioneina, que se acumula
progresivamente en la placenta durante el embarazo, actuando como mecanismo
protector frente al transporte de Cd al feto. Al término del embarazo, la concentracion de
cadmio en la placenta es aproximadamente 10 veces mas que en la sangre materna. Por
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el contrario, la concentracion de Cd en el cordéon umbilical es alrededor de 2 a 3 veces
mas baja que en la sangre materna. Por ello, se infiere que el Cd puede interferir la
evolucién del embarazo por accién directa sobre el metabolismo de la placenta, pero no
por accion directa sobre el feto. En el recién nacido el Cd en sangre es de 30 a 50%
menor que el Cd en la sangre materna. La leche materna sélo secreta pequefias
cantidades (Vuori R. 1979)

Eliminacion

La eliminacion se lleva a cabo a través de las heces y la orina y comprenden sdélo
aproximadamente 0,01-0,02% de la carga de Cd total en el cuerpo. El aumento de
eliminacion por orina de Cd que se produce cuando aparece dafio. Debido a la gran
proporcion (90-95%) de Cd ingerido pero no absorbido, el Cd fecal total es un indicador
de la dosis de Cd ingerido; su valor es aproximadamente 50 veces mayor que la
eliminacion urinaria diaria. Los estudios en animales han demostrado que la verdadera
eliminacion de Cd en las heces es dependiente de la dosis, y es aproximadamente la
misma que la eliminacion urinaria (Nordberg G.F. 2007).

ABSORCION DISTRIBUCION

VIAS PULMONES2 Otros érganos: pancreas,
RESPIRATORIAS 5% retencion aorta, corazdn, musculo, piel
INHA- 15% No 60% Absorcion

LACION fumadores 50%
Fumadores Tejidos 6seos vi2: 20 - 40
afios

40 ug/d

Figura No. 1. Toxicocinética del Cadmio. Adaptado de Ramirez A., 2002

> SANGRE
1-2 ug/L
hematies
unidos a
TRACTO DIGESTIVO: metalotioneina
INGESTA 10% ADULTOS
> 10 NINOS PLASMA 1-2
ug/L
ELIMINACION
Contenido corporal:
1mg recién
na:::jflnon::vonrrng HIGADO 0.2 ug_/L [ Sudor, pelo ufias ]
CUTANEA 15% 0,2ug/g
MUSCULO 1ug/L
20%
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1.2.2. Cd en el ambiente

Los niveles de Cd en el medio ambiente son muy variables. Como se mencioné
anteriormente, las emisiones de Cd para el medio ambiente son normalmente
transportados continuamente entre los tres principales compartimentos ambientales, aire,
agua y suelos, sin embargo en un estado estacionario los niveles generales del metal
podrian establecerse.

Las principales fuentes de exposicién del ambiente (aire, suelo, agua) al Cd, est4 dado
por fuentes naturales y antropogénicas. En el aire se encuentra eventualmente pequefias
cantidades de compuestos de Cd adheridas a particulas en el aire, algunos suelos y
algunas rocas contienen Cd en diversas cantidades, generalmente pequefias, en mayor
proporcion en algunos combustibles fésiles o fertilizantes. Las fuentes naturales incluyen
lecho de roca subyacente o material parental transportado como glacial y aluvién. La
absorcion de Cd a los suelos se produce por deposicién aérea y los lodos de depuradora,
estiércol y la aplicacion de fertilizantes de fosfato. EI Cd es mucho menos maovil en suelos
gue en el aire y el agua. Los principales factores que regulan la especiacion de Cd,
adsorcion y distribucién en los suelos son pH, contenido de materia organica soluble,
contenido de Oxido metalico hidratado, el tipo y contenido de arcilla, la presencia de
ligandos organicos e inorganicos, y la competencia de otros iones metalicos (OCDE
1994). El uso de fertilizantes que contienen cadmio y lodos de depuracion son mas
citados como la razoén principal para el aumento en el contenido de cadmio de los suelos
en los dltimos 20 a 30 afios en Europa (Jensen y Bro-Rasmussen 1992).

Algunos de los valores o rangos del contenido de cadmio que se estiman como normales
son mencionados en la siguiente tabla:

Ambiente Concentracion de Cd
Aire en zonas rurales 0,1a5ng/ms
Aire en zonas urbanas 2al5ng/ m3
Aire en zonas industrializadas 15a150 ng/ m3
Exposicién ocupacional 2a50g/ms

<5 ng/L y5.20 ng /L en orillas

Agua —oceanos hasta un méaximo de 110 ng/L

Sedimentos 0,2 a 0,9 mg/kg

En la corteza terrestre 0,1 a 0,5 mg/kg

Las rocas igneas y metamorficas 0,02-0,2 mg/kg

Rocas sedimentarias 0,1 a 25 mg/kg

Reservas de agua potable 0,1 a 5,0 mg/kg
Produccion de cemento 2 mg/kg

Combustibles fosiles 0,5a 1,5 mg/kg

Fertilizantes de fosfato 10 a 200 mg/kg

Lechuga, espinacas, papay

alimentos de granos 30 a 150 ug/kg
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Carne y el pescado 5 a 40 pg/kg.
Despojos de animales, tales como
los rifiones y el higado < 1.000 pg/kg
Reservas de agua potable <1 pg/kg
Agua potable 50 pg/kg
Suelo no contaminado 250 pg/kg
Sitios de desechos peligrosos 4 mg/kg
Agua de sitios de desechos 6 mglkg
peligrosos

Tabla No. 1. Valores de concentracion de Cd en diferentes ambientes. International
Cadmium Association (2011). Disponible en http://www.cadmium.org

1.2.3. Toxicodinamica del Cd

Los efectos toxicos del Cd estan asociados a su reaccion con grupos sulfihidrilos de
enzimas Y la inhibicién consecutiva de la actividad enzimética. Debido a la disminucién
de la actividad de las enzimas implicadas en el metabolismo y la consecuente falta de
energia, algunos procesos en las células se ven afectados. Los trastornos de
metabolismo celular también dan lugar a produccion de radicales libres y dafa la
peroxidacion lipidica de las membranas celulares.

Efectos sobre la salud por exposicion a Cd

La inhalacion de vapores o particulas de Cd pueden ser mortales aunque los efectos
pulmonares sean agudos y las muertes sean poco frecuentes. La exposicién al Cd puede
causar dafio a los riflones. El primer signo de la lesion renal es por lo general una
disfuncién tubular, evidenciado por un aumento de la excrecién de proteinas de bajo
peso molecular (tales como B2-microglobulina y al-microglobulina) o enzimas tales como
N-acetil-B-D -glucosaminidasa (NAG). El dafio tubular inicial puede progresar a dafio
renal mas grave, se tiene evidencia que algunos trabajadores expuestos a Cd
desarrollaron disminucién de la tasa de filtraciobn glomerular (TFG). Un exceso de
célculos renales, posiblemente esta relacionado con un aumento de la excrecion de
calcio en la orina después del dafio tubular. Una alta exposicion al Cd a largo plazo
puede causar dafio 6seo; por primera vez en Japén, donde se descubrid la enfermedad
de ltai-Itai (una combinacién de osteomalacia y osteoporosis) en la década de 1950. La
exposicion fue causada por el agua contaminada con Cd utilizada para el riego de
campos de arroz locales. Algunos estudios fuera de Japén han informado hallazgos
similares (Jarup L., 2003, Nordberg G.F. 2007).

La inhalacion de humos de Cd produce irritacion del sistema respiratorio, puede causar
neumonitis quimica ademas de edema en los pulmones, lo que puede ser letal. La
exposicion crénica conduce al enfisema provocado por la disminucién de la actividad de
la a-1 antitripsina. La exposicion larga provoca dafio en los rifiones. Debido a la
acumulacion de Cd en las células tubulares y la falta de energia y dafio en las
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membranas célulo tubulares, provoca dafio en la reabsorcion tubular del calcio, fosfato,
aminoacidos y algunas células de bajo peso molecular (al microglobulina y B2
microglobulina). El cadmio es un carcindgeno humano causante del cancer de pulmaén.

Biomarcadores

Los niveles de Cd en orina y Cd en sangre son indicadores de una exposicion reciente.
La American Conference of Govermental Industry Hygienist sefiala que el Cadmio en
orina debe estar por debajo de 5ug/g de creatinina y el cadmio en sangre 5ug/L.

Tratamiento

Algunos farmacos quelantes que son beneficiosos para otros metales toxicos no son la
mejor opcidon ya que estd demostrado que pueden aumentar la toxicidad del Cd
movilizando e incrementando sustancialmente las concentraciones renales y la toxicidad.
El monoisoamil meso 2,3 dimecartosuccionato (Mi- ADMS) parece ser un agente
guelante eficaz para reducir el Cd en higado vy rifiones cuando se administra en forma
parental u oral.

Compartimiento

Tiempo de Vida Media

Nasofaringe y traqueo bronquios <24h
Sangre 2,5 meses
Rifidn 4 a 60 afos
Higado 4 a 19 afos
Organismo total 30 a 40 afios
Promedio del periodo total de absorcion 14 dias
Por ciento absorcién gastrointestinal 5%
Excrecion urinaria: vida media 10 a 40 afios

Concentraciones biolégicas criticas

Corteza renal

200 a 400 ug/g)

Rifién total: 2a20mg
Higado: de 30 a 42 mg/g
Orina > 5 mg Cd/ g de creatinina

Tabla No. 2. Caracteristicas toxicodindmicas del Cd en humano. Adaptado de Ramirez
A., 2002

1.3. Plomo

El plomo (Pb) es un metal gris-azulado que se encuentra naturalmente en pequefas
cantidades en la corteza terrestre. Este metal se encuentra distribuido en el ambiente. En
su mayoria proviene de actividades como la mineria, manufactura industrial y de quemar
combustibles fésiles. El Pb tiene muchos usos diferentes, tales como la fabricacién de
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baterias, municiones, productos de metal (soldaduras y cafierias) y en laminas de
proteccion contra los rayos X. Debido a los grandes riesgos en la salud por exposicién a
este metal; la cantidad de Pb en pinturas y ceramicas y en materiales para
recubrimientos y soldar se ha reducido considerablemente en los ultimos afios (ATSRD,
2007). La intoxicacion por Pb ocurre luego de la exposicion a este metal; este tiene
muchos usos y fuentes como pueden ser baterias para autos ya mencionadas, aditivo en
la gasolina, revestimiento de cables, produccién de tuberias, cisternas, proteccion de
materiales expuestos a la intemperie, fabricacion de municiones, pigmentos para pinturas
y barnices, fabricacion de cristales, esmaltado de ceramica, litargirio, soldadura de latas,
Las fundiciones de plomo, la fabricacibn y desarmado de baterias para autos y la
industria de la cerdmica constituyen la principal fuente de intoxicacion laboral en nuestro
medio (Valdivia M.M; 2005).

El Pb en los productos alimenticios se origind en macetas que se utilizan para la coccién
y el almacenamiento, y el acetato de Pb fue utilizado anteriormente para endulzar el vino
de Oporto. Durante el dltimo siglo, las emisiones de Pb en el ambiente tienen mas
contaminado nuestro medio, mas del 50% de las emisiones de Pb son procedentes de la
gasolina. Actualmente las emisiones de los paises desarrollados han disminuido
considerablemente debido a la introduccién de la gasolina sin Pb hace cerca de 30 afios.
La exposicion ocupacional es debido al Pb inorganico que se produce en las minas y
fundiciones, asi como la soldadura de Pb, y en plantas de baterias. Una exposicién mas
baja 0 moderada puede darse en la industria del vidrio. Los altos niveles de emisiones de
Pb al aire pueden contaminar las zonas cercanas a las minas y fundiciones. El Pb en el
aire se deposita en el suelo y en el agua, llegando asi a los seres humanos a través de la
cadena alimentaria (Shibamoto T., 1993, Nordberg G.F. 2007).

El Pb se ha detectado en todos la mayoria de los alimentos analizados, incluso aquellos
gue han crecido lejos de las zonas industrializadas. Analisis recientes sugieren un nivel
natural de Pb del orden de 0,3 ppb en algunas especies de peces. En general, los
alimentos vegetales que crecen en las zonas industrializadas o cerca de autopistas de
alto trafico contienen niveles significativamente mas altos de Pb que los alimentos
cultivados en areas remotas. Para los productos de origen animal, los niveles mas altos
de Pb se encuentran en el hueso. En promedio, la ingesta total de Pb de los alimentos se
estima que estara en el intervalo de 0,2-0,4 mg/dia, mientras que en el agua es
aproximadamente 0,01 mg/dia. Anteriormente, las latas soldadas con Pb eran una fuente
bien conocida de Pb, que contaminaba los productos alimenticios tales como férmulas
infantiles, leche en polvo, jugos infantiles y alimentos para bebés; frecuentemente se
encontraban niveles de Pb de hasta 0,5 ppm en estos productos. Los andlisis de atun
blanco indican que el tratamiento convencional de los alimentos aumenta de forma
considerable los niveles de Pb en los productos enlatados (Shibamoto T., 1993, Nordberg
G.F. 2007).

De manera general hasta un 50% de Pb inorganico inhalado puede ser absorbido en los
pulmones. En los adultos se puede tomar hasta 10-15% de Pb en los alimentos, mientras
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gue los nifios se pueden absorber hasta el 50% a través del tracto gastrointestinal. EI Pb
en la sangre se une a los eritrocitos y la eliminacion es lenta principalmente a través de la
orina. EI Pb es acumulado en hueso, y soOlo se libera lentamente desde este
compartimento corporal. La vida media en la sangre es de aproximadamente 1 mes y en
hueso 20-30 afios. En los adultos, el Pb inorganico no penetra la barrera
hematoencefalica, sin embargo; en los nifios es menos desarrollada esta barrera y
sumado a la alta absorcidén gastrointestinal hace a los nifios especialmente susceptibles a
dafio cerebral por la exposicion Pb. Los compuestos organicos de Pb penetran en el
cuerpo y a las membranas celulares. El tetrametilo de Pb y el tetraetilo de Pb penetran la
piel facilmente. Estos compuestos también pueden cruzar la barrera hematoencefalica en
los adultos, y por lo tanto los adultos pueden sufrir de encefalopatia asociado a la
intoxicacion aguda por compuestos organicos de Pb (Shibamoto T., 1993, Nordberg G.F.
2007). Este metal posee una vida media en sangre de aproximadamente 7 - 35 dias, en
tejidos blandos cerca de superior a 40 dias y en tejido dseo entre 20 — 30 afios (Gutiérrez
et al. 2004, Valdivia 2005)

La Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer (IARC) ha determinado que el
plomo inorganico probablemente es carcinogénico en seres humanos y que no hay
suficiente informacion para determinar si los compuestos organicos de Pb pueden
producir cancer en seres humanos, esta clasificado en el grupo 2B. Unos pocos estudios
han sido publicados, la evidencia general para el Pb como un probable carcin6geno son
el cancer de pulmén, cancer de estdmago y gliomas.

1.3.1. Toxicocinética del Pb (Figura No. 2)

El grado de absorcién de Pb en el tracto gastrointestinal depende de varios factores. Un
factor es la forma quimica en la que se encuentra el Pb. Los compuestos organicos tales
como tetraetilo de Pb se absorben facilmente en el tracto gastrointestinal (> 90%) vy
finalmente se acumulan en el hueso, y en menor medida en el rifion, musculo, sistema
nervioso central y el higado. En circunstancias normales en el adulto, los compuestos
inorganicos de Pb se absorben en poca proporciéon en el tracto digestivo (5-10%). La
absorcién de Pb inorganico en los bebés y los nifios es mucho mayor, sin embargo, con
estimaciones en el rango de 40-50%. El Pb absorbido se excreta principalmente en la
orina (75%) y las heces (16%). La deficiencia de Fe también afecta a la absorcién de Pb
en el tracto gastrointestinal. La disminucion de la ingesta de Zn también da a lugar a un
aumento de la absorcién gastrointestinal y un aumento de la toxicidad del Pb. (Shibamoto
T.,1993, Nordberg G.F. 2007).

Absorcion

La absorcion es diferente dependiendo del tipo de sal de la cual se esta hablando, al
igual que su distribucion; como es el caso de compuestos como Oxidos, sales o
compuestos organicos como el tetraetil y tetrametilo de Pb (Coérdoba 2006). Sus
principales vias de ingreso son la aérea y la oral; teniendo en cuenta que la entrada por
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via dérmica es relativamente efectiva como barrera a la entrada del toxico; teniendo en
cuenta que los compuestos organicos de este metal pueden absorberse en niveles
realmente peligrosos como es el caso del tetraetil de plomo con una dosis mortal de 700
mg/kg en conejos, siendo esta dosis seis veces mayor que por via oral (Cérdoba 2006;
Ramirez 2005).

Por Inhalacién

El Pb puede ser inhalado en forma de aerosol. El patron de deposicién de Pb inhalado en
el tracto respiratorio depende del tamafio de particula. Las particulas con un diametro > 5
um se depositan principalmente en la parte superior y medias de las vias respiratorias.
Estas particulas son absorbidas desde el tracto gastrointestinal cuando son inhaladas por
la boca con un tamafio en el intervalo 0,01-5 pm, 10 a 60% se depositan en la via
alveolar y en el caso de particulas inhaladas a través de la nariz la fraccion absorbida es
mucho méas baja. La tasa de absorciébn depende de la solubilidad de las especies
guimicas de Pb (Valdivia 2005). ElI grado de absorcion por via respiratoria es
directamente afectado por el tamafio de la particula téxica (menor a 5 ym) asi como por
el volumen y la frecuencia respiratoria (Valdivia 2005; Ramirez 2005).

Por ingestién:

El Pb se absorbe en el tracto gastrointestinal, aproximadamente hasta un 60%. En las
comidas, por las sales de Pb solubles aproximadamente un 8% son absorbidas. Después
de la ingestién de Pb, éste se absorbe activamente, dependiendo de la forma, tamafio,
transito gastrointestinal, estado nutricional y la edad; hay mayor absorcién de plomo si la
particula es pequefia, si hay deficiencia de hierro y/o calcio, si hay gran ingesta de grasa
6 inadecuada ingesta de calorias, si el estbmago esta vacio y si se es nifio, ya que en
ellos la absorcién de plomo es de 30 a 50 % mientras que en el adulto es de 10%. Una
ingesta baja en Fe se ha asociado con un aumento de absorciéon de Pb. La vitamina D
aumenta la absorcién de plomo. Otros agentes también pueden afectar la absorcién de
Pb (Valdivia M.M; 2005).

Piel: Una proporcion de sales de Pb inorganico soluble aplicadas sobre la piel es
absorbida.

Distribucion

Posterior a su absorcién el plomo se distribuye en compartimentos (hueso, sangre y
tejidos blandos). Inicialmente circula en sangre unido a los glébulos rojos (un 95% unido
a eritrocitos; posteriormente se distribuye en tejidos blandos (higado, rifion, medula 6sea
y sistema nervioso central); pasado entre uno y dos meses se difunde a los huesos
donde permanece inerte y no toxico (Valdivia 2005).

En sangre: El Pb absorbido es transportado por la sangre y distribuido en un 90% a
hueso y el restante a tejidos blandos, higado y rifién. Atraviesa facilmente la barrera
placentaria y trae también efectos deletéreos en el feto. La vida media del Pb en el
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organismo es variable, segun el lugar en donde se encuentra; de 3 a 4 semanas si el
metal se encuentra en sangre; de 4 semanas si se depositd en tejidos blandos y de 20 a
27 afios si esta en tejido 6seo (Arroyave C.L., 2008).

Dentro de la sangre esta presente en los eritrocitos, dejando sélo una fraccion de menos
de 1 al 5 % libre en el plasma (Ramirez 2005). A altas concentraciones de Pb en sangre
de la fraccién de Pb en plasma aumenta. La razon de la union de Pb en los eritrocitos
parece ser la alta afinidad del Pb por la deshidratasa &cido 6-aminolevulinico, una enzima
presente en todas las células, incluyendo los eritrocitos. Es la segunda enzima en la via
hemo; es una enzima de 250-kDa, que contiene cuatro sitios activos, cisteinas reactivas,
y dos tipos diferentes de sitios de unién a Zn. El Pb puede reemplazar algo de Zn, y tiene
aproximadamente 20 veces mayor afinidad por la proteina que el Zn. Tal union causa
inhibicion de la actividad de la enzima (Nordberg G.F. 2007).

Biotransformacion

Solo hay indicios de que los microorganismos pueden metilar el Pb inorganico. No se
sabe si esto puede ocurrir en el tracto gastrointestinal. No hay indicios de metilacion o
cualquier otra biotransformacion en los tejidos (Nordberg G.F. 2007). Ya absorbido el Pb,
este circula unido a los globulos rojos, forma con los fosfatos del plasma fosfatos
coloidales que son solubles y constituyen el Pb circulante y toxico. Este se deposita en
rifiones, higado, piel, glandulas y sistema nervioso central como ya se habia mencionado
y en huesos largos, donde puede ser movilizado huevamente, cuando existe acidificacion
del pH sanguineo (Cérdoba 2006). El plomo inorganico no se metaboliza. EI metabolismo
del Pb es similar al del calcio, iniciado por la accién de las enzimas el fosfato plumboso
se convierte en fosfato plumbico siendo éste aproximadamente 100 veces menos
soluble, ocasionando la iniciacion de los depoésitos (Cordoba 2006; Nordberg 1998).

Eliminacion

El Pb se excreta del cuerpo, principalmente a través de la orina y las heces; también hay
otras rutas de menor de eliminacion. Por orina en un 76% y en heces 16%, siendo
claramente la via urinaria la mas relevante. Se menciona que existe filtraciébn glomerular
y un relativo grado de reabsorcion tubular; igualmente que en los nifios la via de
eliminacion gastrointestinal es tan relevante como la via urinaria (Cérdoba 2006,
Nordberg 2007) En exposiciones bajas, la excrecién en las heces es aproximadamente la
mitad que en la orina, a niveles mas altos probablemente menos (Nordberg. 2007).

Rifiones: La excrecién en la orina se produce a través filtracion glomerular, aunque la
filtracion es, probablemente, seguida por la reabsorcion tubular parcial. Hay un ritmo
circadiano en la tasa de excrecion urinaria del Pb, con una disminucién durante la noche.
Por otra parte, la tasa de excreciéon se ve afectada por el flujo urinario. EI Pb también se
excreta a través de la bilis y jugo pancreético. Posiblemente, la excrecion en la bilis es en
la forma de un complejo Pb-glutation.
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El Pb en cierta medida es excretado en la saliva y el sudor. Se excreta en cantidades
muy minimas como en las en las ufias y el pelo (Ramirez 2005). El Pb también se
incorpora en el semen, la placenta, el feto y la leche.

ABSORCION DISTRIBUCION
TRACTO \ Tejidos blandos: higado, rifion,
GASTROINTESTINAL medula ésea y SNC. vi/2: 1 mes
POR Pb ORG. >90%;
INGESTION Pb INORG. 5-10% en
adultos Huesos: 90% del Pb
40-50% en nifios / [ vi/2: 20 -27 afios }
A En sangre: 95%
PIEL > Absorcién con unido a ,
[ compuestos org. de Pb eritrocitos ELIMINACION

J

Vi/: 3- 4 semanas

TRACTO
RESPIRATORIO

Orina: 76%

POR Heces: 16%

INHALACION

10-60% Alveolar Sudor, pelo ufias

<10%

Figura No. 2. Toxicocinética del plomo en humanos. Adaptado de Ramirez 2005 y
Valdivia 2005

1.3.2. Pb en el ambiente

El Pb se encuentra en el ambiente en forma natural. Sin embargo, la mayoria de los
niveles altos que se encuentran en el ambiente se originan de actividades humanas. En
general el Pb es poco mévil en el ambiente; se dispersa en forma de particulas por
fuentes de aire y a su vez es eliminado por accion gravitacional por la lluvia; de igual
manera en el suelo es poco mdvil encontrandose en capas poco profundas de los
subsuelos de la corteza terrestre; cuando existe mayor presencia de materia organica y
coloides inorganicos su interaccion es mayor; de manera inversa al aumentar el pH de
los suelos se disminuye la interaccion y este se hace mas movil; esta movilizacién en el
suelo dependera del tipo de sal de Pb y de las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo
(ATSDR 2007; ILA, 2013). En aguas el Pb es ligeramente encontrado ya que este se
decanta facilmente y se deposita en sedimentos; sin embargo, estd visto que las
pequefias particulas que quedan suspendidas en la atmosfera, pueden llegar a los suelos
y a las aguas a través de la lluvia acida. En aguas superficiales provoca perturbaciones
en el fitoplancton, que es una fuente importante de producciéon de oxigeno en los
océanos y de alimento para muchos organismos acuéticos (ILA, 2013). El Pb puede
permanecer adherido a particulas del suelo o de sedimento en el agua durante varios
afos. Es poco probable la movilizacion del Pb desde particulas en el suelo al agua
subterranea a menos que la lluvia que cae al suelo sea acida (ATSDR 2007; ILA, 2013).
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1.3.3. Toxicodinamica del Pb

Debido a que el Pb no tiene funcién biolégica en ningan organismo vivo; genera dafios y
efectos adversos en la salud cuando se tienen niveles de este metal en cualquiera de los
sistemas anteriormente mencionados (Gonzélez et al. 2008).

El mecanismo de acciéon estd dado por la afinidad del Pb por los grupos sulfhidrilo
principalmente por las enzimas dependientes de zinc, inicialmente el Pb interfiere con el
metabolismo del Ca cuando este estd en concentraciones bajas. El Pb reemplaza el Ca
comportandose como segundo mensajero intracelular, alterando la distribucion de Ca en
los compartimientos dentro de la celula; activa la proteinquinasa C, se une a la
calmodulina e inhibe la bomba de Na-K-ATPasa, lo que aumenta el Ca intracelular
(Valdivia 2005).

Efectos sobre la salud por exposicion a Pb

Los sintomas de la intoxicacién aguda por Pb son dolor de cabeza, irritabilidad, dolor
abdominal y varios sintomas relacionados con el sistema nervioso. También se puede
presentar encefalopatia que se caracteriza por la falta de suefio e inquietud. Los nifios
pueden ser afectados por alteraciones del comportamiento, aprendizaje y dificultades de
concentracion. En casos graves de encefalopatia, la persona afectada puede sufrir de
psicosis aguda, confusion y disminucion de la consciencia. Las personas que han sido
expuestos al Pb durante mucho tiempo pueden sufrir de deterioro de la memoria, tiempo
de reaccién prolongado y disminucién de la capacidad de entender. Las personas con
niveles promedio de Pb en sangre menores de 3 mmol/L pueden mostrar signos de
sintomas nerviosos periféricos con menor velocidad de conduccién nerviosa y la
reduccion de la sensibilidad cutanea. Si la neuropatia es severa la lesién puede ser
permanente. En los casos menos graves, el signo mas evidente de la intoxicacion por Pb
es la perturbacion de la sintesis de la hemoglobina. La exposicién al Pb a largo plazo
puede llevar a anemia. Investigaciones recientes han demostrado que la exposicién al Pb
de bajo nivel a largo plazo en los nifios también puede llevar a la disminucion de la
capacidad intelectual (Nordberg G.F. 2007). Otros efectos de toxicidad son en el sistema
nervioso central: cefalea, fatiga, disminuciéon de la libido, encefalopatia, en el sistema
nervioso central: debilidad motora; en el sistema renal: insuficiencia, proteinuria leve; en
sangre: anemia, punteado basofilo; en el sistema gastrointestinal: nausea, constipacion,
pérdida de peso, dolor abdominal, anorexia; reumatolégico: mialgias, gota; sistema
reproductivo: oligospermia; sistema cardiovascular: hipertension (Valdivia 2005).

Biomarcadores

Los marcadores de exposicion como las plumbemias y las plumberias son las mas
conocidas en los casos de intoxicacion por Pb ya que los niveles sanguineos son
bastante importantes. La plumbemia demuestra el Pb circulante y es fugas en la medida
gue el metal pasa a los depdésitos. Diferentes factores modifican estos valores, como el
tiempo de contacto con el metal y la toma de muestra. Algunos valores son considerados
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cifras promedios en la clasificacion de los pacientes: hasta un 40ug/100 ml niveles para
poblacion normal no expuesta; hasta un 60 ug/100 ml para poblacién expuesta, entre 61
a 70 pg/100 absorcién peligrosa y mayor a 71 ug/100 ml intoxicacion (Cérdoba 2006).
De igual manera en adultos los niveles de Pb sanguineo pueden ir hasta 25 ug/100 ml y
en nifios hasta 10 ug/100 ml. Para evaluar la efectividad del tratamiento con quelantes y
la vigilancia de pacientes expuestos a Pb orgéanico las cifras normales son hasta 150
ug/100ml (Coérdoba 2006; Garcia et al. 2010).

Entre los indicadores de efecto se encuentra el ALA-U o Ala urinario con una cifra normal
de D-ALA (acida delta amino-levulinico) hasta de 6mg/L. Las coproporfirinas hasta de
161 pg/100 ml en orina de 24 horas y la protoporfirina zinc eritrocitaria (ZPP) con valor
biol6gico aceptado de 100 ug/100 ml como prueba de efecto (Cordoba 2006).

Tratamiento

Consiste en aislamiento de la fuente de exposicion con posterior tratamiento quelante
cuando la plumbemia es mayor de 60 pug/100ml o segun clinica. Los quelantes usados
son en general los mismos que para cualquier intoxicacion plimbica. EI EDTA calcico ha
sido asociado con redistribucion del plomo hacia tejido blando y cerebro, precipitando la
encefalopatia plumbica en aquellos pacientes con absorcion continuada de plomo y con
alta carga corporal de este metal; por lo que en estos casos se debe asociar en el
tratamiento el siguiente quelante Dimercaprol (BAL) que se asocia a EDTA-Ca en casos
de encefalopatia o plumbemia mayor a 100 mg/100ml en adultos y mayor a 60 mg/100 ml
en nifios Acido dimercaptosuccinico (DMSA), tiene la ventaja de que provoca pocos
efectos adversos y de que se usa por via oral (Valdivia 2005).

1.4. Evaluaciéon de la matriz - leche

La presencia de la leche en la dieta es fuertemente administrada debido al alto contenido
de proteinas y minerales esenciales este alimento para la promocién del crecimiento y el
mantenimiento de la vida humana. En los tres periodos de la vida, la leche es importante
durante la: 1) durante la infancia, el suministro de proteinas, minerales y grasas para
apoyar el desarrollo del cuerpo; 2) durante la adolescencia, ofrece condiciones para un
rapido crecimiento de la construccion de los musculos consistentes, huesos y sistema
endocrino, y 3) para las personas de edad avanzada representa una fuente de Ca
esencialmente para mantener la integridad de los huesos. (Acosta N.M 2011; Pereira
J.S.F.). Las tasas de crecimiento en el primer afio de vida y en la edad de la
adolescencia son los més altos en todo el periodo de vida de una persona, y la cantidad
diaria de leche es de 1 litro por dia para los adolescentes de edades comprendidas entre
11 y 18 afios. La composicion media de la leche en términos de porcentaje es: agua 85,8;
lactosa 4,9; grasa 3,9; proteina 3,5, y sales 0,9. La importancia de cada componente
representa la necesidad diaria para el cuerpo (Pereira J.S.F.).

Como la leche (principalmente de vaca) es un componente esencial de la dieta posterior
de los lactantes, la calidad de ella influye en la continuidad de la salud de los nifios y los



22 Determinacion de los niveles de Pb y Cd en leche procesada

adolescentes. Por lo que es necesario que la leche sea obtenida a partir de animales
sanos, que las practicas de recolecta y almacenado estén en condiciones satisfactorias
libres de contaminacion del medio ambiente (Pereira J.S.F.; Acosta N.M. 2011). La leche
contiene mas de 300 constituyentes nutricionales necesarios para el crecimiento y
desarrollo del neonato e infante como son lipidos, proteinas, vitaminas y minerales;
dentro de los minerales podemos encontrar algunos metales que resultan esenciales en
nuestra dieta como pueden ser el Fe, Co, Cu, Mn, Mo y Zn; sin embargo, existen otros
metales que no cumplen funcién bioldgica alguna conocida y es mejor evitarlos siempre,
tal es el caso del Hg, Pb, Cd entre otros (Pereira J.S.F.; Acosta N.M. 2011).

El creciente interés sobre el contenido de estos metales esenciales o contaminantes en
la leche va en funcién de su uso como indicador de calidad, cuyo objetivo real es
asegurar y asi poder ofrecer al consumidor una leche con buena riqueza nutricional y
segura. El consumo de leche que contenga metales contaminantes o téxicos en
cantidades superiores a los niveles permitidos por las autoridades sanitarias puede
favorecer la aparicion de trastornos de la salud tanto en animales como en el hombre.
Algunos de los signos y sintomas generales pueden ser la pérdida del apetito, cuadros
de anemia, un crecimiento retardado o la disminucion de los indices productivos y
reproductivos (Ataro A., 2008; Pereira J.S.F.; Acosta N.M. 2011). También se considera
gue pueden causar una alteracion del sistema inmune, asi como en casos especificos la
presentacion de alteraciones mutagénicas, carcinogénicas, teratogénicas y abortos;
dichos sintomas varian de acuerdo a la exposicién, a la dieta, al tipo de metal expuesto
entre otras muchas variables. Los nifios han demostrado ser la poblacién mas sensible a
Cd y Pb que los adultos. Por lo tanto, es importante vigilar los niveles principalmente de
elementos toxicos en la leche de consumo humano, que forma una fuente importante de
nutricion en la infancia (Ataro A., 2008).

La leche bovina es un alimento con alto valor nutricional un alimento y su composicion
varia en funcion de la raza, alimentaciéon, edad, periodo de lactacién, época del afio y
sistema de ordefio, entre otros factores. Como principal componente tiene el agua, al
cual le sigue fundamentalmente la grasa, proteinas e hidratos de carbono; ademas
contiene, diferentes proporciones de minerales (P, Ca, Zn y Mg) y de vitaminas (A, D, B2,
B1, B6 y B12) (Ataro A., 2008).

De acuerdo a Acosta N.M et. al del Instituto Nacional de Salud uno de los peligros mas
relevantes que afectan la leche, se mencionan los microorganismos patégenos, la
presencia de toxinas, las sustancias quimicas tales como residuos de plaguicidas usados
en la produccion agricola de forrajes y en control de plagas que afectan los cultivos,
residuos de medicamentos veterinarios usados para el manejo sanitario de los bovinos,
metales pesados, los cuales pueden causar alteracién microbioldgica y fisico-quimica en
este producto.

De acuerdo a organizaciones como la FAO y OMS indican que la presencia de
compuestos o0 sustancias quimicas que son potencialmente dafiinos para los
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consumidores requieren una alta importancia de realizar estudios de evaluacion de
riesgos en peligros quimicos en alimentos (Acosta N.M, 2011).

La contaminacion de la leche con diferentes tdéxicos puede darse durante el proceso de
produccion dado que el bovino puede estar expuesto a trazas de metales pesados,
dioxinas, furanos, bifenilos policlorados e hidrocarburos aromaticos policlorados (Acosta
N.M, 2011). Igualmente puede contaminarse con residuos de plaguicidas y toxinas
presentes en los piensos y pastos con que son alimentados o con residuos provenientes
de medicamentos veterinarios aplicados al bovino (Acosta N.M, 2011).

La fuente de los contaminantes quimicos que pueden llegar al bovino y excretarse en la
leche como se presenta en la siguiente figura:

Alimentos
(Piensos,
pastos, agua)

Ambientales Hombre

(aire, suelo, ) (actividades
agua) ‘ antropogenicas)

Mejoramiento
productivo y
manejo
sanitario
(Medicamentos)

Figura No. 3. Fuentes de contaminantes quimicos en la leche. Adaptada de Acosta N.M
2011

Dentro de los contaminantes ambientales se encuentran los metales pesados, dioxinas,
furanos, bifenilos policlorados e hidrocarburos arométicos policiclicos, los cuales drevivan
tanto de fuentes naturales como de actividades antropogénicas (procesos industriales,
manejo de desechos solidos y liquidos, actividades agricolas) entre muchas otras
fuentes. Estas actividades han favorecido la emision de estos agentes contaminantes
hacia los ecosistemas, lo que puede conllevar a su incorporacion en los alimentos como
la leche (Acosta N.M, 2011).

Los contaminantes metdlicos se encuentran en todos los medios ambientales (suelo,
agua y aire) y pueden provenir de diferentes fuentes como baterias, lodos, emisiones del
transporte, pinturas, textiles, industrias metallurgicas, combustion de materiales
calefactores, fertilizantes y curtiembres entre otros. Algunas industrias, durante sus
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procesos de produccion, han sido emisoras de metales pesados al medio ambiente
durante muchos afos; tal y como ya se ha mencionado a lo largo de este texto (Acosta
N.M, 2011).

Debido a las diversas fuentes de contaminacién ambiental, la leche es susceptible a
contaminarse con los metales pesados y metaloides como As, Cd, Pb, Hg, Se y Zn.
Estos pueden llegar al animal por consumo directo de agua contaminada o indirecto por
regadio de pastos y contaminacion del suelo. Sin embargo, la concentracion varia en
funcién de las actividades humanas cercanas a las areas de produccion (Acosta N.M,
2011).

En la busqueda realizada en el contexto nacional, no se identificaron reportes de
envenenamiento con leche contaminada con metales pesados. En el pais no esta
permitida la utilizacion de As en herbicidas, insecticidas, medicamentos veterinarios ni en
sales mineralizadas (Acosta N.M, 2011).

1.5. Analisis contexto nacional

En Colombia la leche bovina es utilizada por la mayoria de madres lactantes como
complemento de la alimentacién del bebé; de acuerdo con la informacién reportada por la
encuesta ENSIN 2005 cerca del 70 % la poblacion infantil entre los 6 y 23 meses de la
zona rural consume leche, mientras en la zona urbana el porcentaje de nifios se acerca a
al 80% (Acosta N.M, 2011). Finalmente, es necesario resaltar como ya se ha mencionado
gue la leche bovina es consumida por todos los grupos etareos de la poblacién, con lo
cual los grupos de alto riesgo como los nifilos, mujeres gestantes y ancianos estan
expuestos a los peligros presentes en este alimento generando un alto riesgo en salud
publica (Acosta N.M. 2011).

Por su parte, segin la Encuesta Nacional Agropecuaria (ENA) en el afio 2009, se
produjeron diariamente 15.752.509 litros de leche en el pais, de los cuales el 81% fue
comercializada en un 41% a la industria, 36% a los intermediarios y 4% a los demas. Del
19% restante, 9% fue procesado en finca y el otro 10% consumido en la misma
(MADR/CCI; 2009). Aparentemente se estima que la produccién de leche liquida en el
pais para el afio 2010 correspondié a 17.219.523 litros diarios (Acosta N.M. 2011;
MADR/CCI; 2009)..

Produccion Lechera en Colombia

En Colombia se presentan dos tipos de sistemas de produccién de leche, el
especializado (LE) y el doble propésito - DP (Carne y Leche), cada uno establecido en
regiones diferentes del territorio nacional. El sistema productivo especializado en leche
se localiza en las zonas del trépico alto (altiplano cundiboyacense, altiplano narifiense,
altiplano norte y nordeste de Antioquia) donde la temperatura ambiente se encuentra en
promedio entre 12 y 15°C. Este sistema se caracteriza por presentar la mayor adaptacion
de las razas Bos taurus (Holstein, Jersey, Normando, Pardo Suizo, Guernsey y Ayrshire),
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un uso intensivo de los factores de produccién (tierra, capital y mano de obra), uso de
fertilizantes, riego, rotacion de praderas, utilizacion de suplementos alimenticios vy
ejecucion de dos ordefos en el dia (Acosta N.M, 2011; Valderrama P.A., 2003)

El sistema de doble propoésito es caracteristico de zonas tropicales bajas; frecuentemente
se encuentra en zonas marginales distantes y con pobre dotacion de recursos biofisicos
y de infraestructura fisica. Se localiza principalmente en las regiones Caribe, eje cafetero
y de los llanos orientales. En este sistema predominan las razas Normando y Gyr
ademas de los cruces de Bos indicus con Bos taurus. El sistema de produccidén es
extensivo basado en pasturas de mala calidad nutricional que limita la productividad y
rentabilidad. La produccién puede estar destinada a autoconsumo, comercializacion
como leche cruda o industrializacion (Acosta N.M, 2011; Valderrama P.A., 2003).

De acuerdo al Conpes 3576 la produccion de leche en Colombia ha venido creciendo
significativamente, pasando de 3.917 millones de litros en 1990 a 5.757 millones de litros
en 2008, que representaron el 25% del producto interno bruto (PIB) pecuario y el 10,2%
del PIB Agropecuario para este Ultimo afio. En cuanto a la comercializacién, del total de
la produccion de leche nacional el 43% se comercializa informalmente, mientras que la
industria acopia el 32%, las cooperativas el 15% (de los cuales Colanta participa con el
80%) vy el restante 10% se destina al autoconsumo en finca (Conpes 3576; Valderrama
P.A., 2003).

Colombia es el tercer productor de leche en Sur América, el sexto en Américay el 23° en
el mundo. Presenta un rendimiento promedio de 6,1 kg/dia lo cual representa un grave
limitante para la competitividad si se tienen en cuenta algunos referentes internacionales
como Argentina con 15.6 L/vaca/dia o Estados Unidos con 30.6 L/vaca/dia. No obstante,
Colombia fue el pais que presentd la mayor tasa de crecimiento promedio anual con el
8,4%, entre los afios 2000 y 2008, a causa del inicio de mejoras en los suplementos
nutricionales y de la aplicaciéon de los resultados de la investigacion en genética de la
poblacion bovina (Valderrama P.A., 2003)..

Por su caracteristica de liposolubilidad, la leche es un medio de facil contaminacién por
agentes externos de tipo quimico tales como gases emitidos a la atmosfera, residuos
industriales, residuos de medicamentos, micotoxinas, residuos de plaguicidas, entre
otros. Varias de las sustancias quimicas incluidas en los grupos anteriores persisten en el
ambiente, son resistentes a la degradacién y pueden pasar al bovino, acumularse en
tejidos, como en la grasa, y eliminarse por las secreciones del animal dentro de las que
se encuentra la leche. A diferencia de los peligros biolégicos, cuyo recuento puede
disminuir durante la cadena productiva mediante procesos tecnolégicos (temperaturas y
otras medidas de inactivacion), los peligros quimicos varian poco y se mantienen hasta el
producto terminado y comercializado (Acosta N.M, 2011).

Muchas de las fuentes de contaminacién quimica estan relacionadas con factores a los
que esta expuesto el bovino provenientes del medio ambiente (agua, aire, suelo), la
alimentacion animal (concentrado, heno, pradera, ensilaje y otros), los procesos
relacionados con el mejoramiento productivo y el manejo sanitario del animal (control de
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enfermedades y parasitos en el animal; control de insectos en los establos, etc.). Estos
contaminantes pueden llegar al animal principalmente por ingestion, contacto directo o
administracion (medicamentos veterinarios) (Acosta N.M, 2011).

A nivel nacional la alimentacién esté constituida por forrajes de pastoreo debido a que es
una practica econémica con poco empleo de poca mano de obra, en los sistemas de
produccion bovina. Sin embargo, esta actividad se ve afectada tanto por condiciones
qguimicas vy fisicas del suelo y variaciones climaticas. A través de los forrajes y de los
suelos contaminados, pueden transferirse al animal sustancias quimicas como metales
pesados e hidrocarburos aromaticos policiclicos. También, el uso de plaguicidas y
abonos en la produccion agricola deja residuos en el suelo que luego son absorbidos por
los pastos y piensos que consumen los animales; igualmente, los alimentos concentrados
y piensos destinados para la alimentacion del ganado lechero pueden contaminarse con
micotoxinas principalmente por deficiencias en su almacenamiento (Acosta N.M, 2011).

En Colombia, hasta el momento, se cuenta con reglamentacién oficial de niveles
maximos de metales en leche normados en el decreto 4506 de 2013, por otro lado, en la
tabla siguiente se muestran los valores de referencia de ingesta semanal tolerable
provisional por consumo de estos contaminantes:

ISTP (Ingesta Semanal Tolerable Provisional) | Metal o metaloide
0,015 mg/kg de peso corporal As
7 ug/kg de peso corporal Cd
50 ug/kg de peso corporal Pb
1,6 yg/kg de peso corporal Metilmercurio

Tabla No. 3. Ingesta Semanal tolerable provisional de algunos metales y metaloides

Es de vital importancia enmarcar que el desarrollo de este trabajo se llevd en la ciudad
de Bogoté; por lo tanto las zonas de mayor conexion con las leches comercializadas e
nivel Bogota es la zona cundiboyacense. Los Valles de Ubaté y Chiquinquird han sido
una region lechera reconocida principalmente por su riqueza agroecolégica y por la
adaptacion de razas de ganado bovino con alto potencial lechero, por tal tanto desde
hace varias décadas una de las principales actividades de la zona consiste en la
comercializacion de leche y la fabricacion de muchos de derivados lacteos (Valderrama
P.A., 2003).

La carretera central que une a la Microcuenca con la Sabana de Bogota es una via que
pasa por los municipios de Ubaté, Susa, Capellania (Corregimiento de Fuquene),
Simijaca y Chiquinquira. Otras vias importantes para la comercializacion de leche fresca
son: entre Simijaca y San Miguel de Sema, entre Chiquinquira y San Miguel de Sema y
entre Ubaté y Lenguazaque. A continuacion se muestra la participacion de este sector en
el mercado de Bogotd; lo que indica el crecimiento durante la Ultima década (Valderrama
P.A., 2003).
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Municipio 1990 1994 2001
Ubaté 125.080 203.990 224.000
Fuquene - - 10.000
Simijaca 70.000 142.205 243.000
Chiquinquira 43.000 171.778 70.000
San miguel de sema - - 40.000
Total 238.080 517.973 582.000
Tabla N. 4. Participacién en el mercado de Bogota D.C. (Litros/dia) (Valderrama P.A.,
2003).

La cadena lactea en esta zona estd estructurada por las siguientes actividades:
produccién primaria, transporte, acopio (enfriamiento), transporte en frio, transformacion
0 procesamiento, y distribucion. Como agentes de la cadena se pueden definir los
productores, intermediarios, enfriadores, industriales, comercializadores de leche cruda y
de queso, distribuidores y consumidores de acuerdo de a Figura No. 4.

MERCADO
» | COMERCIALIZADORES
- 7’ LOCAL
DE LECHE CRUDA
INTERMEDIARIOS
MERCADO
H TUNJA
> INDUSTRIA LOCAL e
A
T
0 ACOPIOS INDUSTRIALES — MERCADO
S — | PLANTAS SABANA DE BOGOTA BOGOTA
— L ENFRIADORAS PLANTAS B/MANGA MERCADO
a4 B/MANGA

Figura No. 4. Comercializacion de leche en la microcuenca de Valle de Ubaté y
Chiquinquira. Importancia de comercializacién en el mercado de Bogota. Adaptado de
Valderrama P.A., 2003



28 Determinacion de los niveles de Pb y Cd en leche procesada

1.6. Método analitico

1.6.1.Métodos para determinar Metales en Alimentos

Hoy en dia existen diversos métodos analiticos disponibles para el andlisis de minerales
y elementos traza en los alimentos. En gran parte la eleccion del método analitico,
depende de la instrumentacion disponible, la experiencia del laboratorio y los niveles de
concentracion del andlito requeridos. Los parametros que se deben considerar para la
seleccion de una técnica analitica incluyen: el limite de deteccion y de sensibilidad, la
precision analitica, el rango de trabajo analitico, los problemas con las interferencias, el
costo del instrumento, el rendimiento de muestras, la posibilidad de automatizacion y los
conocimientos y aptitudes del operador a cargo. Algunos de los métodos mas
frecuentemente utilizados son los mencionados posteriormente al igual que una muy
breve explicacion de ellos se detalla:

+ Espectrofotometria UV-Vis

+ Fluorometria

+ Espectrometria de emision atdmica de plasma acoplado inductivamente (ICP-
AES)

Espectrometria de masa de plasma acoplado Inductivamente (ICP- MS)
Espectrometria de absorcién atomica (AAS)

Espectrometria de absorcién atdmica de llama (FAAS)

Espectrometria de absorcion atomica de horno de grafito (GFAAS)
Espectrometria de absorcion atémica por generacion de hidruros (HGAAS)

ikl o S

Espectrofotometria UV-Vis

Fue la técnica mas comun para el andlisis de metales en los alimentos; sin embargo ha
perdido importancia en afios recientes debido al desarrollo de nuevas técnicas tales
como la espectrometria de absorciéon atémica. Se basa en la relaciéon entre la absorcion
de la radiacion visible o ultravioleta cercana de una solucién y la concentracion de las
especies coloreadas en la solucién. El analito tiene que ser convertido a un complejo
coloreado antes del andlisis. La instrumentacion basica es todavia relativamente simple y
de bajo costo en comparacién con los instrumentos que se requieren para las otras
técnicas de andlisis de metales. EI método puede automatizarse facilmente para el
andlisis rutinario y da resultados con una buena sensibilidad y precisién. Las desventajas
de esta técnica son que a menudo se requiere un control estricto del pH y un estado de
oxidacion especifico y también puede haber problemas con la interferencia de otros
metales (Skoog D.A. 2001).

Fluorometria

El método es relativamente barato y es muy sensible, varios 6rdenes de magnitud mejor
gue la espectrofotometria UV-Vis. Se utiliza frecuentemente para la determinacién de
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elementos traza en muestras bioldgicas y en alimentos que son mas dificiles de analizar
con otras técnicas. Algunos metales pueden ser transformados en complejos orgéanicos
asociados con iones o quelatos fluorescentes gque tienen la caracteristica de absorber luz
de una longitud de onda y en su lugar emitir luz de otra longitud de onda. La luz emitida o
fluorescencia es proporcional a la concentracion del andlito (Koh T.S. & Benson T.H.,
1983)

Espectrometria de emision atdmica de plasma acoplado
inductivamente (ICP-AES)

La ICP-AES es una técnica multielemento que permite el andlisis simultdneo de un gran
namero de elementos. Se basa en la medicidon de la radiacién de la linea espectral
emitida por atomos excitados en un plasma de Ar generado por calentamiento inductivo
con un campo electromagnético de alta frecuencia. Los principales componentes de un
instrumento ICP-AES son la antorcha plasmatica, el nebulizador y el policromador. La
antorcha consiste en 3 tubos concéntricos de cuarzo rodeados por una bobina de
induccién enfriada por agua conectada a un generador de alta frecuencia. El plasma es
creado al hacer que el Ar sea conductivo al exponerlo a una descarga eléctrica que crea
electrones e iones. Bajo la influencia del campo electromagnético de alta frecuencia, las
particulas cargadas calientan el Ar hasta que el plasma alcanza una temperatura de
5500-8000 °K. Esto lleva a una vaporizacion casi total del andlito y a una alta eficiencia
de atomizacion. La muestra solubilizada es introducida via nebulizador dentro de la
antorcha utilizando un flujo transportador de Ar de 1 L/min. Para el gas que enfria se
requiere de un flujo de gas mucho mayor, por lo general, 10 L/min. La técnica mas comun
de introduccion de la muestra es via nebulizador. Se utilizan varios tipos de
nebulizadores para generar aerosoles a partir de muestras liquidas: nebulizador
concéntrico, nebulizador Babington, nebulizador de flujo cruzado y nebulizador
ultrasénico. Cada tipo de nebulizador presenta caracteristicas diferentes respecto a
eficiencia, tolerancia a altas cargas de sales y estabilidad. Son muchas las técnicas de
introduccion de la muestra en la ICP-AES ademés de los nebulizadores convencionales:
nebulizacion termo-spray, evaporacion electrotérmica, generacion de hidruros y muestra
soélida directa utilizando ablacién laser (Vandecasteele 1993).

Las interferencias espectrales de los elementos de la matriz, de especies moleculares o
del gas argén son algunas desventajas del espectro de emision de ICP lo que hace
complejo su andlisis. Estas pueden ser minimizadas utilizando espectrometros de alta
resolucion. El alto costo del sistema y funcionamiento de este éste debido al alto
consumo de Ar es otra gran desventaja. Sin embargo, ICP-EAS ha encontrado una gran
aplicacién en el andlisis de alimentos debido a su muy alto rendimiento de muestras
(Vandecasteele 1993).
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Espectrometria de masa de plasma acoplado inductivamente (ICP-
MS)

Es una técnica analitica relativamente nueva comparada con los métodos ya descritos,
se ha posicionado como una de las técnicas mas Utiles y versatiles para la determinacion
de trazas en el analisis de alimentos. La ICP-MS surge de combinar la capacidad
multielemento y el amplio rango de trabajo lineal de la ICP-EAS con los limites de
deteccién excepcionalmente bajos de la GFAAS (Vandecasteele 1993). Aqui en esta
técnica, se combina una fuente de ion plasma a alta temperatura y a presién atmosférica
con un espectrometro de masa bajo vacio como un detector sensible. El plasma
acoplado inductivamente se genera tal como se describe anteriormente para ICP-EAS.
Los iones producidos en el plasma son muestreados en una direccion axial a través de
un orificio estrecho (aproximadamente 0,7-1,2 mm de didmetro) dentro de un interfaz
bombeado diferencialmente con lentes electroestaticos y desde alli extraidos hacia el
analizador de masa. Para la mayoria de los tipos de ICP-MS, se utiliza un cuadrupolo
para la separacion de masa, pero recientemente se encuentran disponibles instrumentos
de sector magnético de alta resolucion (Vandecasteele 1993). Los iones transmitidos son
detectados por un multiplicador de electrones "fuera de eje", el cual puede operarse en
los modos anélogo y/o conteo de pulso. La captura de los datos puede hacerse en los
modos de exploracion (scanning) o de pico. En el primer modo, se explora la region de la
masa con los is6topos de interés mientras que en el modo de pico sélo se miden los
iones preseleccionados. La forma mas comun de introducir la muestra es la inyeccién
directa de soluciones utilizando un nebulizador neumético y una camara "spray". Se
dispone de una variedad de tipos diferentes de nebulizadores similares a aquellos
utilizados por la ICP-EAS. Debido a la alta temperatura del plasma, los compuestos del
andlito en el aerosol son disociados eficientemente, atomizados y se forman iones con
una carga positiva. Mas de 50 elementos son ionizados a M+ en una proporcion de >
90% (Vandecasteele 1993; Nardi E.P. et. al 2009). Desafortunadamente, también se
producen picos de iones de Oxidos (MO+), iones cargados doblemente e iones
poliatbmicos (por ejemplo ArNa+) ya sea a partir del analito, la matriz de la muestra o del
solvente. Estos picos complican el espectro y pueden causar serias interferencias
espectrales si ocurren en masas de iones con carga individual. La ICP-MS también sufre
de efectos de la matriz, por ejemplo la matriz induce cambios de la intensidad de la sefial
iGnica especialmente en concentraciones de > 1 g/L de sodlidos disueltos. En altas
concentraciones de sales, pueden observarse efectos de la matriz tales como supresion
de la ionizacién o efectos de carga espacial. Se utilizan diversos métodos para corregir o
superar estos efectos de la matriz: dilucién de la muestra, compatibilizacion de la matriz,
uso de un estandar interno, adicién de estandar, separaciéon quimica dilucion isotépica
(Nardi E.P. et. al 2009).

Los LD de los instrumentos con cuadripolo para la mayoria de los elementos son
menores a 0,1 pg/L y por lo tanto, considerablemente mas bajos que aquellos para la
ICP-EAS (0,1-100 pg/L). Los instrumentos de sector magnético de alta resolucion
permiten LD inferiores a 0,05 ng/L. Otra ventajas, incluyen un rendimiento de muestras
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extremadamente alto (>100 muestras/dia) y la disponibilidad de informacion isotépica. La
gran desventaja de la ICP-MS consiste en el alto costo del instrumento y de
funcionamiento (derivado principalmente de un gran consumo de gas Ar) y la existencia
de interferencias isobéricas en el rango de masa baja (< 80 urna) (Nardi E.P. et. al 2009).

1.6.2.Generalidades de Espectrofotometria de Absorcion
Atoémica

El término espectroscopia significa la observacion y el estudio del espectro, o registro
gue se tiene de una especie tal como una molécula, un ion o un atomo, cuando estas
especies son excitadas por alguna fuente de energia que sea apropiada para el caso. En
el campo de la espectroscopia los cientificos Kirckhoff y Bunsen son los pioneros ya que
desarrollaron un espectroscopio en el periodo de 1860 a 1870, y alli pudieron observar
las lineas de emision de diferentes elementos quimicos en la flama y relacionaron las
lineas con la identidad del elemento (Rocha C.E., 2000; Skoog D.A. 2001). De acuerdo a
su experiencia cada metal que emite radiacion de diferente color, presenta lineas que
aparecen en diferentes posiciones en la pantalla o campo de observacion, y esto es
independientemente de las condiciones en que se realiza el experimento asi como de la
naturaleza de la sal metalica y Unicamente depende del metal. En su experimento se
dieron cuenta que adicionalmente la intensidad de la linea esta directamente relacionada
a la concentracion del elemento en solucion; y de esta manera se tiene una forma
inequivoca de identificar el elemento (Rocha C.E., 2000; Skoog D.A. 2001).

La espectrofotometria atdbmica se puede dividir en tres clases:

Espectrofotometria de Emision Atémica (EEA), Espectrofotometria de Absorcion Atémica
(EAA) y Espectrofotometria de Fluorescencia Atdmica (EFA)

Los atomos libres producidos en un atomizador a partir de una muestra (llama u horno de
grafito calentado eléctricamente) pueden absorber radiacion de su longitud de onda
especifica de resonancia generada por una fuente externa, por ejemplo un catodo hueco
0 una lampara de descarga sin electrodos. Si la luz de esta longitud de onda especifica
pasa a través del atomizador que contiene el vapor atomico del elemento, parte de la luz
sera absorbida, y el grado de absorcién sera proporcional a la densidad de atomos en el
paso de la luz. La técnica hace uso de la espectrofotometria de absorcion para evaluar la
concentracion de un analito en una muestra y se basa en gran medida en la ley de
Lambert-Beer. Esta ley expresa la relacion entre absorbancia de luz monocromatica (de
longitud de onda fija) y concentracion de un cromoforo en solucién (Abril et al. 2010;
Rocha C.E., 2000; Skoog D.A. 2001).:

A=logl/lo =¢-cl

La absorbancia de una solucién es directamente proporcional a su concentracion —a
mayor nimero de moléculas mayor interaccion de la luz con ellas-; también depende de
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la distancia que recorre la luz por la solucibn —a igual concentracion, cuanto mayor
distancia recorre la luz por la muestra mas moléculas se encontrara-; y por ultimo,
depende de ¢, una constante de proporcionalidad -denominada coeficiente de extincion-
gue es especifica de cada croméforo. Como A es adimensional, las dimensiones de ¢
dependen de las de c y |. La segunda magnitud (l) se expresa siempre en cm mientras
gue la primera (c) se hace, siempre que sea posible, en M, con lo que las dimensiones
de ¢ resultan ser M-1-cm-1. Este coeficiente asi expresado, en términos de unidades de
concentracion molar (o un submdltiplo apropiado), se denomina coeficiente de extinciéon
molar (eM) (Abril et al. 2010).

En resumen, los electrones de los &tomos en el atomizador pueden ser promovidos a
orbitales mas altos por un instante mediante la absorcién de una cantidad de energia (es
decir, luz de una determinada longitud de onda). Esta cantidad de energia (o longitud de
onda) se refiere especificamente a una transicion de electrones en un elemento
particular, y en general, cada longitud de onda corresponde a un solo elemento. Como la
cantidad de energia que se pone en la llama es conocida, y la cantidad restante en el
otro lado (el detector) se puede medir, es posible, a partir de la ley de Lambert - Beer,
calcular cuantas de estas transiciones tienen lugar, y asi obtener una sefial que es
proporcional a la concentraciéon del elemento que se mide (Abril et al. 2010; Rocha C.E.,
2000; Skoog D.A. 2001).

Para analizar los constituyentes atdmicos de una muestra es necesario atomizarla. La
muestra debe ser iluminada por la luz. Finalmente, la luz es transmitida y medida por un
detector. Con el fin de reducir el efecto de emisiéon del atomizador (por ejemplo, la
radiacién de cuerpo negro) o del ambiente, normalmente se usa un espectrémetro entre
el atomizador y el detector. En los instrumentos de EEA, la flama atomiza y excita los
componentes de la muestras. Estos emiten radiacién electromagnética de diferentes
longitudes de onda que son separadas en el monocromador y la linea de interés llega al
detector, al amplificador y finalmente al sistema de lectura (Abril et al. 2010; Rocha C.E.,
2000; Skoog D.A. 2001).

Los componentes instrumentales de un equipo de espectrofotometria de absorcion
atomica son los similares a los de un fotdbmetro o espectrofotometro de flama, excepto
gue en EAA se requiere de una fuente de radiacion necesaria para excitar los atomos del
analito. A continuacién se muestra un esquema de un EAA.
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Figura No. 5. Esquema de un fotdbmetro de llama y de un espectrofotometro de
absorcion atémica. Tomado de Rocha Edmundo. Facultad de ciencias quimicas
Universidad Auténoma de Chihuahua

Los componentes de un espectrofotdmetro de absorcion atébmica son (Rocha C.E.,
2000; Skoog D.A. 2001):

+ Una fuente de radiacion que emita una linea especifica correspondiente a la
necesaria para efectuar una transicion en los atomos del elemento analizado.

+ Un nebulizador, que por aspiracion de la muestra liquida, forme pequefas
gotas para una atomizacion mas eficiente.

+ Un Quemador, en el cual por efecto de la temperatura alcanzada en la

combustién y por la reaccion de combustion misma, se favorezca la formacion
de atomos a partir de los componentes en solucion.

+ Un sistema 6ptico que separe la radiacion de longitud de onda de interés, de
todas las demas radiaciones que entran a dicho sistema.

+ Un detector o transductor, que sea capaz de transformar, en relacion
proporcional, las sefiales de intensidad de radiacién electromagénetica, en
sefiales eléctricas o de intensidad de corriente.

+ Un amplificador o sistema electrénico, que como su nombre lo indica amplifica

la sefial eléctrica producida, para que en el siguiente paso pueda ser
procesada con circuitos y sistemas electronicos comunes.

+ Por ultimo, se requiere de un sistema de lectura en el cual la sefal de
intensidad de corriente, sea convertida a una sefial que el operario pueda
interpretar (transmitancia o absorbancia).
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Espectrofotometria de absorcién atbmica de llama (FAAS)

La muestra “solubilizada” se aspira via un nebulizador dentro de la llama de aire/acetileno
o N>O/acetileno donde se evapora el solvente y los sélidos remanentes se separan en
atomos. La FAAS no es muy susceptible a los efectos de la matriz, aunque pueden
encontrarse interferencias (Abril et al 2010; Kastenmayer 1995; Skoog 2001).

Los errores debido a interferencias fisicas se pueden reducir mediante la
compatibilizacion de la matriz. Las interferencias de ionizacion se encuentran cuando el
grado de ionizacién del andlito en la llamarada es diferente para las muestras que para
los estandares debido a que los &tomos e iones no absorben en la misma linea espectral.
Los elementos alcalinos y alcalinotérreos se ven especialmente afectados por esta
interferencia (Abril et al 2010; Kastenmayer 1995; Skoog 2001). Las interferencias de
ionizacion pueden ser reducidas al agregar un supresor de la ionizacién, el cual
proporciona una alta concentracion de electrones para suprimir la ionizacién del andlito.
Las interferencias quimicas en la FAAS son causadas a menudo por aniones que forman
compuestos de baja volatibilidad como por ejemplo 6xidos refractarios (B, Al, Fe o V),
fosfatos y sulfates (Mg, Ca). Tales interferencias pueden eliminarse en algunos casos al
agregar una agente liberador que reacciona preferencialmente con las especies que
interfieren y evita su reaccion con el andlito. En casos donde no pueda eliminarse la
interferencia, debera emplearse la técnica de adicion de estandar para obtener
resultados exactos (Abril et al 2010; Kastenmayer 1995; Skoog 2001). La FAAS es
probablemente la técnica mas ampliamente utilizada para el andlisis de metales en
alimentos debido a su alto rendimiento de muestras, simplicidad y el bajo costo de su
instrumentacion. Permite la determinacion de la mayoria de los elementos traza en los
alimentos en el rango de mg/kg con una precision de 0,3-1% (a absorbancias > 0,1-0,2) y
una exactitud de aproximadamente 0,5-5% (Abril et al 2010; Kastenmayer 1995; Skoog
2001).

Espectrofotometria de absorcién atdmica por generacion de hidruros
(HGAAS)

En esta técnica, el analito es reducido a su hidruro volatil, transferido mediante una
fuente de gas a una celda de cuarzo caliente, descompuesto y atomizado. La separacion
del andlito reduce en gran medida las interferencias de la matriz de tal modo que pueden
determinarse niveles de concentracion en pg/kg. Cuando la cantidad de la muestra es un
inconveniente, puede emplearse inyeccion de flujo que permite analizar volimenes de
muestra tan pequenos como 100 pl. Las desventajas son que requiere de un tratamiento
especial después de la digestion de la muestra para generar un estado de oxidacion
especifico para la formacion del hidruro y ciertos metales (por ejemplo Cu, Fe) pueden
interferir con la formacion del hidruro (Kastenmayer 1995; Skoog 2001).
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Espectrofotometria de absorcién atbmica de horno de grafito (GFAAS)

El desarrollo de atomizadores de grafito en barras amplié el poder de deteccion de la
AAS para un amplio rango de elementos dentro del rango de pg/kg. La solucién de la
muestra, generalmente 5-100 ul, es inyectada dentro de un tubo de grafito de 3-5 cm de
longitud, el cual es luego calentado eléctricamente en etapas para producir vapor atbmico
del andlito. En general el programa de calentamiento, comprende una etapa de secado
para evaporar el solvente (70-120°C); una etapa de "quemado" (o calcinacién) para
remover la materia organica o los componentes volétiles de la matriz (350-1250°C); una
etapa de atomizacién (2000-3000°C) y, un ciclo de limpieza a temperatura maxima a fin
de quemar el analito remanente. Se requiere de una optimizacion cuidadosa de todos los
parametros del calentamiento durante el desarrollo de un método para obtener resultados
reproducibles y exactos (Kastenmayer 1995; Skoog 2001).

Al comparar con la FAAS, la atomizacion electrotérmica padece con mayor frecuencia de
interferencias tales como absorcion de fondo por especies moleculares o dispersion y
efectos de la matriz. Existe una gran importancia en corregir la absorcion de fondo por lo
cual se dispone de varios y diferentes tipos de sistemas de correccion de fondo
(Deuterio, Zeeman y Smith-Hieftje). Las interferencias quimicas se encuentran con
frecuencia en GFAAS y para muchas aplicaciones se requiere del método de adicion de
estandar (Kastenmayer 1995; Skoog 2001).

Ademas, algunos elementos (especialmente del grupo peridédico V) pueden perderse
como compuestos volatiles durante la etapa de calcinacion particularmente cuando estan
presentes haluros. Estos problemas pueden eliminarse usando el procedimiento
denominado de la modificacion de la matriz. La modificacion de la matriz consiste en
agregar un material especifico que reduce la volatilidad del andlito y por lo tanto, permite
la calcinacion de la muestra a una mayor temperatura (Kastenmayer 1995; Skoog 2001).
El modificador puede contribuir a hacer que un componente interferente de la matriz sea
mas volatil sin la pérdida del andlito (Kastenmayer 1995; Skoog 2001).

Existen muchos fabricantes que ofrecen instrumentos GFAAS para el andlisis directo de
muestras sélidas tales como polvos, hojuelas, tejidos, etc. La cantidad de muestras
tomadas para el andlisis fluctia de 0,1 a 10 mg para concentraciones de analitos en el
rango de ppm y las ppb. El muestreo directo de sélidos es Util para aumentar el poder de
deteccion y evitar la disolucion de la muestra, la cual ocupa mucho tiempo y aumenta el
riesgo de contaminacion (Kastenmayer 1995; Skoog 2001).

El muestreo de solidos también tiene algunas desventajas. Por lo general, la
concentracion de la matriz es alta debido a que la matriz organica no es removida por
una etapa de mineralizacion lo cual da como resultado una alta absorcién de fondo y
fuertes interferencias quimicas. Adicionalmente, el analista generalmente debe
asegurarse que la muestra sea homogénea en una escala de unos pocos miligramos. La
GFAAS tiene una sensibilidad que es superior aproximadamente un factor de 1000, a la
FAAS pero su rendimiento de muestras es mucho menor. Esto puede llegar a convertirse
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en una importante desventaja principalmente cuando tiene que determinarse un gran
ndamero de elementos en forma rutinaria (Kastenmayer 1995; Skoog 2001).

1.6.3.Interferencias en Espectrofotometria de Absorcion
Atomica

De manera general en los métodos de absorcién atdbmica se presentan dos tipos de
interferencias. Las interferencias espectrales se producen cuando la absorciéon o emision
de una especie se solapa o aparece muy proxima a la absorcién o emisién del analito, de
modo que la resolucion por el monocromador resulta imposible. Las interferencias
guimicas se producen como consecuencia de diversos procesos quimicos que ocurren
durante la atomizacion y que alteran las caracteristicas de absorcién del analito. Pueden
subdividirse en interferencia por el blanco o aditiva e interferencia por la matriz o
multiplicativa (Skoog 2001). Una interferencia aditiva puede ser causada por los
componentes de la matriz que producen una sefial no compensada independiente de la
concentracion de andlitos. Un ejemplo tipico es la interferencia espectral producida por
H.SO. en la longitud de onda del Fe (248,3 nm) en espectrometria de absorcién atémica
de llama. Si no puede evitarse el uso de H,SO. para un analisis en particular tal
interferencia puede corregirse usando un sistema de correccién del fondo (background) o
restando a la sefal de la muestra, la sefial de un blanco que contiene exactamente la
misma cantidad de H,SO. que la muestra (Kastenmayer 1995; Skoog 2001).

Las interferencias multiplicativas o de la matriz son causadas por componentes de la
matriz que alteran la respuesta de la sefal del componente analito en una forma
proporcional a la sefial (por ejemplo cambio en la pendiente de la linea de calibracion).
La separacion del elemento a analizar de los elementos de la matriz es una forma
eficiente de evitar tales problemas pero por lo general, abarca mucho tiempo y es
relativamente costosa. Por lo tanto, se escogen otros enfoques para minimizar las
interferencias de la matriz tales como el método del estandar interno, la compatibilizacién
de matrices o el método de adicién de estandar (Skoog 2001).

En el método del estandar interno, una concentracién conocida de un elemento de
referencia xr se agrega a todas las muestras, estandares y blancos. La serial del analito
yi es comparada con la sefial del estandar interno yr. La curva de calibracion se prepara
graficando la relacion entre la sefial del analito y la sefal de referencia yj/yr contra la
concentracion del analito de los estdndares xi. Las especies de referencia, por lo general
son escogidas, por tener propiedades quimicas y espectroscépicas similares a aquellas
del andlito de tal modo que la sefial analitica del andlito y del estandar interno cambien
proporcionalmente cuando ocurren los efectos de la matriz (Kastenmayer 1995; Skoog
2001).

En el método de la compatibilizacion de la matriz, los estandares se preparan para que
calcen lo mas posible con la matriz de la muestra en que ha de determinarse el analito.
Este método se utiliza principalmente para muestras con una matriz simple. Para
matrices complicadas o desconocidas, se aplica generalmente el método de adiciones de



37 Marco conceptual

estdndares. Se toman volumenes iguales de solucién de la muestra; se agregan
cantidades conocidas y crecientes del elemento que ha de analizarse a todas las
soluciones exceptuando a una. Todas las soluciones son diluidas al mismo volumen y se
miden. La adicidn de estandar puede aplicarse solo si existe una relacién lineal entre la
sefial y la concentracion del andlito x (Kastenmayer 1995).
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2. Justificacion

La contaminacion de alimentos por sustancias quimicas tales como los metales y los
efectos adversos en la salud por exposicion a dichas sustancias debe ser evaluada con
mayor firmeza en cuanto a seguridad alimentaria nos referimos. Es necesario enfatizar
gue los riesgos a la salud de la poblacién necesitan ser evaluados de una manera
integral, considerando la exposicion cronica de metales pesados en alimentos que por lo
regular se presenta asintomatica durante un tiempo prolongado de vida (Gonzélez-
Montafia J.R., 2009).

La presencia de metales pesados en alimentos y particularmente en productos
principales de la canasta familiar como lo es la leche, constituye un tema de actualidad
debido a la contaminacion de la cadena trofica involucrada y a los dafios que ocasionan a
la salud publica, asi como su relevante importancia por ser de facil acceso en sus
multiples presentaciones y tipos y por ser de alto consumo en toda la poblacion
indiscriminadamente de su edad.

A nivel internacional existen diversos estudios que soportan la presencia de
contaminantes metalicos en la leche que es consumida por el hombre como ya se
menciond en la introduccion de este texto (Bilandzi¢ N., 2011; Gonzalez-Montaia J.R.
2009;,Jarup. L., 2003; Licataa P, 2004; Maas S., 2010; Soares V.A., 2010; Tripathi R.M.,
1999); sin embargo a nivel nacional es poco lo que se ha publicado con respecto a este
hecho especifico. Aunque carecemos de estos estudios, es conocido el hecho de la
presencia de metales en diferentes alimentos como lo demuestra el estudio realizado por
Martinez en el afio 2010 quien menciona que el cacao en la zona del Cauca - Colombia
excede los niveles de Cd establecidos por la OMS (Martinez R 2010). De igual manera
La Corporacién Colombiana de Investigacion Agropecuaria Corpoica (Garcia E.J,
Corpoica).sefiala que se encuentran niveles toxicos de Cd y As en los suelos, cultivos y
bovinos colombianos, lo que constituye una amenaza para la salud de los animales y
hombres que consuman estos alimentos contaminados asi como los que se deriven de
estos suelos, de igual manera menciona que los niveles de Pb no son téxicos en la
mayoria de los suelos y cultivos pero es urgente frenar el creciente proceso debido a su
alta toxicidad. Por otro lado diferentes estudios soportan la presencia de metales
pesados (principalmente Cd, Pb y Hg) en los suelos y aguas de las zonas aledarias al rio
Bogota ((Lora 2010; Miranda 2008; Soto 2010) tanto en la cuenca alta, media y baja;
zonas de alta importancia en la industria lechera ya que muchos bovinos se alimentan y
son criados en estas zonas pudiendo allegar estos contaminantes a estos animales y los
productos que de estos se deriven.

Por ello es importante realizar un muestreo adecuado que nos permita evidenciar los
niveles de determinados téxicos presentes en los alimentos consumidos en la dieta de la
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poblacion colombiana mediante una metodologia clara, precisa y confiable. Es oportuno
poder llegar a ampliar de una manera coherente el sistema de vigilancia y completar este
tipo de analisis realizando seguimiento a la inocuidad de la misma, determinando los
niveles de metales (en este caso Cd y Pb) que pueda llegar a contener la leche. Bien es
sabido que la leche es un componente esencial de la dieta posterior de los lactantes, la
calidad de ella influye en la continuidad de la salud de los nifios y los adolescentes; esta
contiene mas de 300 constituyentes nutricionales necesarios para el crecimiento y
desarrollo del neonato e infante como son lipidos, proteinas, vitaminas y minerales;
también posee metales esenciales en nuestra dieta como pueden ser el Fe, Co, Cu, Mn,
Mo y Zn; sin embargo, existen otros metales que no cumplen funcién biologica alguna
conocida y es mejor evitarlos siempre, tal es el caso del Hg, Pb, Cd entre otros (Pereira
J.S.F.; Acosta N.M. 2011).

Con la determinacion de los niveles de Pb y Cd durante un tiempo determinado y
especifico en la leche procesada proveniente del plan de muestreo que se llevara a cabo
en los puntos de venta de leche procesada nos permitira primero evaluar si es 0 no
pertinente llevar de manera rutinaria este tipo de analisis para sugerir como plan de
investigacion y vigilancia a los entes reguladores y segundo en caso de encontrar niveles
considerables de estos metales que puedan poner en riesgo la poblacién consumidora
poder generar alertas tempranas, pautas, estrategias de prevencion que junto con
estudios mas robustos, extensos y amplios permitan a futuro llenar vacios normativos y/o
regulatorios.

Cabe resaltar que el Laboratorio de Toxicologia del Departamento de Toxicologia de la
Facultad de Medicina cuenta con la infraestructura y la tecnologia adecuada para el
desarrollo de una técnica analitica que permite cuantificar la presencia de metales en
diferentes tipos de matrices. Cuenta con un equipo de Absorcién Atémica con horno de
grafito y generador de hidruros y la infraestructura adecuada cumpliendo los estandares
de calidad exigidos por la norma ISO/NTC/IEC 17025: 2005 en aras de una futura
acreditacion del Laboratorio. Por otro lado, el Laboratorio de Toxicologia del
Departamento de Toxicologia de la Facultad de Medicina contard con una metodologia
validada para la determinacién de Cd y Pb en un alimento de alto consumo e impacto y
sera pionera en este analisis que a nivel local (Bogota D.C.) no ha sido realizado con un
enfoque de riesgo toxicoldgico alimentario.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existen niveles de Cd y Pb en la leche comercializada a nivel Bogot4 D.C.?
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3.0Dbjetivos

3.1. Objetivo general

Determinar los niveles de Pb y Cd en la leche comercializada (procesada y/o cruda) en la
ciudad de Bogota durante de un periodo fijo de un mes.

3.2. Objetivos especificos

+ Validar una metodologia analitica para la cuantificacion de Pb y Cd en leche
procesada (liquida) por Espectrofotometria de Absorciébn Atémica con horno de
grafito.

+ Cuantificar los niveles de Pb y Cd en las muestras provenientes del muestreo en
el periodo establecido.

+ Analizar las implicaciones toxicoldgicas de los niveles de Pb y Cd encontrados.
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4. Metodologia

4.1. Tomade muestra — Plan de Muestreo

Se llevé a cabo un estudio de tipo transversal con las muestras adquiridas por los centros
donde se comercializa leche procesada durante un periodo de fijo y continuo de tiempo.

Las variables para el disefio del plan de muestreo: Este muestreo se realiza en leche
comercializada (procesada) liquida.

Muestras tomadas en centros de ventas en la ciudad de Bogota D.C.

Periodo fijo de un mes consecutivo.

Criterio de Inclusién: Leche comercializada en la ciudad de Bogota D.C.

Criterio de Exclusién: Leche no comercializada en la ciudad de Bogota D.C.

El plan de muestreo fue disefiado para garantizar en una medida importante la
trazabilidad del producto analizado.

Universo poblacional y marco muestral: Leche procesada-comercializada liquida de las
marcas y productoras comercializadas en la ciudad de Bogota D.C.

En la siguiente tabla se referencia las productoras y marcas de leche que se
comercializan en la ciudad de Bogota. Las cuales son el universo poblacional de este
estudio.

CLASE DE LECHE
PRODUCTOR MARCA Pasteurizada /lLJJAHTI. Deslactosada
Alagarra SA Olimpica X X
Alagarra SA Carulla X X
Alagarra SA De La Finca X X
Alagarra SA Algarra X
Alagarra SA JBO X
Alimentos de Madrid SAS Esmeralda X
Alimentos de Madrid SAS Tradicional X
Alimentos de Madrid SAS La ramada X
Alimentos de Madrid SAS Brama X
Alimentos de Madrid SAS Hato Grande X
Alimentos de Madrid SAS Supercundi X
Alimentos del Valle SA San X X
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Fernando
Alimentos El Jardin SA El Jardin X X
Alimentos LecheBoy SAS Paquita X X
Alimentos LecheBoy SAS LecheBoy X X
Alimentos Monte Carlo Colandes X
Alimentos Monte Carlo Montelac X
Alimentos Monte Carlo Colandes X
Alimentos Pippo SA Colfrance X X
San X
ALIVAL SA Fernando
La X
Almacol SAS Tradicional
Alpina Productos Alimenticios X
SA Alpina X
Bonest Los Rosales X
Bonest Bonest X
Ceuco de Colombia Ltda Coguita X
Ceuco de Colombia Ltda Ceuco X
Colanta Ltda Montefrio
Colanta Ltda Colanta X X X
La Nueva X
Comercializadora JMP Leche
Comercializadora JMP La Cantina X
Comercializadora JMP La Granja X
Comlemo Ltda La Gran Via X X X
Cooperativa de Productos X X
lacteos de Narifio Ltda. Colacteos
Dofia Leche Alimentos SA Dofa Leche X
El Pomar SA YEP X X
El Pomar SA El Pomar X X
El Pomar SA Levelma X X
Hacienda San Mateo San Mateo X X
Lacteos X
Incolacteos Ltda Superior X
Incolacteos Ltda Lechesan X X
La Pradera SAS La Pradera X
Prado X
La Pradera SAS Grande
La Pradera SAS La Vaquita X
Lacteos La Arboleda Latti X
Lacteos La Arboleda Adilac X X
Lacteos La Arboleda La Arboleda X X X
Lacteos Villa Aura S en CS Portalac X X X
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Ledesa SA La Granjera X X
Parmalat Colombia Ltda Symil X
Parmalat Colombia Ltda Parmalat X X
Santo X X
Pasteurizadora Santo Domingo Domingo
Pasteurizadora Santo Domingo Nany X X
PRIMMA Compaiiia de X
Alimentos SAS Granjera
Procesadora Lacto Lacto X
Prodilacteos Ltda Alkosto X X
Productos Lacteos Colfrance CP X
SenC Colfrance
Productos Lacteos El Recreo SA Latti X
Productos Lacteos El Recreo SA Qualite X X
Productos Lacteos El Recreo SA Surtimax X X
Productos Lacteos El Recreo SA El recreo X X
Productos Naturales de la X
Sabana SA Alqueria Alqueria X
Quich Ptasty MR. Quich X
Tio Campo Ltda Tio campo X X

Tabla No. 5. Productoras y marcas de leche comercializadas en la ciudad de Bogota D.C.
Las muestras fueron tomadas directamente de los centros de ventas.

El muestreo se realiz6 de la siguiente manera: Muestras recolectadas semanalmente
entre 12 a 15 muestras de leche procesada liquida comercializada. Con un total de 48 a
60 muestras de leche liquida mensual. Todas las muestras fueron analizadas por
duplicado.

Tipo de muestreo: Muestreo consecutivo — Doble ciego. Estudio de corte transversal. Las
muestras fueron tomadas en los centros de ventas en Bogotd; el investigador no conocié
la marca o procesadora de la leche en estudio en el momento de realizar el andlisis con
el animo de no sesgar el estudio. Las muestras fueron entregadas al investigador en
tubos falcén de 50 mL numeradas consecutivamente; las cuales fueron procesadas y
analizadas por duplicado.

Cobertura: ElI muestreo represento entre un 80 al 100% de las empresas productoras y
de las marcas de leche procesada liquida que se comercializa en la ciudad de Bogota
D.C. El estudio cubri6 la cantidad mayor de muestras asequibles durante este estudio en
ese periodo de tiempo independientemente del tipo de leche que se muestreo por marca
0 por procesadora.

Unidad de observacion estadistica: Se realiz6 el muestreo en los puntos de venta de
leche procesada. La cantidad de muestra a tomar equivalié al minimo de muestra mas el
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20 % necesaria para realizar el analisis por duplicado, teniendo en cuenta muestras por
fortificar y una contramuestra. Una cantidad minima de 15 mL por duplicado

Periodo de referencia: El muestreo se llevd a cabo entre un periodo fijo que fue

aproximadamente de un mes consecutivo.

4.2. Equipos, materiales y reactivos

Equipos

+

- + + + ¥

Espectrofotometro de Absorcion Atémica Thermo iCE 3400 AA con Horno Grafito
GF95 y sistema de refrigeracion, automuestreador para el horno de grafito FS95,
lampara de Deuterio, lampara de catodo hueco de Cd, lampara de céatodo hueco
de Pb y cubetas (tubos) de grafito recubiertas piroliticamente o de larga vida.

Balanza analitica de precision (Divisién de escala 0,0001 g)
Horno microondas marca CEM modelo MARS-5*

Nevera para reactivos.

Congelador para muestras

Cabina de extraccion

No pertenece al Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia.

Materiales

+

- + £ + & ¥

Tubos de polipropileno de fondo cénico, graduados, de 50 mL con tapa rosca.
Pipetas volumétricas de vidrio borosilicato de 5 y 10 mL, clase A.

Probetas de 100 y 1000 mL.

Vasos de precipitados de 2 L.

Balones volumétricos de 10 y 50 mL de capacidad. Clase A.

Micro pipetas automaticas de volumen ajustable de: 10 - 100 uL y de 100-1000 pL

Argén grado 4.8 para espectrofotometria de absorcién atémica.

Matriz empleada en la validacion

Leche UHT Entera. El blanco de matriz fue analizado previamente por ICP-MS.

Reactivos, soluciones, estandares de referencia

*

Agua tipo | tipo I. (resistividad especifica > 18.2 MOhm/cm a 25 °C).
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+ Acido nitrico 65 - 70 % p/v para andlisis de trazas de metales J.T. Baker o
equivalente. Suprapur

+ Solucion patrén: a partir de la solucién estandar certificada para cadmio
+ Solucion patrén: a partir de la solucion estandar certificada para plomo
+ Solucion patrén: a partir de la solucién estandar certificada para estafio
+ Solucion de Nitrato de magnesio 1:5
+ Solucion de Nitrato de paladio 1:5
+ Metanol Grado Reactivo
+ Tritobn X100
Fecha de
Sustancia Proveedor |Concentracion Lote vencimiento
Estandar de Referencia | ». Trace | 10000 g/l | 211125109 | Dic - 2016
Cadmio
ESta”darP‘?grsoefere”C'a Accu Trace | 10000 ug/L | 213045020 | Abril - 2018
Estanda:zcsi?alggferenma Accu Trace 10001 pg/L 212055069 | Mayo - 2017
MOD - 09C-1 1 % Nitrato de
Modificador de matriz AccuStandard | paladio. 2 -5 | 21215048 Dic - 2017
Nitrato de Paladio % Acido Nitrico
YRINT
Modificador de matriz AccuStandard gnesio. 212025168 | Marzo - 2017
X . 5 % Acido
Nitrato de Magnesio Nitrico

Tabla No. 6. Estandares certificados y modificadores utilizados
Preparacion de las soluciones estandar:

Solucion estandar de 100 ppm de Cadmio:

A partir de la solucién de 10000 ppm de estandar certificado de cadmio; pipetear 0,1 mL
de la solucién patrén en un balén volumétrico de 10 mL. Diluir a volumen con agua tipo |
y mezclar bien.

Solucién estandar de 1 ppm de Cadmio:

A partir de la solucion de 100 ppm; pipetear 0,1 mL de la solucién en un balén
volumétrico de 10 mL. Diluir a volumen con agua tipo | y mezclar bien.

Solucién estandar de 100 ppb de Cadmio:

A partir de la solucion de 1 ppm (1000 ppb); pipetear 1 mL de la solucion en un balon
volumétrico de 10 mL. Diluir a volumen con agua tipo | y mezclar bien.
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Solucién estandar de 5 ppb de Cadmio:

A partir de la soluciéon de 100 ppb; pipetear 0,5 mL de la solucién patréon en un balon
volumétrico de 10 mL. Adicionar 1 mL de HNO3; 70% Diluir a volumen con agua tipo | y
mezclar bien.

Soluciones estandar de calibracion:

De la solucion de 1000 ppb pg/mL tomar alicuotas de 10, 25, 40, 75, 100 y 125 uL en
cinco balones volumétricos de 50 mL, adicionar luego 5 mL de HNOs; 70% y completar
a volumen con agua tipo |, obteniendo asi soluciones estandar de 0,2; 0,5; 0,8; 1,5, 2.0y
2,5 ppb de Cd (2,5 ug Cd/L) respectivamente. Preparar un blanco de reactivos en las
mismas condiciones.

Solucién estandar de 100 ppm de Plomo:

A partir de la solucion de 10000 ppm de estandar certificado de plomo; pipetear 0,1 mL
de la solucién patrén en un balén volumétrico de 10 mL. Diluir a volumen con agua tipo |
y mezclar bien.

Solucién estandar de 1 ppm de Plomo:

A partir de la solucién de 100 ppm; pipetear 0,1 mL de la solucion en un bal6n
volumétrico de 10 mL. Diluir a volumen con agua tipo | y mezclar bien.

Solucion estandar de 100 ppb de Plomo:

A partir de la solucién de 1 ppm (1000 ppb); pipetear 1 mL de la solucién en un bal6n
volumétrico de 10 mL. Diluir a volumen con agua tipo | y mezclar bien.

Solucién estandar de 30 ppb de Plomo:

A partir de la solucién de 1000 ppb de Plomo; pipetear 0,3 mL de la solucién patrén en un
balén volumétrico de 10 mL. Adicionar 1 mL de HNO3z 70% Diluir a volumen con agua tipo
| y mezclar bien.

Soluciones estandar de calibracion:

De la solucion de 1000 ppb pg/mL tomar alicuotas de 10, 25, 40, 75, 100 y 125 uL en
cinco balones volumétricos de 50 mL, adicionar luego 5 mL de HNOs; 70% y completar
a volumen con agua tipo |, obteniendo asi soluciones estandar de 0,2; 0,5; 0,8; 1,5, 2.0y
2,5 ppb de Cd (2,5 pg Cd/L) respectivamente. Preparar un blanco de reactivos en las
mismas condiciones.

Solucién de lavado:

La solucion de lavado para el equipo, tiene una proporcion de Metanol al 10 %, HNOs al
5% vy Triton 0,1% v/v.
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4.3. Procedimiento para la determinacion de Cd en
leche

El Cd es determinado en la solucion de la muestra mediante Espectrofotometria
Absorcion Atdmica por Horno de Grafito. Se emplea una lampara de Catodo Hueco de
Cd como fuente y una lampara de Deuterio como corrector de fondo.

Pesar aproximadamente 1,0 g de muestra (leche liquida) por duplicado. En tubos de
polipropileno de fondo cénico de 50 mL de capacidad con tapa rosca resistente a 110°C.

Bajo campana de extraccion de gases adicionar lentamente 5 mL de HNOs del (65 -
70%) (para analisis de trazas) y ajustar la tapa herméticamente. Preparar
simultaneamente un blanco de reactivos.

Realizar digestién en el equipo de microondas: Digestion en sistema cerrado.

+ Seleccionar el método en el sistema de hondo microondas Marca CEM Modelo
MARS-5 de acuerdo a la programacion establecida previamente. En este caso el
Método es denominado: T Animal 30 Tubos; la programacion establecida:

STAGE POWER RAMP °C HOLD
MAX % CONTROL
1 1600W 80 10:00 210 15:00

Tabla No. 7. Programa para la digestion de muestras de leche en microondas
+ De acuerdo al nimero de muestras seleccionar el programa de digestion.
+ Correr un blanco de reactivos y muestras fortificadas por cada serie de digestion.
+ Digerir la muestra en el microondas hasta la aparicion de color traslucido.
+ Dejar enfriar por 30 minutos como minimo.

Una vez digerida la muestra transferir cuantitativamente el contenido a un balén de 50
mL; mediante enjuagues sucesivos con agua tipo | completar a volumen con agua tipo |.
Tapar cuidadosamente y homogenizar.

La muestra se puede guardar a temperatura ambiente sino se a analizar inmediatamente
en el término de una semana o si el andlisis no va a ser dentro de la semana siguiente se
puede guardar en la nevera por aproximadamente dos meses.

Utilizando una micropipeta, dispensar 1,5 mL de cada una de las soluciones de
calibracion y de las muestras en las copas del automuestreador del horno de grafito.

Preparar una solucion del modificador de matriz de nitrato de paladio de manera que el
equipo con una cantidad de 10 pg en 5 pL. Realizar una dilucién de 1:2
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Ubicar cada en cada uno de las copas del automuestreador del horno de grafito, de
acuerdo al método seleccionado (Cadmio en Leche 2014); el blanco, el diluyente, el
modificador de matriz, estandar maestro.

Determinacion del contenido de Cd.

Seleccionar el método para la determinacién de Cd, Cadmio en Leche 2014. Programar
las muestras a analizar y poner el equipo a punto de acuerdo con las instrucciones del
fabricante y buenas practicas de laboratorio.

Parametro Valor

Fuente Lampara de catodo hueco de Cd

Corriente de la lampara Uso normal: 75 %

Mejor sensibilidad 50%
Mejor precision 100%
Longitud de onda 228.8 nm
Ancho de rendija 0,5 nm

Corrector de fondo D2

Gas de purga Argon
Presion de Argon 17 psi
Volumen de inyeccion 20 pL

Volumen alterno 5 L de nitrato de magnesio al 1%

Sefial 20 pL de 0,8 ug/L absorben
aproximadamente 0.1 A.

Tabla No. 8. Parametros de operacion del equipo para la determinacion de Cd

Seinial

Fase Temp Tiempo Rampa Gas Gas
(°C) (s) (°Cl/s) Tipo Flujo

1 100 30 10 2 0,2L/min

2 600 20 150 2 0,2L/min

3 1000 3 0 2 Apagado

4 2500 3 0 2 0,2L/min

Tabla No. 9. Programa del horno de grafito para la determinacién de Cd

Calibracion y lectura de la muestra

Se corre un blanco de reactivos para ajustar el cero; se calibra con las soluciones
estdndar y la concentracion de las muestras se establece mediante interpolacion
automética en pg/L. La calibracion y la lectura de las muestra se realiza siguiendo el
Anexo Il. Guia operativa del espectrofotdmetro de absorcion Atémica Thermo Elemental
Solaar iCE 3400”.

Célculos

El contenido de Cd en la muestra se obtiene mediante la siguiente ecuacion:
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Contenido de Cd (ug/kg) = (Lec. x 0,050)/P
Lec. = Lectura del equipo en pg/L de Cd; P =Peso de la muestra en g
Verificacion

Revision de la calidad de los reactivos. Preparar y correr un blanco de reactivos
siguiendo el método completo. Si la sefial emitida por el blanco no sobrepasa el limite de
deteccion, se descarta que tanto los reactivos y materiales utilizados estan afectando los
niveles de respuesta para las muestras y estandares.

La curva de calibracion es ajustada automaticamente por el software del equipo mediante
el método de minimos cuadrados. Se examina si los parametros de la curva de
calibracién se mantienen dentro de los limites de confianza establecidos para el método.
Se acepta como minimo un coeficiente de correlacién (r) de 0,99. Se analizan un
estandar de concentraciéon conocida como Control de Calidad (QC) y un blanco de
reactivos minimo cada 10 muestras dentro de una corrida analitica para verificar que no
se produzcan cambios significativos en la linea base. Cada muestra es procesada y
analizada por duplicado y el valor obtenido para cada duplicado es el resultado de dos
lecturas consecutivas sobre el mismo (2 remuestras). Los porcentajes de recuperacion
deben estar entre 80-110%.

4.4. Procedimiento para la determinacion de Pb en
leche

El Pb es determinado en la solucion de la muestra mediante Espectrofotometria
Absorcion Atémica por Horno de Grafito. Se emplea una lampara de Catodo Hueco de
Pb como fuente y una lampara de Deuterio como corrector de fondo.

Pesar aproximadamente 1,0 g de muestra (leche liquida) por duplicado. En tubos de
polipropileno de fondo cénico de 50 mL de capacidad con tapa rosca resistente a 110°C.

Bajo campana de extracciéon de gases adicionar lentamente 5 mL de HNO; del (65 -
70%) (para andlisis de trazas) y ajustar la tapa herméticamente. Preparar
simultaneamente un blanco de reactivos.

Realizar digestion en el equipo de microondas: Digestion en sistema cerrado.

+ Seleccionar el método en el sistema de hondo microondas Marca CEM Modelo
MARS-5 de acuerdo a la programacién establecida previamente. En este caso el
Método es denominado: T Animal 30 Tubos; la programacion establecida:

STAGE POWER RAMP °C HOLD
MAX % CONTROL
1 1600W 80 10:00 210 15:00

Tabla No. 10. Programa para la digestion de muestras de leche



52 Determinacion de los niveles de Pb y Cd en leche procesada

+ De acuerdo al nUmero de muestras seleccionar el programa de digestion.

+ Correr un blanco de reactivos y muestras fortificadas por cada serie de digestion.
+ Digerir la muestra en el microondas hasta la aparicion de color traslucido.

+ Dejar enfriar por 30 minutos como minimo.

Una vez digerida la muestra transferir cuantitativamente el contenido a un balén de 50
mL; mediante enjuagues sucesivos con agua tipo | completar a volumen con agua tipo .
Tapar cuidadosamente y homogenizar.

La muestra se puede guardar a temperatura ambiente sino se a analizar inmediatamente
en el término de una semana o si el andlisis no va a ser dentro de la semana siguiente se
puede guardar en la nevera por aproximadamente dos meses.

Utilizando una micropipeta, dispensar 1,5 mL de cada una de las soluciones de
calibracion y de las muestras en las copas del automuestreador del horno de grafito.

Preparar una solucién del modificador de matriz de nitrato de magnesio de manera que el
equipo con una cantidad de 50 pg en 5 pL. Realizar una dilucién de 1:5

Ubicar cada en cada uno de las copas del automuestreador del horno de grafito, de
acuerdo al método seleccionado (Plomo en Leche 2014); el blanco, el diluyente, el
modificador de matriz, estandar maestro.

Determinacion del contenido de Pb.

Seleccionar el método para la determinacion de Pb, Plomo en Leche 2014. Programar las
muestras a analizar y poner el equipo a punto de acuerdo con las instrucciones del
fabricante y buenas practicas de laboratorio.

Parametro Valor
Fuente Lampara de catodo hueco de Pb
Corriente de la lampara Uso normal: 75 %
Mejor sensibilidad 50%
Mejor precision 100%
Longitud de onda 283.3 nm
Ancho de rendija 0,5 nm
Corrector de fondo D2
Gas de purga Argén
Presién de Argdén 17 psi
Volumen de inyeccion 20 pL
Volumen alterno 5 pL de nitrato de magnesio al 1%
Sefial Sefial 20 p_L de 2,5 ug/L absorben
aproximadamente 0.1 A.

Tabla No. 11. Parametros de operacion del equipo para la determinacion de Pb
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Fase Temp Tiempo Rampa Gas Gas
(°C) (s) (°Cls) Tipo Flujo

1 100 30 10 2 0,2L/min

2 800 20 150 2 0,2L/min

3 1200 3 0 2 Apagado

4 2500 3 0 2 0,2L/min

Tabla No. 12. Programa del horno de grafito para la determinacion de Pb

Calibracion vy lectura de la muestra

Se corre un blanco de reactivos para ajustar el cero; se calibra con las soluciones
estdndar y la concentracion de las muestras se establece mediante interpolacion
automatica en pg/L. La calibracion y la lectura de las muestra se realiza siguiendo el
Anexo Il. Guia operativa del espectrofotometro de absorcion Atémica Thermo Elemental
Solaar iCE 3400

Calculos

El contenido de Pb en la muestra se obtiene mediante la siguiente ecuacion:
Contenido de Pb (pg/kg) = (Lec. x 0,050)/P

Lec. = Lectura del equipo en ug/L de Pb

P = Peso de la muestra en g

A continuacion se representa el diagrama general para la determinacion de plomo y
cadmio que se llevd a cabo en el Laboratorio de Toxicologia del Departamento de
Toxicologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia.
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Laboratorio de Toxicologia |{ UNAL

Figura No. 6. Procedimiento para la determinacion de cadmio y plomo en muestras de
leche por Espectrofotometria de Absorcion Atémica
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Pesar1 g de
muestra

.

Digestion por
microondas en HNOz3

l

Stock de estandares y

modificador de matriz
[ Preparacion curva
¢ de calibracion

Llevar a volumen

l Ajuste Equipo AAE

Lectura en el AAE

)

Interpolacion -
Resultado

Figura No. 7. Diagrama General para la determinacion de cadmio y plomo en muestras
de leche por Absorcién Atomica

4.5. Condiciones optimas para la determinacion los
analitos de interés

Como condiciones previas al analisis de metales en cualquier matriz se debe tener en
cuenta que el material de vidrio, polipropileno y porcelana debe estar libre de cualquier
posible contaminacion con metales; por ello se debe seguir el siguiente procedimiento
para el lavado:

Dejar durante minimo 3 horas, en agua: dextrano.

Dejar durante minimo 3 horas, en una solucion de agua: HNO3z 25%.
Enjuagar con agua:dextrano

Enjuagar con agua: jabén convencional del material de lavado del laboratorio
Enjuagar con suficiente agua

aprwne

Conservar siempre las normas de seguridad y las buenas practicas de laboratorio.
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Se requiere que los reactivos empleados sean de alta pureza (reactivos para absorcion
atomica), con niveles minimos de trazas de metales.

Dentro de las condiciones ambientales el analisis por absorcion atomica se efectla a una
temperatura ambiente que oscila entre 10 y 35 °C y una humedad relativa de 40 — 80 %.
Se requiere un suministro eléctrico de 110 y 220 voltios.

Las condiciones Optimas para la determinacion de los analitos de interés en el equipo son
previamente realizadas antes de iniciar el procedimiento de andlisis. Para ello se
seleccionan un rango de temperaturas para la fase de calcinacion y la fase de
atomizacién en el programa del horno. En el software se debe seleccionar el item Accién;
posteriormente seleccionar la opcién Calc — Atomiz. Previamente seleccionar el rango de
temperaturas en el cual se realizara la optimizacion. El equipo realizara la accion
combinando temperaturas de calcinacién y temperaturas de atomizacién. El analista
selecciona las condiciones Optimas para estas dos temperaturas de acuerdo a la sefial
obtenida. La sefial debe ser simétrica similar a una curva gaussiana. Ver Anexo |.

4.6. Validacion del método analitico

El método para la determinacién de Cd y Pb en leche liquida procesada comercializada
desarrollado en el presente trabajo es una adaptacién de los métodos oficiales (AOAC
Official Method 999.10, 2010 Jorhem L.,Engman J. 2000, AOAC Official Method 973.35,
2010, Kazi T.G., Jalbani N., Baig J.A., et. al. 2009; UNE-EN-14084: 2003).

La metodologia analitica se desarroll6 y valid6 de acuerdo a los parametros
recomendados por la Guia Eurachem (Eurachem Guide, 2014) y las consideraciones de
los nuevos métodos analiticos para ser usados en el analisis de alimentos; asi como los
parametros establecidos en los métodos oficiales (AOAC Official Method 999.10, 2010
Jorhem L.,Engman J. 2000, AOAC Official Method 973.35, 2010, UNE-EN-14084: 2003).

Como se trata de una modificacibn de un método normalizado, el objetivo es la
comprobacion de que la repetibilidad, la reproducibilidad, la precision intermedia y la
exactitud del método original no dependen de la modificacion introducida y que el
laboratorio domina el ensayo y lo utiliza correctamente. Los pardmetros estadisticos
analizados fueron: selectividad, modelo de calibracion (linealidad), exactitud, precision
(repetibilidad y precisién intermedia), limite de cuantificacion (LC), limite de deteccién
(LD), exactitud como % recuperacion. Estos pardmetros de validacion se evaluaron en la
metodologia analitica para la determinacion y cuantificacion de Cd y Pb en muestras de
leche liquida procesada.

Cuando los andlitos se trabajan en agua y no son sometidos a ningun procedimiento de
preparacion de muestra se denomina el Sistema. Cuando la matriz leche se fortifica con
los analitos y son sometidos al procedimiento de analisis de muestra se denomina el
Método.
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De acuerdo a la ISO 9000: 2005 una validacion es la confirmacion mediante el suministro
de evidencia objetiva de que se han cumplido los requisitos para una utilizacién o
aplicacion especifica prevista.

La Guia Eurachem define a una validacion como el proceso para establecer las
caracteristicas de rendimiento y limitaciones de un método y la identificacion de las
influencias que pueden cambiar estas caracteristicas y en qué medida (Eurachem Guide,
2014).

Selectividad

Es la capacidad de un método para determinar con precision y especificamente el analito
de interés en la presencia de otros componentes en una matriz de la muestra. La
selectividad del método fue evaluada de dos maneras.

Con Interferencias conocidas similares al andlito: Se verific6 con matriz blanco, matriz
adicionada con sustancias de naturaleza similar al analito estudiado que puedan
encontrarse en la matriz. Se realiz6 el andlisis por triplicado comparando matriz blanco,
matriz fortificada con analito y matriz fortificada con analito adicionada con interferentes.

Linealidad - Rango del sistema

Se define como la capacidad del método para obtener resultados de la prueba
proporcionales a la concentracion de andlito (Eurachem Guide, 2014). Para determinar la
linealidad y sensibilidad del sistema se emplearon soluciones de los estandares que
cubran el intervalo de trabajo. Se trabajé con seis distintas concentraciones, realizando 3
réplicas. Se recomienda que el intervalo escogido cubra el rango de concentracion
esperada en las muestras problema. Como es el caso del Pb el cual esta normado en
Colombia por la Resolucion 4506 de 2013, con un LMR de 0,02 mg/kg. Antes de la
preparacion de los patrones se debe efectuar el control de pureza de los solventes
correspondientes, cuando se considere necesario.

Para ambos metales estudiados (Cd y Pb) se trabajé con concentraciones de 0,2; 0,5;
0,8;1,5; 2,0y 2,5 ug/L (ppb).

Linealidad del método

Se prepararon muestras de matriz blanco enriquecidas con concentraciones iguales a la
curva de calibracion del sistema, se realizan de 3 para cada nivel de concentracion.

Limite de deteccion y de cuantificacidon del sistema

Basado en la desviacion estandar de la respuesta y la pendiente.

Se realiz6 la medicién a un nimero minimo de 10 blancos, y se calculd la desviacion
estandar de la respuesta.

LD =3 x (s/b)
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LC =10 x (s/b)
En donde s es la desviacion estandar y b la pendiente de la curva de calibracion.

Exactitud y precision intermedia

Es el grado de concordancia entre el resultado y el valor de referencia aceptado
(Eurachem Guide, 2014). La precision intermedia expresa la precisiéon con variaciones
internas de los laboratorios: diferentes dias, diferentes analistas, diferentes equipos, etc.
Se realizaron 6 lotes, siendo cada lote totalmente independiente, es decir que las
soluciones estandar, preparacion de las muestras, etc, fueron preparadas nuevamente
en cada lote, el lote contenia: un blanco de reactivos, cada lote se realizé por triplicado,
matriz blanco, matriz blanco mas adicionado (tres niveles de adicion que se encuentren
dentro del rango lineal establecido de concentracién). En nuestro caso particular para
tener condiciones de precision intermedia se trabajé con lotes independientes en
diferentes dias. La evaluacién de la exactitud fue realizada como porcentaje de
recuperacion siguiendo los lineamientos de la Guia Eurachem (Eurachem Guide, 2014)

Repetibilidad del sistema y del método:

Para evaluar la dispersion del sistema en condiciones de repetibilidad se realizé diez
determinaciones del estandar en tres niveles de concentracién que se encuentren dentro
del rango lineal establecido de concentracion del andlito.

Para evaluar la dispersion del método en condiciones de repetibilidad se realiz6 diez
determinaciones del estandar en tres niveles de concentracion que se encuentren dentro
del rango lineal establecido de concentracion del andlito en matriz fortificada.

CRITERIOS DE
PARAMETRO No DE MUESTRAS ESTADISTICOS ACEPTACION
Matriz blanco, matriz
adicionada con . . La cuantificacion no se
: Comparando matriz blanco, matriz
sustancias de o P : debe ver afectada por
- o fortificada con analito y matriz .
Selectividad naturaleza similar al o I 2 la presencia de
o . fortificada con analito adicionada con .
analito estudiado - interferentes. CV
P interferentes. t student .
(metales). 3 réplicas Horwitz
para cada grupo
) . . Coeficiente de correlacion (r), Test de 2
nggt'gidade' 6 concrtzntlzgglsones 3 Hipotesis: pendiente, intercepto, R%= OFQ% test de
P ANOVA Isher
Linealidad del 6 concentraciones 3 Coef_lc[ent(_a (.je correlauo_n (1), Testde R? > 0.99, test de
. - Hipotesis: pendiente, intercepto, ;
método replicas ANOVA Fisher
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Limite de Blancos de matriz o ) .
deteccién del 10 Replicas, Curva de Desviacion est?gga;;bpend|ente, LDS LD<LC
sistema calibracion. - '
Limite de Blancos de matriz N . : o )
deteccion del 10 Replicas, Curva de Desviacion estfm(iar, Pendlente, LDS LD< 20% LMR;
P . It = 3* s/b; LD<LC
método calibracion.
Limite de Blancos de matriz o p .
Cuantificacion | 10 Replicas, Curva de | DeSViacion estandar, pendiente, LDS LD < 50% LMR
. : g = 10* s/b;
del método calibracion
Decision 657/2002 UE:
6 Lotes conformados - o
. - - Si la fraccién de Masa
Exactitud — por: 1 Blanco, 3 matriz % Recuperacion es < 1ua/Ka. Ia
Precision blanco, 3 matriz 0 P = THg/Rg,
. . - ANOVA recuperacion debe
Intermedia blanco mas o o
adicionado. 3 replicas estar entre 50%-120%.
) — Test de Fisher.
6-10 Determinaciones
Repeﬂlznhdad del | del estandar_ utilizado Coeficiente de Variacion CV de Horwitz.
método en los tres niveles de
interés.

Tabla No. 13. Pardmetros y estadisticos para la validacion

4.7. Recopilacion de datos

Como se trata de un estudio con muestreo consecutivo doble ciego, las muestras fueron
analizadas sin identificar su procedencia (marca y/o productor) en el momento de
realizarse la lectura. Posteriormente al analisis su identidad fue realizada. Ver anexo lll.

Todos los datos fueron procesados en el momento del analisis por el Espectrofotémetro
de Absorcion atémica con el SOLAAR AA Software Version 11.03 de Thermo Scientific.

El analisis y tratamiento de datos para la validacion fue realizado con la hoja de calculo
en Excel 2013 de Microsoft Office 2013. Los resultados se expresaran hasta con 4 cifras
decimales por tratarse de un andlisis de residuos y por iniciar el proceso con una balanza
de 4 cifras decimales.

4.8. Consideraciones éticas

El presente estudio se desarroll6 conforme a las consideraciones éticas de la resolucion
008430 de 1993 del ministerio de salud de la Republica de Colombia. De acuerdo al
riesgo inherente al estudio, se clasifica como investigacién sin riesgo segun el articulo 11
item a), Investigacion sin riesgo: Son estudios que emplean técnicas y métodos de
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investigacion documental retrospectivos y aquellos en los que no se realiza ninguna
intervencion o modificacién intencionada de las variables biol6gicas, fisiol6gicas,
sicolégicas o sociales de los individuos que participan en el estudio, entre los que se
consideran: revision de historias clinicas, entrevistas, cuestionarios y otros en los que no
se le identifique ni se traten aspectos sensitivos de su conducta. Este estudio empleé la
Absorcién Atémica como técnica analitica para la determinacion de niveles de metales
(Pb y Cd) en una matriz alimenticia, como lo es la leche, y en ningin momento se
intervendra con seres humanos; ya que estas muestras provienen de diferentes puntos
de comercializacion de este producto dentro de la ciudad de Bogota. La aprobacion ante
comité de ética esta registrada en el Acta de Evaluacion No.: 023-14 con fecha de 27 de
marzo de 2014, conforme se muestra en el Anexo | de este documento.
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5.Resultados

5.1. Validacién técnica para la determinacion de Cd y
Pb por espectrofotometria de absorcion atdmica
asistida con horno de grafito

Analito y matriz: Los andlitos objeto de este estudio son Cd y Pb y la validacion se realizo
en matriz leche liquida comercial.

Pardmetros a verificar o validar: Se verifico el cumplimiento de los siguientes pardmetros
estadisticos: linealidad, limite de deteccion, limite de cuantificacién, exactitud
(%recuperacion), precision intermedia, repetibilidad, especificidad o selectividad.

PREPARACION DE SOLUCIONES PARA LA CURVA DE CALIBRACION

La curva de calibracion se realiz6 a partir de un estandar certificado de cadmio de 10.000
ppm (Lote 211125109), cada punto se analizé por triplicado con el fin de verificar la
repetibilidad de cada dato.

Se prepararon seis soluciones de Cd (0,2; 0,4; 0,8; 1,0; 1,5; 2,5 ppb) en HNO3 al 10%
para realizar la calibracion del equipo.

5.1.1.Linealidad del sistema para Cadmio

Para determinar la linealidad y sensibilidad del sistema se prepararon soluciones de
diferentes concentraciones entre 0,2 y 2,5 ppb cubriendo el intervalo de trabajo. Se
realizaron tres replicas.

CURVAS DEL SISTEMA Cd
ID MUESTRA | CONC. SERNAL (Abs)
(Hg/L)

Lote | Lote Il | Lote lll

Blanco 0,00 | 00021| 0,0011] 0,0067
Estandar 1 025 | 0,0281] 0,0387| 0,0310
Estandar 2 0,50 | 0,0584] 0,0634| 0,0518
Estandar 3 0,80 | 0,1024| 0,1010| 0,0976
Estandar 4 150 | 0,1949| 0,2066| 0,1965
Estandar 5 200 | 02730| 0,2878| 0,2707
Estandar 6 250 | 0,3535| 0,3338| 0,3292

Tabla No. 14. Curvas Linealidad Sistema Cd
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Curvas de calibracion para el Sistema Cd
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Figura No. 8. Grafico de linealidad sistema Cd

Grafico de residuales del sistema para Cadmio

Variable X 1 Grafico de los residuales

0,02 -

*
L 4
" 0,01 + - -
8 $ * -
=
=} 0 3 + . - * . ‘
=
2 opo * 050 $ 1,00 150 2,00 250 3,00
-0,01 * *
* >
-0,02

Variable X 1

Figura No. 9. Grafico de residuales sistema Cd

Andlisis de varianza del sistema

Grados de Suma de Promedio de E Valor critico de
libertad cuadrados |los cuadrados F
Regresion 1 0,394018813 | 0,394018813 |6135,15333| 2,09015E-32
Residuos 26 0,001669802 | 6,42231E-05
Total 27 0,395688615

Tabla No. 15. Analisis de varianza del sistema para Cd

Limites de confianza del sistema

- : Superior
0,
Coeficientes | Inferior 95% 95%
Intercepcion | -0,002816869 | -0,007772214 | 0,002138476
Variable X1 | 0,136210452| 0,132635902 | 0,139785003

Tabla No. 16. Limites de confianza del sistema para Cd
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Estadisticos de regresion del sistema

Coeficiente de
correlacién maltiple 0,997887775

Coeficiente de
determinacion R2 0,995617704

Observaciones 28

Tabla No. 17. Estadisticos de regresion del sistema para Cadmio

5.1.2.Linealidad del método para Cadmio

Se prepararon seis soluciones de matriz blanco, enriquecidas con concentraciones
iguales a la curva de calibracion del sistema, se realizaron tres replicas para cada nivel

de concentracion.

CURVAS DEL METODO Cd
CONC. N
ID MUESTRA (Lg/L) SENAL (Abs)

Lote | | Lote Il | Lote Il
Blanco 0,00 |0,0067 | 0,0067 | 0,0078
Estandar 1 0,25 |0,0326 | 0,0310 | 0,0138
Estandar 2 0,50 |0,0800 | 0,0518 | 0,0547
Estandar 3 0,80 |0,1026 | 0,0976 | 0,1030
Estandar 4 1,50 |0,2012 |0,1965 | 0,1975
Estandar 5 2,00 |0,2778 | 0,2507 | 0,2678
Estandar 6 2,50 |0,3253 | 0,3292 | 0,3268

Tabla No. 18. Curvas de Linealidad del Método Cd
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R?=0,99727294
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Figura No. 10. Gréfico de linealidad método Cd
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Grafico de residuales del método para Cd

Variable X 1 Grafico de los
residuales
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-0,02

Residuos
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Figura No. 11. Grafico de residuales método Cd

Andlisis de varianza del método

Grados de Suma de Promedio de = Valor critico de
libertad cuadrados | los cuadrados F
Regresién 1 0,276878591 | 0,276878591 |3469,35813 5,63876E-23
. 19 0,00151633 | 7,98069E-05
Residuos
Total 20 0,278394921

Tabla No. 19. Andlisis de varianza del método Cadmio

Limites de confianza del método

. ; Superior
0,
Coeficientes Inferior 95% 95%
Intercepcion -0,0011947 -0,007689535 | 0,005300136
Variable X 1 0,131845713 0,127160647 | 0,136530778

Tabla No. 20. Limites de confianza del método Cadmio
Estadisticos de regresion del método

Pasos para la prueba de hipétesis: HO: f=0Ha:B#0
t=b/sb Rechazar HOsit < —ta/2 0 sit > ta/2

Coeficiente de correlacion multiple 0,997272937
Coeficiente de determinacién R? 0,994266643
Observaciones 21
Intercepto Pendiente
b= -0,0011947 0,131845713
Sh = Error tipico 0,003103087 0,002238419
t -0,385003585 58,90125746
alfa/2 0.025 0.025
Grados de lib. (n-2) 21-2=19 21-2=19
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Valor critico tabla 2.093 2.093
Valor critico excel 2,093024054 2,093024054
tcale < T tabu No se rechaza Ho | Se rechaza Ho

Tabla No. 21. Estadisticos de regresion del método Cd

5.1.3.Limite de Deteccion (LD) y Limite de Cuantificacion (LC)
para Cadmio

Se realiz6 la medicién a un ndmero minimo de 10 blancos, y se calculd la desviacion
estandar de la respuesta.

LD = 3 x (s/b)
LC =10 x (s/b)
En donde s es la desviacion estandar y b la pendiente de la curva de calibracion.

CALCULO LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE
CUANTIFICACION
SISTEMA
. ABS=y =0,1362x -

ECUACION DE LA CURVA (3)’,0028
PENDIENTE 0,1362
INTERCEPTO 0,0028

Conc (ug/L) (ABS+0,1362/0,0028)

SENAL (ABS)

B-1 0,0021
B-2 0,0011
B-3 0,0067
B-4 0,0078
B-5 0,0076
B-6 0,0067
B-7 0,0021
B-8 0,0095
B-9 0,0090
B-10 0,0092
PROMEDIO 0,00617
DESVEST 0,00322
LDS= 3 *(s/b) pg/L 0,07085
LCS= 10 *(s/b) pg/L 0,23616
LDS pg/Kg 0,3542
LCS ug/Kg 1,1808

Tabla No. 22. Limite de Deteccién (LD) y Limite de Cuantificacion Cadmio
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5.1.4. Verificacién de LD y LC para Cadmio

Datos para la verificacion del LD

LEﬁ;/']J_R A CONOCBETNETNFTSXION

Hg/Kg
0,0794 0,3755
0,0609 0,2998
0,0590 0,2874
0,0735 0,3488
0,0835 0,3995
0,0709 0,3366

Tabla No. 23. Datos para la verificacion del LD Cadmio

Datos para la verificacion del LC

LEE;./LIJ_R A COI\é)CBETNETNRISEION

Hg/Kg
0,2152 1,0512
0,2203 1,0911
0,2200 1,0896
0,2097 1,0276
0,2047 0,9965
0,2155 1,0463

Tabla No. 24. Datos para la verificacion del LC Cadmio

Resultados obtenidos en la verificacion del limite de deteccién

FORTIFICACION | LECTURA BLANCO | CORRECCION | CONCENTRACION %
PROMEDIO BLANCO OBTENIDA .
Hg/Kg Hg/L RECUPERACION
Ho/L Ho/L ug/Kg

0,3455 0,079 0,003 0,076 0,3755 108,7
0,3444 0,061 0,003 0,061 0,2998 87,1
0,3410 0,059 0,003 0,059 0,2874 84,3
0,3477 0,074 0,003 0,070 0,3488 100,3
0,3486 0,084 0,003 0,080 0,3995 114,6
0,3483 0,071 0,003 0,068 0,3366 96,7
PROMEDIO 0,3413 98,60
COEFICIENTE DE VARIACION 12,62 12,03

Tabla No. 25. Verificacion del LD Cadmio

Porcentaje de recuperacion obtenido en la verificacion del limite de deteccién
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Promedio % Rango de
(mg/Kg) Recuperacion | aceptacion
0,0003413 98,6 80-110%
Tabla No. 26. Recuperacion del LD Cadmio
Coeficientes de variacién obtenidos en la verificacion del limite de deteccion
PROMEDIO C.V.
NIVEL (mg/Kg) (ma/Kg) C.V.METODO | |, 5irs RESULTADO
0,0003542 0,0003413 12,62 4,70 Rechazado

Tabla No. 27. Coeficientes de variacion obtenidos en la verificacion del LD Cadmio

Resultados obtenidos en la verificacion del limite de cuantificacion Cd.

FORTIFICACION | LECTURA BLANCO | CORRECCION | CONCENTRACION %
PROMEDIO BLANCO OBTENIDA .
Hg/Kg ug/L RECUPERACION
Hg/L Ho/L ug/Kg
1,0913 0,2152 0,0033 0,2119 1,0512 96,3309
1,0894 0,2203 0,0033 0,2203 1,0911 100,1515
1,0896 0,2200 0,0033 0,2200 1,0896 100,0000
1,0949 0,2097 0,0033 0,2065 1,0276 93,8460
1,0883 0,2171 0,0033 0,2138 1,0578 97,1950
1,0848 0,2155 0,0033 0,2122 1,0463 96,4536
PROMEDIO 1,0606 97,33
COEFICIENTE DE VARIACION 2,37 2,47

Tabla No. 28. Verificacion del LC Cd

Porcentaje de recuperacion obtenido en la verificacion del limite de cuantificacién Cd

Promedio % Rango de
(mg/Kg) Recuperacion | aceptacion
0,001061 97,3 80-110%

Tabla No. 29. Recuperaciéon del LC Cd

Coeficientes de variacion obtenidos en la verificacion del limite de cuantificacion

PROMEDIO C.V.
NIVEL (mg/Kg) | "oy | CV- METODO | ooy RESULTADO
0,001181 0,001061 2,37 3,96 Aceptable

Tabla No. 30. Coeficientes de variacion obtenidos en la verificacion del LC Cd

5.1.5.Selectividad o especificidad para Cd

Se determind evaluando la concentracion de adicionados de concentracidn conocida a

las cuales se les adiciond la interferencia a evaluar.
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CRITERIOS DE
PARAMETRO No DE MUESTRAS SRR A

Selectividad o
especificidad

Tres adicionados con adicién de interferencias. Se
realizaron las determinaciones por triplicado.

La cuantificacién
no se debe ver
afectada por la

presencia de
interferentes.

Tabla No. 31. Selectividad o especificidad para Cd

Datos de especificidad y selectividad del fortificado de Cd (sin adicién y con interferentes)

Sin adicion de interferencias Interferencias Pb (2,5 ug/L) Interferencias de Sn (1ug/L)
Concentracién | Concentracion | Concentracion | Concentracién | Concentracion | Concentracion
Cd [ug/L] Cd [ug/kg] Cd [ug/L] Cd [ug/kg] Cd [ug/L] Cd [ug/kg]
0,7866 36,5180 0,7767 37,0430 0,7962 39,3241
0,7805 37,8362 0,7725 36,0919 0,7975 38,1010
0,7810 38,0100 0,7817 36,8664 0,7932 37,9626

PROMEDIO 37,4548 PROMEDIO 36,6671 PROMEDIO 38,4626
DESVIACION DESVIACION DESVIACION
ESTANDAR 08159 ESTANDAR 0,5059 ESTANDAR 0,7493
Tabla No. 32. Datos de especificidad o selectividad
Coeficientes de variacion para el pardmetro de especificidad o selectividad.
PROMEDIO C.V.
INTERFERENCIA (ug/Kg) C.V. HORWITZ RESULTADO
F2 (Cd (0,8 ug/L)) | 37,4548 2,1783 2,3186 Aceptable
Cd (0,8 pg/L)
Pb (2,5 pg/L) 36,6671 1,3798 2,3260 Aceptable
Cd (0,8 pg/L)
Sn (1 pgiL) 38,4626 1,9481 2,3093 Aceptable

Porcentaje de Recuperacion obtenidos en especificidad o selectividad.

Tabla No. 33. Coeficientes de variacion para el parametro de selectividad Cadmio

INUEGIS ST PI?;(;)g'\/AKEgD)IO RECUPIOE/ORACIC')N AE@E?AC\)CIIDOEN
F2 (Cd (08 ug/L)) | 37,4548 97,8309
Sg ((20"5? Eg/t)) 36,6671 97,1608 80.110%
! (Ol’Spg?L/)L) 38,4626 99,4571

Tabla No. 34. Recuperacion en el parametro de selectividad
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5.1.6.Exactitud y Precision para Cadmio

Para evaluar los parametros de precision intermedia y exactitud (porcentaje de
recuperacion) se opté por un disefio experimental de seis (6) lotes de fortificados
(muestras/soluciones), siendo cada uno de ellos independientes entre si, es decir que
para cada lote se prepararon, las soluciones estandar y se realiz6 el tratamiento de las

muestras.

En cada lote se realizaron andlisis por triplicado de las siguientes muestras:

Matriz blanco

Matriz blanco mas adicionado (tres niveles de adicién correspondientes dentro del rango
lineal de estudio).

CRITERIOS DE
PARAMETRO No DE MUESTRAS ESTADISTICOS ACEPTACION
6 Lotes conformados por: matriz blanco .
Exactitud y matriz blanco mas adicionado (3 % Recuperacion Recuperacion entre
. ; 80y 110%
niveles en el rango de trabajo). Se
Brocisid realizaron las determinaciones por
rrecision triplicado ANOVA Test de Fisher
intermedia

Tabla No. 35. Parametros de exactitud y precisiéon

Datos de exactitud y precision intermedia, concentracion de 20,0 pg/Kg

LOTES
I Il Il v V Vi

Test 1 18,56 19,35 19,83 18,98 18,89 20,38
Test 2 16,87 19,70 21,12 18,94 18,48 15,89
Test 3 19,10 19,63 20,68 19,89 18,61 20,15
S 1,164 0,186 0,658 0,535 0,211 2,526
S? 1,355 0,035 0,433 0,287 0,045 6,379

n 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000
v&? 2,711 0,069 0,866 0,573 0,089 12,758

Tabla No. 36. Parametros de exactitud y precisién intermedia concentracién de 20,0
Hg/Kg

Datos de exactitud y precision intermedia, concentracion de 40,0 pg/Kg

LOTES
I Il 1l [\ V Vi
Test1l 38,52 39,26 38,55 37,95 36,82 38,06
Test 2 38,55 39,80 37,70 36,29 37,02 40,50
Test 3 39,03 35,21 39,28 38,13 37,02 37,58
S 0,290 2,506 0,790 1,011 0,118 1,571
S? 0,084 6,281 0,624 1,023 0,014 2,467
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v 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000
vS? 0,168 12,562 1,248 2,045 0,028 4,935
Tabla No. 37. Pardmetros de exactitud y precisiéon intermedia concentracion de 40,0

Hg/Kg

Datos de exactitud y precisién intermedia, concentracion de 70,0 pg/Kg

LOTES
I Il Il % V Vi

Test 1 70,46 69,86 74,86 71,33 76,06 74,70
Test 2 66,51 69,08 71,44 70,01 75,41 72,79
Test 3 78,06 72,08 71,54 68,72 70,30 72,69
S 5,871 1,556 1,945 1,306 3,153 1,137
S? 34,464 2,420 3,782 1,706 9,944 1,294
v 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000
v§? 68,928 4,840 7,563 3,411 19,887 2,587

Tabla No. 38. Pardmetros de exactitud y precision intermedia concentraciéon de 70,0
Hg/Kg

Calculo de cuadrados medios entre y dentro de grupos, concentracion 20,0 pg/Kg

ST £ Grados de .
- Cuadrados Libertad (n) Cuadrados medios (MS)
Fuente de Variabilidad (SS)
Entre los grupos SSp 1,03E+01 5 MS = 2,06E+00
Dentro de los grupos SSw | 1,71E+01 12 MSy, = 1,42E+00
Total SSt 2,74E+01 17

Tabla No. 39. Cuadrados medios concentracion 20,0 ug/Kg

Hipdtesis nula (HO): No existe diferencia significativa entre los resultados obtenidos con
el método para el nivel de concentracion 20,0 pg/Kg.

Hipotesis alterna (H1): Existe diferencia significativa entre los resultados obtenidos en la
metodologia para el nivel de concentracion 20,0 pg/Kg.

Célculo del valor de F y comparacion con el F critico, nivel 20,0 pug/Kg

F=MSb/MSw Fo.os Existe diferencia
Fcalculado Feritical Slgnlflcatlva
1,4467 3,1059 No

Tabla No. 40. Feiico, Nivel 20,0 pg/Kg

Promedio | , » Rango de
(mg/Kg) % Recuperacion aceptacion
19,17 99,42 80-110%

Tabla No. 41. Porcentaje de Recuperacion, nivel 20,0 pg/Kg
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Calculo de cuadrados medios entre y dentro de grupos, concentracion 40,0 ug/Kg

SUMEL el Grados de
Fuente de Variabilidad | Cuadrados | Cuadrados medios (MS)
(SS) Libertad (n)
Entre los grupos SSp 7,86E+00 5 MSp = 1,57E+00
Dentro de los grupos SSw | 2,10E+01 12 MSw = 1,75E+00
Total SSt 2,88E+01 17

Tabla No. 42. Cuadrados medios, concentracion de 40,0 ug/Kg

Hipdtesis nula (HO): No existe diferencia significativa entre los resultados obtenidos con
el método para el nivel de concentracion 40,0 pg/Kg.

Hipodtesis alterna (H1): Existe diferencia significativa entre los resultados obtenidos en la
metodologia para el nivel de concentracion 40,0 pg/Kg.

Célculo del valor de F y comparacién con el F critico, nivel 40,0 pg/Kg

F=MSb/MSw Fo.os Existe diferencia
Fealculado St significativa
1,1124 3,1059 No

Tabla No. 43. Feiico, Nivel 40,0 pg/Kg

Porcentaje de Recuperacion, nivel 40,0 ug/Kg

Promedio - Rango de
% Recuperacion 0a

(ng/KQ) aceptacion
38,07 99,15 80-110%

Tabla No. 44. Porcentaje de Recuperacion, nivel 40,0 pg/Kg

Calculo de cuadrados medios entre y dentro de grupos, concentracién 70,0 pug/Kg

Suma de Grados de
Fuente de Variabilidad | Cuadrados Lib d Cuadrados medios (MS)
(SS) ibertad (n)
Entre los grupos SSp 3,84E+01 5 MSp = 7,67E+00
Dentro de los grupos SSw | 1,07E+02 12 MSw = 8,93E+00
Total SSt 1,46E+02 17

Tabla No. 45. Cuadrados medios concentracion 70,0 ug/Kg

Célculo del valor de F y comparacion con el F critico, nivel 70,0 pg/Kg

F=MSb/MSw Fo.0s Existe diferencia
Fecalculado Feritical significativa
1,1646 3,1059 No

Tabla No. 46. Fciico, Nivel 70,0 pg/Kg
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Porcentaje de Recuperacion, nivel 70,0 ug/Kg

Promedio . Rango de
% Recuperacion S

(ng/KQ) aceptacion
71,99 98,75 80-110%

Tabla No. 47. Porcentaje de Recuperacion, nivel 70,0 pg/Kg

5.1.7.Repetibilidad para Cadmio

La precision fue evaluada mediante el andlisis de matriz adicionada con tres
concentraciones dentro del rango lineal de trabajo en un solo dia, el criterio de
aceptacion para esta determinacion es el coeficiente de variacién calculado segun la
ecuacion de Horwitz.

Concentraciéon | Concentracién | Concentracion | Concentracién | Concentraciéon | Concentracion
Cd [pg/L] Cd [pg/kg] Cd [pg/L] Cd [pg/kg] Cd [pg/L] Cd [pgrkg]
METODO
Nivel | Nivel Il Nivel Il
0,4152 19,9502 0,7157 34,4518 1,5700 75,6745
0,4125 19,8794 0,7925 38,2707 1,3927 67,3206
0,4068 19,7488 0,8061 39,2150 1,5610 76,0179
0,4160 19,8699 0,8112 38,8220 1,4912 71,4359
0,4106 19,9623 0,7806 38,0287 1,5006 73,1850
0,3986 18,5975 0,7986 37,3399 1,5699 73,4768
0,4050 19,1413 0,7900 37,4159 1,4890 70,5942
0,4272 20,4971 0,7720 37,1075 1,4790 71,1667
0,4126 19,3947 0,7580 35,7005 1,4458 68,1684
0,4110 19,8568 0,8110 39,2648 1,5197 73,6525
PROMEDIO 19,6898 375616 72,0692
DESVIACION
ESTANDAR 05244 1,5404 2,8960
Tabla No. 48. Repetibilidad o Precisiéon Cd
Coeficientes de variaciéon para repetibilidad.
NIVEL PROMEDIO | ¢\, \ETODO | C.V. HORWITZ | RESULTADO
(Hg/Kg)

I 19,6898 2,6631 5,1084 Aceptable

1 37,5617 4,1010 4,6352 Aceptable

1 72,0692 4,0183 4,2021 Aceptable

Tabla No. 49. Coeficiente de variacion para repetibilidad Cd

5.1.8.Linealidad del sistema para Pb

Para determinar la linealidad y sensibilidad del sistema se prepararon soluciones de
diferentes concentraciones entre 0,2 y 2,5 ppb cubriendo el intervalo de trabajo. Se
realizaron tres replicas.
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CURVAS DEL SISTEMA Pb
ID MUESTRA conte, SENAL (Abs)
(Mg/L)

Lote |l | Lotell | Lote lll

Blanco 0,00 0,0021| 0,0011| 0,0034
Estandar 1 0,25 0,0151| 0,0131| 0,0127
Estandar 2 0,50 0,0258| 0,0274| 0,0252
Estandar 3 0,80 0,0451| 0,042| 0,0414
Estandar 4 1,50 0,0795| 0,0797| 0,0697
Estandar 5 2,00 0,0927| 0,0953| 0,0946
Estandar 6 2,50 0,1125| 0,1114| 0,1192

Tabla No. 50. Curvas Linealidad Sistema Pb

Curvas de calibracion sistema Pb

y =0,0452x + 0,0041
R® = 0,99607

Lectura (ABS)

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00
Concentracién (pg/L)
Figura No. 12. Grafico de linealidad sistema Pb
Grafico de residuales del sistema para Plomo
Grafico de los residuales
0,01
&
0,005 *
8 .
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-0,01
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Figura No. 13. Gréfico de residuales sistema Pb

Andlisis de varianza del sistema

G(ados de Sumade Prc?énlgglo = Valor critico de
libertad cuadrados cuadrados F
Regresion 1 0,030005287 | 0,03005286 |2277,56874 2,0857E-32
Residuos 18 0,000237151 | 1,3195E-05
Total 19 0,030290379

Tabla No. 51. Andlisis de varianza del sistema para Pb
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Limites de confianza del sistema

Superior
95%
Intercepcion 0,00414340| 0,001316498| 0,00697031
Variable X 1 0,04520538 | 0,043215329| 0,04719543
Tabla No. 52. Limites de confianza del sistema para Pb

Coeficientes | Inferior 95%

Estadisticos de regresion del sistema

Coeficiente de
correlacién maltiple 0,99607168

Coeficiente de
determinacion R? 0,9917231

Observaciones 20
Tabla No. 53. Estadisticos de regresion del sistema para Pb

5.1.9.Linealidad del método para Plomo

Se prepararon seis soluciones de matriz blanco, enriquecidas con concentraciones
iguales a la curva de calibracion del sistema, se realizaron tres replicas para cada nivel
de concentracion.

CURVAS DEL METODO Pb
ID MUESTRA ehve, SENAL (Abs)
(ug/L)

Lote | Lote Il | Lote lll

Blanco 0,00 0,0008 | 0,0011 | 0,0002
Estandar 1 0,25 0,0117 | 0,0134 | 0,0120
Estandar 2 0,50 0,0240 | 0,0253 | 0,0237
Estandar 3 0,80 0,0369 | 0,0378 | 0,0362
Estandar 4 1,50 0,0672 | 0,0677 | 0,0658
Estandar 5 2,00 0,0867 | 0,0840 | 0,0889
Estandar 6 2,50 0,0983 | 0,1091 | 0,0999

Tabla No. 54. Curvas Linealidad Método Pb

Curvas de Calibracion Método Pb
0,1200 y = 0,0409x + 0,0032
0,1000 R® = 0,9968430
0,0800
0,0600
0,0400
0,0200
0,0000 % T T T T T )
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00
Concentracién (pg/L)

Lectura (ABS)

Figura No. 14. Grafico de linealidad método Pb
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Grafico de residuales del método para Pb

Grafico de los residuales

0,005 W

0
0,1)0 0,50

-0,005 J
-0,01

1,00

Residuos

1,50 2,00

2,50

3,00

Figura No. 15. Grafico de residuales método Pb

Andlisis de varianza del método

Grados de Suma de PromEeo Valor critico de
. de los F
libertad cuadrados F
cuadrados
Regresion 1 0,02458015 | 0,02458015 | 2837,3884 2'3_25’;9
Residuos 18 0,00015593 | 8,6629E-05
Total 19 0,02473608
Tabla No. 55. Andlisis de varianza del método para Pb
Limites de confianza del método
. : Superior
0,
Coeficientes Inferior 95% 95%
Intercepcion 0,00323301 0,000942474 | 0,00552355
Variable X 1 0,04088268 0,039270225 | 0,04249515
Tabla No. 56. Limites de confianza del método para Pb
Estadisticos de regresion del método
Pasos para la prueba de hipétesis: HO:=0Ha:B#0
t=b/sb Rechazar HO sit < —ta/2 0 sit > ta/2
Coeficiente de correlacién multiple 0,9968430
Coeficiente de determinacion R? 0,9933459
Observaciones 21
Intercepto Pendiente
b= 0,00323301 0,040882689
Sh = Error tipico 0,001090253 0,000767503
T 2,96537698 53,2671424
alfa/2 0.025 0.025
Grados de lib. (n-2) 21-2=19 21-2=19
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Valor critico tabla 2.093 2.093
Valor critico Excel 2,093024054 2,093024054
tealc < 1 tabu No se rechaza Ho | Se rechaza Ho

Tabla No. 57. Estadisticos de regresion del método para Pb

5.1.10. Limite de Deteccion (LD) y Limite de Cuantificacién
(LC) para Plomo

Se realiz6 la medicién a un nimero minimo de 10 blancos, y se calculd la desviacion
estandar de la respuesta.

LD = 3 x (s/b)
LC = 10 x (s/b)

En donde s es la desviacion estandar y b la pendiente de la curva de calibracion.

CALCULO LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE
CUANTIFICACION
SISTEMA

ECUACCLIJOR'\\I/EE LA ABS= 0,0452x + 0,0041
PENDIENTE 0,0452
INTERCEPTO 0,0041

Conc (ug/L) (ABS+0,0452/0,0041)
SENAL (ABS)

B-1 0,0002
B-2 0,0011
B-3 0,0017
B-4 0,0008
B-5 0,0018
B-6 0,0037
B-7 0,0021
B-8 0,0015
B-9 0,0010
B-10 0,0049
PROMEDIO 0,00187
DESVEST 0,00142
LDS= 3 *(s/b) ug/L 0,09398
LCS= 10 *(s/b) ug/L 0,31327
LDS ug/Kg 0,4699
LCS pg/Kg 1,5664

Tabla No. 58. Limite de Deteccién (LD) y Limite de Cuantificacion (LC) Pb
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5.1.11. Verificacion de LDy LC para Pb

Datos para la verificacion del LD

LEEJ/LER i CONOCBETNETNF?,IS\EION

Hg/Kg
0,0971 0,4817
0,0909 0,4466
0,0851 0,4223
0,0850 0,4190
0,0805 0,3986
0,0794 0,3913

Tabla No. 59. Datos para la verificacion de LD Pb

Datos para la verificacion del LC

LEE;/LER A CONCEZBETNETNFTSEION

Hg/Kg
0,2901 1.3796
0,2833 1.3990
0,3008 1.4899
0,3012 1,5017
0,2910 1,4385
0,2907 1,4379

Tabla No. 60. Datos para la verificacion de LC Pb

Resultados obtenidos en la verificacion del limite de deteccion

FORTIFICACION | LECTURA PBRIE)AMNECD?O Cogffﬁg(')o'\' CO'\g:BETNETN'T'SSON %

Hg/Kg Hg/L Ll Ll RECUPERACION
Hg/Kg
0,4495 0,0971 0,0007 0,0964 0,4817 107,1612
0,4420 0,0909 0,0007 0,0909 0,4466 101,0378
0,4471 0,0851 0,0007 0,0851 0,4228 94,5589
0,4472 0,0850 0,0007 0,0843 0,4190 93,6861
0,4494 0,0805 0,0007 0,0798 0,3986 88,6884
0,4478 0,0794 0,0007 0,0787 0,3913 87,3946
PROMEDIO 0,4267 95,42
COEFICIENTE DE VARIACION 7,80 7,88

Tabla No. 61. Verificacion del LD Pb

Porcentaje de recuperacion obtenido en la verificacion del limite de deteccién
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Promedio % Rango de
(mg/Kg) Recuperacion | aceptacion
0,0004266 95,4 80-110%

Tabla No. 62. Recuperacion del LD Pb

Coeficientes de variacion obtenidos en la verificacion del limite de deteccién

PROMEDIO C.V.
NIVEL (mg/Kg) | oy | CV-METODO | ooy RESULTADO
0,0004699 0,0004266 7,798 4,55 Rechazado

Tabla No. 63. Coeficientes de variacion obtenidos en la verificacion del LD Pb

Resultados obtenidos en la verificacion del limite de cuantificacion.

FORTIFICACION | LECTURA PEQLOAMNECDOIO COBRFAE,\?CCC')ON CO%CBETNETNFTSXION %
ug/Kg ug/L ug/L L RECUPERACION
H9/Kg
1,4300 0,2901 0,0007 0,2894 1,3796 96,4750
1,4817 0,2833 0,0007 0,2833 1,3990 94,4233
1,4859 0,3008 0,0007 0,3008 1,4899 100,2633
1,4993 0,3012 0,0007 0,3005 1,5017 100,1588
1,4865 0,2910 0,0007 0,2903 1,4385 96,7717
1,4874 0,2907 0,0007 0,2900 1,4379 96,6718
PROMEDIO 1,4411 97,46
COEFICIENTE DE VARIACION 3,34 2,36

Tabla No. 64. Verificacion del LC Pb

Porcentaje de recuperacion obtenido en la verificacion del limite de deteccién

Promedio % Rango de
(mg/Kg) Recuperacion | aceptacion
0,001441 97,5 80-110%

Tabla No. 65. Recuperacion del LC Pb

Coeficientes de variacion obtenidos en la verificacion del limite de cuantificacion

PROMEDIO C.V.
NIVEL (mg/Kg) | "oy | CV-METODO | ooy RESULTADO
0,001566 0,001441 3,3448 3,7894 Aceptable

Tabla No. 66. Coeficientes de variacion obtenidos en la verificaciéon del LC Pb

5.1.12. Selectividad o especificidad para Pb

Se determiné evaluando la concentracién de adicionados de concentracion conocida a
las cuales se les adicion6 la interferencia a evaluar.
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PARAMETRO

No DE MUESTRAS

CRITERIOS DE
ACEPTACION

Selectividad o
especificidad

Tres adicionados con adicion de interferencias. Se
realizaron las determinaciones por triplicado.

La cuantificaciéon
no se debe ver
afectada por la

presencia de
interferentes.

Tabla No. 67. Selectividad o especificidad para Pb

Datos de especificidad y selectividad del fortificado de Pb (sin adicién y con interferentes)

Sin adicion de
interferencias Interferencias Cd (2,5 ug/L) Interferencias de Sn (1ug/L)
Concentracién | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion
Pb [ug/L] Pb [pg/kg] Pb [pg/L] Pb [pg/kg] Pb [ug/L] Pb [pg/kg]
2,5166 116,8 2,4807 118,3075 2,5146 124,1876
2,4486 118,7 2,5041 116,9933 2,5110 119,9599
2,4310 118,3 2,4671 116,2187 2,5319 121,1783
PROMEDIO 117,9488 PROMEDIO 117,1732 PROMEDIO 121,7753
DESVIACION DESVIACION DESVIACION
ESTANDAR 0,9854 ESTANDAR 1,0560 ESTANDAR 21761
Tabla No. 68. Datos de especificidad y selectividad
Coeficientes de variacion para el parametro de especificidad o selectividad.
PROMEDIO C.V.
INTERFERENCIA (ug/Kg) C.V. HORWITZ RESULTADO
F2 (Pb (2,5 ug/L)) | 117,9488 0,8355 2,7590 Aceptable
Pb (2,5 ug/L)
Cd (0.8 ug/L) 117,1732 0,9012 2,7618 Aceptable
Pb (2,5 ug/L)
Sn (1 ug/l) 121,7753 1,7870 2,7458 Aceptable

Tabla No. 69. Coeficientes de variacién para el parametro de selectividad Pb

Porcentaje de Recuperacion obtenidos en especificidad o selectividad.

INTERFERENCIA PR(,C,)g'\/AKEg?)IO RECUPI;/ORACION AEEE?SC[I)(%N
F2 (Pb (2,5 ug/L)) | 117,9488 98,5853
P %:g 33;8 117,1732 99,3557 80-110%
Cgr(] (()isu‘a%/)” 121,7753 100,7643

Tabla No. 70. Recuperacion en el pardmetro de selectividad
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5.1.13. Exactitud y Precision para Pb

Para evaluar los parametros de precision intermedia y exactitud (porcentaje de
recuperacion) se aplicé por un disefio experimental de seis (6) lotes de fortificados
(muestras/soluciones), siendo cada uno de ellos independientes entre si, es decir que
para cada lote se prepararon, las soluciones estandar y se realizé el tratamiento de las

muestras.

En cada lote se realizaron analisis por triplicado de las siguientes muestras:

Matriz blanco

Matriz blanco mas adicionado (tres niveles de adicién correspondientes dentro del rango
lineal de estudio).

CRITERIOS DE
PARAMETRO No DE MUESTRAS ESTADISTICOS ACEPTACION
6 Lotes conformados por: matriz blanco i
Exactitud y matriz blanco mas adicionado (3 % Recuperacion ecuperamono entre
. . 80y 110%
niveles en el rango de trabajo). Se
Procision realizaron las determinaciones por
triplicado i
intermedia p ANOVA Test de Fisher

Datos de exactitud y precisiéon intermedia, concentracion de 20 ug/Kg

Tabla No. 71. Parametros de exactitud y precision

LOTES
I Il Il I\ V i

Test1 19,74 19,92 19,70 19,95 19,38 19,40
Test 2 19,38 18,58 19,41 19,79 19,96 18,23
Test 3 19,89 19,87 18,76 19,97 19,88 19,40
S 0,264 0,755 0,481 0,102 0,312 0,673
S? 0,070 0,571 0,231 0,010 0,098 0,453

\ 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000
v&? 0,139 1,141 0,462 0,021 0,195 0,906

Tabla No. 72. Parametros de exactitud y precision intermedia concentracion de 20,0

ug/Kg Pb

Datos de exactitud y precision intermedia, concentracion de 40,0 pg/Kg

LOTES
| I i IV Y VI
Test 1 38,81 39,24 36,60 39,60 37,47 37,94
Test 2 38,79 39,18 39,38 39,69 38,20 39,94
Test 3 39,59 39,72 38,71 39,60 37,03 36,72
S 0,457 0,294 1,448 0,051 0,590 1,623
s 0,209 0,086 2,098 0,003 0,348 2,635
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v 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000

vS? 0,418 0,173 4,196 0,005 0,697 5,269

Tabla No. 73. Parametros de exactitud y precision intermedia concentracion de 40,0
Hg/Kg Pb

Datos de exactitud y precision intermedia, concentracion de 125,0 ug/Kg

LOTES
| Il 11 v V VI

Test 1 122,47 124,84 124,98 125,00 124,90 124,27
Test 2 124,44 124,86 124,61 123,82 123,03 124,44
Test 3 123,82 124,92 119,03 122,90 124,53 122,28
S 1,004 0,043 3,331 1,052 0,990 1,201
S? 1,008 0,002 11,094 1,106 0,981 1,442

v 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000
vS? 2,015 0,004 22,188 2,213 1,962 2,883
Tabla No. 74. Parametros de exactitud y precision intermedia concentracion de 125,0

Hg/Kg Pb

Calculo de cuadrados medios entre y dentro de grupos, concentracion 20,0 ug/Kg

Suma de Grados de

Fuente de Variabilidad Cuadrados (SS) | Libertad (n)

Cuadrados medios (MS)

Entre los grupos SSp 1,60E+00 5 MSp =| 3,20E+01
Dentro de los grupos SSw 2,86E+00 12 MSw =| 2,39E+01
Total SSt 4,46E+00 17

Tabla No. 75. Cuadrados medios concentraciéon 20,0 ug/Kg Pb

Hipodtesis nula (HO): No existe diferencia significativa entre los resultados obtenidos con
el método para el nivel de concentracion 20,0 pg/Kg.

Hipodtesis alterna (H1): Existe diferencia significativa entre los resultados obtenidos en la
metodologia para el nivel de concentracion 20,0 pg/Kg.

Célculo del valor de F y comparacion con el F critico, nivel 20,0 pug/Kg

F=MSb/MSw Fo.os Existe diferencia
Fcalculado Feritical Slgnlflcatwa
1,340 3,1059 No

Tabla No. 76. Feriico, Nivel 20,0 pg/Kg Pb

Porcentaje de Recuperacion, nivel 20,0 pg/Kg

Promedio % Recuperacion Rango de
(ng/KQ) 0 b aceptacion
19,51 99,70 80-110%

Tabla No. 77. Porcentaje de Recuperacion, nivel 20,0 ug/Kg Pb
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Calculo de cuadrados medios entre y dentro de grupos, concentracion 40,0 pg/Kg

L S e Grados de :
Fuente de Variabilidad Cuadrados Libertad (n) Cuadrados medios (MS)
(SS)
Entre los grupos SSp 9,67E+00 5 MSp = | 1,93E+00
Dentro de los grupos SSw 1,08E+01 12 MSw =| 8,96E+00
Total SSt 2,04E+01 17

Tabla No. 78. Cuadrados medios, concentracion de 40,0 ug/Kg Pb
Hipdtesis nula (HO): No existe diferencia significativa entre los resultados obtenidos con

el método para el nivel de concentracion 40,0 pg/Kg.

Hipodtesis alterna (H1): Existe diferencia significativa entre los resultados obtenidos en la
metodologia para el nivel de concentracion 40,0 pg/Kg.

Célculo del valor de F y comparacion con el F critico, nivel 40,0 pug/Kg

F=MSb/MSw Foos Existe diferencia
Fcalculado Feritical significativa
2,157 3,1059 No

Tabla No. 79. Feitco, Nivel 40,0 pg/Kg Pb

Porcentaje de Recuperacion, nivel 40,0 ug/Kg

Promedio - Rango de
% Recuperacion 0a

(ng/KQ) aceptacion
38,68 96,7 80-110%

Tabla No. 80. Porcentaje de Recuperacion, nivel 40,0 ug/Kg Pb

Calculo de cuadrados medios entre y dentro de grupos, concentracion 125,0 pg/Kg

Fuente de Variabilidad S dezscsu)adrados L(igtzzcrjt%z C('r?) Cuadrados medios (MS)
Entre los grupos SSp 6,62E+00 5 MSp = 1,32E+00
Dentro de los grupos SSw 3,13E+01 12 MSw=| 2,613E+00
Total SSt 3,79E+01 17

Tabla No. 81. Cuadrados medios concentracion 125,0 ug/Kg Pb

Célculo del valor de F y comparacion con el F critico, nivel 125,0 pg/Kg

F=MSb/MSw Fo.os Existe diferencia
Fealculado Feritical significativa
1,966 3,1059 No

Tabla No. 82. Feiico, Nivel 125,0 pg/Kg
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Porcentaje de Recuperacion, nivel 125,0 ug/Kg

Promedio . Rango de
% Recuperacion S

(ng/KQ) aceptacion
122,35 98,75 80-110%

Tabla No. 83. Porcentaje de Recuperacion, nivel 125,0 ug/Kg Pb

5.1.14. Repetibilidad para Plomo

La precision fue evaluada mediante el andlisis de matriz adicionada con tres
concentraciones dentro del rango lineal de trabajo en un solo dia, el criterio de
aceptacioén para esta determinacion es el coeficiente de variacién calculado segun la
ecuacion de Horwitz.

Concentracion | Concentraciéon | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion
Pb [ug/L] Pb [pg/kg] Pb [ug/L] Pb [pg/kg] Pb [ug/L] Pb [pg/kg]
METODO
Nivel | Nivel Il Nivel 11l

0,4152 20,4047 0,7486 36,2330 2,5700 125,8195
0,4125 19,8987 0,7619 36,8636 2,4593 122,3257
0,4068 20,1444 0,8006 39,5387 2,4610 121,7995
0,4160 20,6268 0,7620 37,2965 2,4912 124,3165
0,4106 18,9934 0,7706 37,6530 2,4436 121,9524
0,3986 19,7131 0,7896 39,1177 2,4799 123,8315
0,4050 19,8647 0,7711 36,6247 2,4890 124,3465
0,4272 20,6503 0,7342 33,5141 2,4790 123,4725
0,4126 19,2743 0,7558 37,1204 2,4458 116,3714
0,4110 20,2628 0,7713 37,2333 2,4620 119,2559
PROMEDIO 19,9833 37,1195 122 3491
DESVIACION
ESTANDAR 05495 1,6421 2,1714
Tabla No. 84. Repetibilidad o Precisién Pb
Coeficientes de variaciéon para repetibilidad.
NIVEL FROEDID C.V. METODO | C.V. HORWITZ | RESULTADO
(ng/Kg)
I 19,9833 2,7498 8,0700 Aceptable
I 37,1195 4,4239 4,6434 Aceptable
1 122,3491 2,2651 3,8804 Aceptable

Tabla No. 85. Coeficiente de variacion para repetibilidad Pb
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5.2. Muestras de leches analizadas

Se analizaron muestras de leches liquidas que son comercializadas en la ciudad de
Bogot4d D.C. Dichas muestras provienen de diferentes productores asi como de
diferentes marcas. Existen alrededor 63 marcas de leches liquidas distribuidas en
Bogota de diferentes clases, tal y como se observa en la Tabla No. 5. En la Figura
No. 16. se visualiza el porcentaje de la clase de leche que se distribuye de estas 63
marcas; sin embargo, se debe tener en cuenta que algunas de estas marcas
distribuyen dos clases o las tres clase de leches; a decir, dos marcas de leche
distribuyen leche clase pasteurizada y UHT, otras dos marcas de leche distribuyen
las tres clases de leche y 29 marcas de leche se distribuyen en clase UHT vy
deslactosada. Dicho de otra manera un 55,6% de leche es deslactosada es decir
unas 35 marcas, un 55,6 % de clase UAT/UHT es decir 35 marcas y un 42,9%
pasteurizada es decir 27 marcas de las 63 distribuidas en Bogota.

Clases de Leches Comercializadas

n Pasteruizadas = UAT/UHT Deslactosadas

Figura No. 16. Distribucién por clase de leche liquida comercializada en Bogota

De las 63 marcas distribuidas en Bogota se encuentran solo 33 productoras de leche
liguida comercializada de diferente clase. Las muestras analizadas en este estudio
abarcaron el 81 % de las marcas distribuidas de leche en Bogota y el 94% de las
productoras de leche liquida.

Las muestras fueron identificas como ID Muestra. La muestra ndmero uno fue
identificada como ID Muestra 1C. El numero 1 corresponde a la primera replica y la C
corresponde a Comercializada. El -2 corresponde a la réplica dos o al duplicado de la
muestra.
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5.3. Determinacion de los niveles de Cd y Pb en las
muestras de leche recolectadas en la ciudad de
Bogota D.C

Una vez el método para la determinacion de Pb y Cd fue validado, se procedi6 a trabajar
con las muestras a partir del muestreo establecido. Se sigui6 el item 4.3. y 4.4 y se
realizo la lectura de las muestras. A continuacion se muestra los niveles encontrados en
las muestras de estudio.

Concentracion Promedio Concentracion | Promedio
Muestra Cd (ug/L) (ug/KQ) Pb (ug/L) (ug/kg)

ID Muestra 1C -0,0508 0,000 0,0617 0,000
ID Muestra 1C-2 -0,0315 0,1016

ID Muestra 2C -0,0529 0,000 0,0479 0,000
ID Muestra 2C-2 -0,0186 0,0575

ID Muestra 3C -0,0401 0,000 0,1281 7,135
ID Muestra 3C-2 -0,0186 0,1615

ID Muestra 4C -0,0551 0,000 0,0340 0,000
ID Muestra 4C-2 -0,0315 0,0815

ID Muestra 5C -0,0637 0,000 0,0522 0,000
ID Muestra 5C-2 -0,0358 0,0706

ID Muestra 6C -0,0272 0,000 0,0752 0,000
ID Muestra 6C-2 -0,0294 0,0983

ID Muestra 7C -0,0058 0,000 0,0236 0,000
ID Muestra 7C-2 -0,0315 0,0102

ID Muestra 8C -0,0272 0,000 0,0053 0,000
ID Muestra 8C-2 -0,0315 0,0153

ID Muestra 9C -0,0486 0,000 0,0068 0,000
ID Muestra 9C-2 -0,0315 0,0098

ID Muestra 10C -0,0572 0,000 0,0093 0,000
ID Muestra 10C-2 -0,0615 0,0170

ID Muestra 11C -0,0422 0,000 0,0119 0,000
ID Muestra 11C-2 -0,0315 1,0119

ID Muestra 12C -0,0401 0,000 0,0086 0,000
ID Muestra 12C-2 -0,0444 0,0086

ID Muestra 13C -0,0508 0,000 0,0046 0,000
ID Muestra 13C-2 -0,0379 0,0052

ID Muestra 14C -0,0551 0,000 0,0108 0,000
ID Muestra 14C-2 -0,0508 0,0703

ID Muestra 15C -0,0615 0,000 0,0051 0,000
ID Muestra 15C-2 -0,0551 0,0328

ID Muestra 16C -0,0272 0,000 0,0067 0,000
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ID Muestra 16C-2 -0,0165 0,0097
ID Muestra 17C -0,0594 0,000 0,0101 0,000
ID Muestra 17C-2 -0,0315 0,0106
ID Muestra 18C -0,0379 0,000 0,0198 0,000
ID Muestra 18C-2 -0,0315 0,0133
ID Muestra 19C -0,0551 0,000 0,0093 0,000
ID Muestra 19C-2 -0,0444 0,0082
ID Muestra 20C -0,0551 0,000 0,0055 0,000
ID Muestra 20C-2 -0,0572 0,0113
ID Muestra 21C -0,0529 0,000 0,0066 0,000
ID Muestra 21C-2 -0,0336 0,0137
ID Muestra 22C -0,0422 0,000 0,0071 0,000
ID Muestra 22C-2 -0,0465 0,0087
ID Muestra 23C -0,0465 0,000 0,0192 0,000
ID Muestra 23C-2 -0,0486 0,0122
ID Muestra 24C -0,0529 0,000 0,0072 0,000
ID Muestra 24C-2 -0,0551 0,0153
ID Muestra 25C -0,0658 0,000 0,0072 0,000
ID Muestra 25C-2 -0,0744 0,0109
ID Muestra 26C -0,0572 0,000 0,0092 0,000
ID Muestra 26C-2 -0,0722 0,1159
ID Muestra 27C -0,0486 0,000 0,0051 0,000
ID Muestra 27C-2 -0,0272 0,0154
ID Muestra 28C -0,0336 0,000 0,0160 0,000
ID Muestra 28C-2 -0,0465 0,0125
ID Muestra 29C -0,0740 0,000 0,9209 0,000
ID Muestra 29C-2 -0,0764 0,9852
ID Muestra 30C -0,0585 0,000 0,1782 7,572
ID Muestra 30C-2 -0,0526 0,1505
ID Muestra 31C 0,0450 0,000 0,9824 0,000
ID Muestra 31C-2 -0,0478 0,7979
ID Muestra 32C -0,0716 0,000 -1,9493 0,000
ID Muestra 32C-2 -0,0645 -3,2992
ID Muestra 33C -0,0609 0,000 -0,3172 0,000
ID Muestra 33C-2 -0,0811 -0,2361
ID Muestra 34C -0,0526 0,000 -0,0992 0,000
ID Muestra 34c-2 -0,0585 -0,0433
ID Muestra 35 -0,0347 0,000 -0,1048 0,000
ID Muestra 35C-2 -0,0395 -0,2277
ID Muestra 36C -0,0383 0,000 0,0573 9,133
ID Muestra 36C-2 -0,0395 0,3256
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ID Muestra 37C -0,0776 0,000 0,2585 6,027
ID Muestra 37C-2 -0,0764 -0,0125

ID Muestra 38C -0,0609 0,000 -0,4904 0,000
ID Muestra 38C-2 -0,0466 -0,8090

ID Muestra 39C -0,0704 0.000 -2,5138 0,000
ID Muestra 39C-2 -0,0573 -2,2707

ID Muestra 40C -0,0811 0,000 0,3787 14,194
ID Muestra 40C-2 -0,0657 0,3583

ID Muestra 41C -0,0716 0,000 0,1076 17,099
ID Muestra 41C-2 -0,0681 0,5799

ID Muestra 42C -0,0514 0,000 -0,0796 0,000
ID Muestra 42C-2 -0,0383 -0,0084

ID Muestra 43C -0,0550 0,000 -11,6162 0,000
ID Muestra 43C-2 -0,0442 -0,0600

ID Muestra 44C -0,0300 0,000 -0,3228 0,000
ID Muestra 44C-2 -0,0264 0,2613

ID Muestra 45C 0,3716 19,904 -0,1383 0,000
ID Muestra 45C-2 0,4387 -0,2501

ID Muestra 46C -0,0692 0,000 -0,0573 0,000
ID Muestra 46C-2 -0,0609 -0,2417

ID Muestra 47C -0,0490 0.000 -0,2249 0,000
ID Muestra 47C-2 -0,0407 -0,2110

ID Muestra 48C -0,0526 0,000 0,0014 0,000
ID Muestra 48C-2 -0,0597 -0,1439

ID Muestra 48C -0,3538 0,000 -0,3032 0,000
ID Muestra 48C-2 -0,5050 -0,3144

ID Muestra 49C 0,2045 14,446 -0,0824 0,000
ID Muestra 49C-2 0,3846 -0,3228

ID Muestra 50C 0,2913 13,862 -0,2305 6,080
ID Muestra 50C-2 0,2661 -0,3451

ID Muestra 51C -0,0347 0,000 -0,2864 0,767
ID Muestra 51C-2 -0,0550 -0,1495

Tabla No. 86. Niveles de Cd y Pb en muestras comerciales de leche liquida procesada

5.4. Implicaciones toxicologicas

De acuerdo a los niveles encontrados en las muestras de leche analizadas realizamos
una aproximacion del riesgo al cual se puede estar expuesto por el consumo de las
leches potencialmente contaminadas. Esta aproximacion se realizé teniendo en cuenta
los niveles de ingesta semanal tolerable provisional (ISTP) mencionada en la Tabla No. 3
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del texto. De esta manera relacionamos los ug totales diarios tolerables y el posible
aporte eventual por el consumo de un vaso de dicha leche con niveles del metal. Cabe
mencionar que esto es solo posible en el hipotético caso que el consumidor tome la leche
de este mismo lote de producto. Por otro lado se tomé en cuenta que cada litro de leche

pesa 1 kg y puede aportar alrededor de 10 vasos de leche.

Las implicaciones toxicoldgicas por el consumo de metales son bien conocidas como ya
se mencion6 en el marco conceptual del texto, por cualquier medio a la cual se esté
expuesto; es importante aclarar que los efectos adversos se veran repercutidos si es de
manera aguda o de manera crénica su exposicion. En el caso particular es poco probable
de que exista una intoxicacibn aguda por el consumo de estos contaminantes en las
muestras de leche analizadas.

Metal g Totales Ingesta Diaria ug Aporte Aproximacion
ISTP Nifio Adulto Nifio Adulto #9/kg Hgpor | .. .o
H9/kg | (25kg) | (70kg) | (25kg) | (70kg) vaso 9
Cd 7 175 490 25 70 13 -19 1,3 No
Pb 50 1250 3500 178 500 6-17 0,6 No
Tabla No. 87. Aproximacién de los niveles aportados de metales por vaso de leche
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6.Analisis y discusion de resultados

Los habitantes de la ciudad de Bogota cuentan con un abastecimiento de leche
comercializada de diferentes procedencias; principalmente del Valle de Ubaté; alrededor
de 33 productoras de leche comercializan diferentes tipos de leches y diferentes marcas
en Bogota las cuales son vistas en los centros de ventas donde se comercializa este
producto. Debido al alto impacto nutricional de este alimento, la gran accesibilidad y las
diferentes tipos y presentaciones; la mayoria de los habitantes consume este alimento en
indistintas edades y proporciones. La calidad e inocuidad de la leche comercializada en
Bogota es monitoreada por la Secretaria Distrital de Salud de Bogoté; donde cuentan con
un plan de monitoreo de leche comercializada y cruda a nivel distrital y evaltan diferentes
pardmetros fisicoquimicos y microbiolégicos; sin embargo, dentro de los parametros
fisicoquimicos evaluados en dicho monitoreo no se encuentra la determinacioén de los
niveles de metales que pueda tener este alimento. El Instituto Colombiano Agropecuario
(ICA) es el ente encargado de evaluar los parametros fisicoquimicos y microbiolégicos de
inocuidad de los productos en primera barrera; es este el caso de la leche cruda que se
consume a nivel nacional; asegurando las Buenas Préacticas Agricolas de las fincas, y
diferentes eslabones en la cadena lactea a saber: proveedores de insumos, sistemas
productivos, centros de acopio, plantas procesadoras, comercializadores vy
consumidores.

Es claro que el crecimiento industrial ha causado un incremento en la contaminacion del
ambiente; sumado a las actividades agricolas y otras fuentes de contaminaciéon y que a
su vez esta contaminaciéon ambiental en gran parte precede a la contaminacién de
alimentos de origen animal y vegetal. Existe evidencia clara de que diferentes regiones
del mundo se ha registrado la presencia de diferentes contaminantes o toxicos en varios
alimentos hortofruticolas asi como en alimentos de origen animal. La leche no es una
excepcion para dicha afirmacion, tal y como es publicado a nivel internacional (Tripathi
R.M, 1999; Soares V.A, 2010; Rodriguez H.R, 2005; Rey-Crespo F, 2013; Rahimi E.,
2013, 2013, Pereira J.S.F, 2013, Mass S, 2010; Licataa P, 2004, Bilandzi¢ N, 2011); sin
embargo, a nivel nacional los reportes acerca de un estudio relacionado con metales en
este alimento no han sido reportados con excepcion de la investigacion realizada por
Carvajal S, del 2012 (Carvajal S.,2012) donde muestra el uso de un biosensor
amperométrico como herramienta eficaz y rapida para la determinacion de Cd en leche
cruda con aras de ayudar a un mejoramiento de la calidad de la leches crudas de la
Cooperativa Lechera de Antioquia (COLANTA) donde se concluye la baja sensibilidad del
método usado pero la viabilidad del método para ser utilizado para la determinacién de
los niveles de Cd en leches.

La determinacion de las concentraciones de metales residuales en la leche puede ser un
indicador importante directo de la condicién higiénica e inocua de la leche y/o de sus
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productos derivados, asi como un indicador indirecto del grado de la contaminacion del
medio ambiente en el que se produce la leche.

En humanos la deficiencia o exceso de un oligoelemento puede ser influyente para los
procesos de absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacion de otros. Un ejemplo
claro es la conocida anemia hipocromica, producida por la deficiencia de Fe, que
particularmente causa el aumento de la absorcion de Pb y Cd en el tracto gastrointestinal
(Sebehat, 2008).

La absorcion de Cd por las plantas en suelos contaminados y su incorporacion a la
cadena alimenticia, tiene actualmente mucha importancia debido a que este elemento
puede alterar el metabolismo humano compitiendo con el Fe, Cu, Zn, Mn y Se por
ligantes en los sistemas biologicos. Adicionalmente el Cd divalente disminuye
significativamente la absorcion intestinal del Fe en el cuerpo humano. Cuando se ingiere
un alimento contaminado con Cd este se acumula en los rifiones donde su vida media de
permanencia es de 18 a 30 afios, lo que demuestra su gran dificultad para la eliminacion
de este del organismo. Por otro lado, el Pb causa problemas en el desarrollo del sistema
nervioso central del feto. En recien nacidos, el Pb puede causar dafios al cerebro y a los
nervios perifericos que son los encargados de enviar la informacion sensorial (tacto,
dolor) del cuerpo hacia el sistema nervioso central a traves de la medula espinal. En los
nifos la exposicion al Pb ha sido asociada con el coeficiente intelectual reducido,
desordenes de aprendizaje, crecimiento lento, comportamiento hiperactivo, antisocial y
deterioro del oido (Mounicou, 2003; Martinez G, 2010).

La presencia de metales pesados como Cd y Pb, es ampliamente relacionada con la
salud publica y ambiental; se han publicado casos de intoxicacion por Cd con
concentraciones de 20 mg/kg que tiene como consecuencia dafios graves en organos
internos y alteraciones genéticas (Shuman, 2002). Estudios poblacionales sobre toxicidad
y la acumulacién de Cd sugieren que un considerable numero de individuos presenta
niveles de Cd en rifiones; afirmando que si la incorporacién de este metal en la dieta
contiuna, en los proximos diez a veinte afilos se preve un aumento en los casos de
disfuncion tubular renal particularmente en grupos de riesgo elevado tales como
diabeticos y personas con bajo consumo de vitamina C (Soisungwan, S., 2000)

Estudios recientes soportan la presencia de metales pesados en los suelos y aguas de
las zonas aledafas al rio Bogota pudiendo allegar estos contaminantes a los animales
gue se encuentran ubicados en estas zonas y que a su vez se alimentan de los
productos que crecen alli. De acuerdo al estudio realizado por Miranda y colaboradores
se observé en el agua de riego, proveniente del rio Bogota, que las concentraciones de
metales pesados, especialmente el Cd, estan cercanas a los limites establecidos por las
normas vigentes nacionales e internacionales. Los resultados mostraron incrementos
considerables con respecto a los determinados anteriormente por la CAR en diversos
sectores de la cuenca del rio Bogota (Miranda 2008). Por otro lado, los lodos riberefios
de la zona media del rio Bogota y Tunjuelito exceden los niveles de metales como Cr, Pb
y Hg influenciando fuertemente en la calidad de los suelos en la sabana de Bogota (Soto
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2010). Cabe mencionar que en la zona del Cauca se ha demostrado que productos
alimenticios como lo es el cacao exceden los niveles establecidos por la OMS para el
caso del Cd (Martinez R 2010). En un estudio realizado por Corpoica sefialan que el Cd y
el As se encuentran en niveles toxicos en los suelos, cultivos y bovinos, lo que constituye
una amenaza para la salud de los animales y hombres que consuman estos alimentos
contaminados, adicionalmente que el Pb no se encuentra en niveles tdxicos en la
mayoria de los suelos y cultivos pero es importante tomar precauciones para evitar el
creciente proceso debido a su alta toxicidad. Dichos elementos posiblemente son
producto de las aguas del rio Bogota ya que son la Unica fuente utilizada para riego en la
planicie aluvial baja del mismo en cultivos de pastos, arroz y platano, principalmente
(Garcia E.J, Corpoica). De igual manera Lora et al. Identifican zonas de la cuenca alta del
rio Bogota entre el trayecto de Villapinzon y Bosa con contenido de Cd y Cr
medianamente altos (Lora 2010).

Basado en las anteriores antecedentes y teniendo en cuenta que no se encuentra
informacioén relacionada con la determinacion de metales pesados en leche en Colombia
resulta pertinente el desarrollo de una metodologia analitica para la determinacién de Pb
y Cd y su aplicacién en la determinacién de los niveles de estos metales en productos
comercializados en Bogota.

La metodologia de espectrofotometria de absorciéon atomica para la determinacion de
metales es ampliamente utilizada en diferentes ambitos, en el area de alimentos es
utilizada tanto en llama como en horno de grafito. La metodologia para la Determinacion
de Pb, Cd, Zn, Cu y Fe mediante espectrofotometria de absorcion atomica (EAA) tras
digestién en microondas esta normalizada como lo documenta la norma espafiola UNE-
EN-14084: 2003; asi como por el método oficial AOAC Official Method 999.10. 2012. El
Laboratorio de Toxicologia del Departamento de Toxicologia de la Facultad de Ciencias
de la Universidad Nacional cuenta con los medios fisicos y analiticos para emplear esta
metodologia; lo cual fue demostrado bajo los parametros analiticos de validacion
empleados en este trabajo.

El método para la determinacion de los niveles de Cd y Pb en leche liquida
comercializada se desarroll6 en el equipo de Absorcion Atémica Thermo iCE 3400 AA
con Horno Grafito GF95 y sistema de refrigeracion, automuestreador para el horno de
grafito FS95, lampara de Deuterio, lampara de catodo hueco de Cd, ldmpara de catodo
hueco de Pb y cubetas (tubos) de grafito recubiertas piroliticamente. EI método es
asistido con digestion acida por horno microondas marca CEM modelo MARS-5; las
condiciones de operacién del equipo para la determinacion de Cd y Pb son mostradas en
la Tabla No. 8 y Tabla No. 11 respectivamente; asi como el programa del horno para la
determinacion de Cd es mostrado en la Tabla No. 9 para la determinacion de Cd y en la
Tabla No. 12 para Pb.

Como se trata de una modificacion de un método normalizado, el objetivo es la
comprobacion de que la repetibilidad, la reproducibilidad, la precision intermedia y la
exactitud del método original no dependen de la modificacién introducida y que el
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laboratorio domina el ensayo y lo utiliza correctamente. Los pardmetros analizados
fueron: selectividad, modelo de calibracion (linealidad), exactitud, precision (repetibilidad
y precision intermedia), limite de cuantificacion (LC), limite de deteccién (LD), exactitud
cdmo % recuperacion. Estos pardmetros de validacion se evaluaron en la metodologia
analitica para la determinacién y cuantificaciéon de Cd y Pb en muestras de leche liquida
procesada comercializada. Todos los datos fueron procesados en el momento del
andlisis por el Espectrofotometro de Absorcion atémica con el SOLAAR AA Software
Version 11.03 de Thermo Scientific. El andlisis y tratamiento de datos para la validacion
fue realizado con la hoja de célculo en Excel 2013 de Microsoft Office 2013.

De acuerdo a los datos de selectividad el método demostrd que la cuantificacién de los
niveles de Cd y Pb no es afectada por la presencia de interferentes. En la Tabla No. 32
se observan los datos de las muestras de Cd sin interferencias, con la presencia de
interferentes como el Pb que absorbe a una diferente longitud de onda, y con el Sn que
absorbe a una longitud de onda cercana a la cual se realiza la lectura del Cd en el
equipo. Igualmente en la Tabla no. 33 se observan los coeficientes de variacion
comparados con los coeficientes de variacion de Hortwitz; los cuales en los tres casos
estudiados para este parametro son aceptables a las concentraciones analizadas. En la
Tabla No. 69 se observan los datos de las muestras de Pb sin interferencias, con la
presencia de interferentes como el Cd y con el Sn que absorben a una diferente longitud
de onda a la cual se realiza la lectura del Pb en el equipo. Igualmente en la Tabla No. 70
se observan los coeficientes de variacion comparados con los coeficientes de variacion
de Hortwitz; los cuales en los tres casos estudiados para este parametro son aceptables
a las concentraciones analizadas. De este modo se concluye que la metodologia es
selectiva para la determinacién de Cd y Pb para la leche liquida.

El rango lineal del sistema y del método fue establecido entre 0,2 a 2,5 ug/L para ambos
metales. Las curvas de linealidad del Sistema para Cd se evidencian en la Figura No. 8 y
en la Figura No. 11 se muestra la linealidad del método para Cd. En las Figuras No. 12 y
No. 14 se muestra las curvas de linealidad el sistema y del método para Pb
respectivamente. La idoneidad del modelo de calibracién elegido se confirmé por los test
estadisticos para la pendiente, el intercepto y el coeficiente de correlacién, ademas se
determinaron las desviaciones estandar con sus respectivos intervalos de confianza, los
cuales son indicados en las Tablas No. 16, 17, 20 y 21 para el Cd y en las Tablas No. 53,
54, 57 y 58 para el Pb.

La gréfica de residuales nos muestra aleatoriedad (Figura No. 9 y No. 11 para Cd y
Figura No. 13 y 15 para el Pb), se evidencia homogeneidad en todos los datos de las
curvas de calibracion indicandonos la linealidad del sistema y del método, adicionalmente
en ambos casos se obtiene un coeficiente de correlacion mayor a 0.995 para ambos
metales tanto en sistema como para método. En conclusion la metodologia es lineal en el
rango lineal de 0,2 a 2,5 pg/L para ambos metales estudiados.

El valor de la pendiente en el ensayo de linealidad del método es menor a la pendiente
en el ensayo de linealidad del sistema (pero muy similares), lo que nos muestra un muy
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ligero el efecto matriz, sin que este afecte en términos de exactitud y precision a la
metodologia.

El limite de deteccién (LD) y de cuantificacion (LC) para la metodologia de analisis de Cd
y Pb se evalu6 siguiendo los lineamientos por la Guia Eurachem y se ven reflejados en la
Tabla No. 22 para el caso del Cd y en la Tabla No. 59 para el Pb obteniéndose un LD de
0,000354 mg/Kg y un LC de 0,001181 mg/Kg para Cd y un LD de 0,000469 mg/Kg y un
LC de 0,001566 mg/Kg para el caso del Pb. Los LD y LC fueron verificados en ambos
casos realizando ensayos de concentraciones similares de muestras fortificadas (Tablas
No. 23 y 24 para Cd y Tablas No. 60 y 61 para Pb) y evaluando el coeficiente de
variacion de las réplicas comparandolas con el coeficiente de variacion de Hortwitz; lo
gue demostré que en los LD este parametro rechazo el resultado y para los LC el
parametro es aceptable (Ver Tablas No. 27, 30, 64 y 67).

La evaluacion de la precision para ambos metales, en términos de precisiéon intermedia
muestra que al realizar un analisis de varianza de 6 lotes independientes en tres niveles
de concentracion diferente, no se encuentra diferencia significativa en ningun lote, por lo
tanto queda satisfecho este pardmetro de desempefio del método para la matriz leche
liqguida. Los resultados de este parametro para el caso del Cd en concentraciones de
20,0; 40,0 y 70,0 pg/Kg (Tablas No. 36, 37, 38) muestran que no existe diferencia
significativa entre los resultados obtenidos con el método para los niveles de
concentracion evaluados. Los resultados de este parametro para el caso del Pb en
concentraciones de 20,0; 40,0 y 125,0 ug/Kg (Tablas No. 73, 74, 75) muestran que no
existe diferencia significativa entre los resultados obtenidos con el método para los
niveles de concentracion evaluados. Los porcentajes de recuperacion en los ensayos
realizados para se encuentran entre el 98,7 al 99,1 % para el Cd y para el Pb estan entre
el 98,7 y 99,7%. En todos los niveles para ambos metales se cumplieron los criterios
establecidos de aceptacion correspondientes.

La evaluacion de la precision, en términos de repetibilidad muestra que al trabajar 10
réplicas en tres niveles diferentes de concentracion los coeficientes de variaciéon hallados
para ambos metales son inferiores a los estimados segun el coeficiente de variacion de
Horwitz, por lo tanto queda satisfecho este parametro de desempefio del método para la
matriz leche liquida comercializada. La Tabla No. 49 muestra los datos de repetibilidad
del Cd y la Tabla No. 50 muestra que el criterio de aceptacion de los coeficientes de
variacion de Hortwitz es aceptable en los tres niveles evaluados. La Tabla No. 85
muestra los datos de repetibilidad del Pb y la Tabla No. 86 muestra que el criterio de
aceptacion de los coeficientes de variacion de Hortwitz es aceptable en los tres niveles
evaluados.

De acuerdo a los parametros evaluados en la validaciéon de la metodologia para
determinar los niveles de Cd y Pb en leche liquida comercializada del Laboratorio de
Toxicologia se demuestra que la metodologia es apta para el fin previsto y los resultados
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gue de alli se deriven son confiables de acuerdo a los parametros evaluados de la
validacion.

Se evaluaron 51 muestras de leche liquida que se comercializa en la ciudad de Bogota,
las muestras provienen de diferentes productores asi como de diferentes marcas
indiscriminadamente. Existen alrededor 63 marcas de leches liquidas distribuidas en
Bogota de diferentes clases (entre pasteurizada, UHT/UAT y deslactosada); tal y como
se observa en la Tabla No. 5 y se visualiza en la Figura No. 16. El universo poblacional
de las muestras analizadas en este estudio abarco el 81% de las marcas distribuidas de
leche en Bogota y el 94% de las productoras de leche liquida. Para el andlisis en el
Laboratorio de Toxicologia las muestras fueron identificas como ID Muestra y su
identidad no fue conocida por parte del investigador. Se realizé duplicado de todas las
muestras analizadas. La muestra numero uno fue identificada como ID Muestra 1C. El
numero 1 corresponde a la primera replica y la C Corresponde a Comercializada. El -2
corresponde a la réplica dos o al duplicado de la muestra. Se realiz6 un muestreo
consecutivo el cual intenta incluir a todos los sujetos accesibles como parte de la muestra
durante el periodo evaluado, al tratarse de un muestreo no probabilistico puede ser
considerada la mejor muestra no probabilistica; ya que incluye a todos los sujetos que
estan disponibles, como fue el caso de las leches comercializadas durante el estudio,
haciendo que la muestra representara mejor a toda la poblacion.

Siguiendo los decretos 616 de 2006 de la Presidencia de la Republica y el decreto 1880
de 2011 de la Presidencia de la Republica de Colombia los niveles no establecidos a
nivel nacional se deben regir por normas oficiales o en su defecto las normas
internacionales del Codex Alimentarius (FAO-OMS). En Colombia la presencia de
metales en la leche de acuerdo a la resolucion 4506 de 2013 del Ministerio de Salud y
Proteccion Social de Colombia establece los niveles maximos de contaminantes en
alimentos destinados al consumo humano, el cual norma un nivel maximo de contenido
de 0,02 mg/kg para Pb y no establece niveles para Cd en este producto alimenticio. Cabe
mencionar que el Cd no esta normado bajo esta resolucion al igual que tampoco esta
normado bajo el Codex Alimentarius, evidenciando un vacio normativo a nivel nacional e
internacional; teniendo en cuenta que existen niveles de riesgo de consumo de este
contaminante en la leche que deben ser establecidos por cada pais de acuerdo al
consumo de este alimento y sus posibles fuentes de contaminaciéon para este metal.

Las muestras analizadas contenian niveles de Cd entre 13,9 y 19,9 upg/kg. Se
encontraron tres muestras con niveles de Cd. El 6 % de las muestras analizadas
contienen niveles de Cd. Al no encontrarse normado los niveles maximos de contenido
de Cd en la leche tanto a nivel nacional como internacional podemos concluir que los
niveles detectables encontrados en la poblacion que contenia Cd varian del 13,8 a 19,9
pg/kg (0,014 a 0,020 mg/Kg). El 94 % de las muestras estan libre de Cd o tienen niveles
no detectables de Cd de acuerdo a la metodologia aplicada. Los niveles encontrados de
Pb para las muestras estudiadas se encuentran en el rango de 6,08 a 17,09 ug/kg
(0,0060 a 0,017 mg/Kg). Se encontraron 7 muestras correspondientes a un 14% de las
muestras analizadas con contenidos de Pb por debajo de la reglamentacion nacional; por
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lo tanto no exceden los limites maximos de contenido de Pb de acuerdo a la Resolucion
4506 de 2013 del Ministerio de Salud y Proteccion Social de Colombia determinado del
0,020 mg/Kg.

Es evidente que durante el proceso de obtencién, almacenamiento y comercializacion, la
leche y principalmente la leche cruda puede estar expuesta a peligros quimicos tales
como residuos de plaguicidas, medicamentos veterinarios, metales y otros contaminantes
ambientales, debido a factores que afectan directamente al animal o por factores
externos; sin embargo, estos factores son controlados de acuerdo a las buenas practicas
agricolas, la tecnologia y es mitigado de acuerdo a la magnitud de la empresa productora
(Acosta N.M, 2011, Valderrama P.A., 2003). La calidad higiénica y composicional de la
leche influye directamente en el procesamiento de la leche. La calidad higiénica, sanitaria
y composicional de la leche est4d directamente relacionada con el contenido de
microorganismos, la salud de la glandula mamaria y a la presencia de residuos quimicos
y medicamentos (Acosta N.M, 2011). No se cuenta aun con informacion cientifica acerca
de los niveles de residuos en la leche. Por lo cual hace de este estudio, pionero en la
construccién para una base de este tipo de contaminantes metalicos en este producto
altamente consumido en la canasta familiar.

Para evaluar las posibles causas o factores que pueden influir en la obtencién de este
tipo de metales en la leche podemos evaluar inicialmente los proveedores de insumos los
cuales son el eslabén que suministra todos los productos y servicios necesarios para la
manutencion, reproducciéon, sanidad y manejo de los animales, asi como el
mantenimiento de los potreros y la obtencién de leche y sus derivados. Aqui se proveen
insumos agropecuarios y almacenes de productos agropecuarios, que proveen a las
fincas de semillas, fertilizantes, herbicidas y fungicidas, alimentos para animales y sales
mineralizadas, medicamentos y biol6gicos veterinarios, maquinaria y equipos (Acosta
N.M, 2011; Valderrama P.A., 2003). En Colombia este proceso va ligado al cumplimiento
de normas como las Buenas Practicas Ganaderas y Agricolas exigiendo demanda y
suministro de mejores insumaos agropecuarios asi como el mejor uso de los mismaos, sin
embargo de acuerdo a los resultados obtenidos esta puede ser una posible fuente de
contaminacion de la leche por metales, principalmente en fertilizantes que contengan Cd
en ciertos niveles y eventualmente también a la maquinaria y equipos con algun
contenido de metales (Acosta N.M, 2011; Valderrama P.A., 2003).

Por otro lado, el eslabon de sistemas productivos donde se desarrollan las actividades
por el ganadero a nivel de unidad productiva o finca para la produccion de leche el cual
en cierta manera puede tener deficiencias en infraestructura para cumplir con los
requisitos de disefio sanitario, sistemas de produccion sin los debidos controles de
proceso, la baja implementacion de buenas practicas de manufactura y del sistema
HACCP, sistemas de inocuidad basicos en estos sistemas productivos, deficiencias en
los sistemas de almacenamiento de frio, y el acceso y disponibilidad de laboratorios para
el control de calidad de los productos, ademas de las limitaciones tecnoldgicas en el
manejo de residuos. Estas deficiencias son mayormente evidentes en las empresas
medianas, pequefias y artesanales dedicadas al procesamiento de la leche y sus
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derivados (Acosta N.M, 2011; Valderrama P.A., 2003). La procedencia de la leche tiene
el soporte de controles e inscripciones de los hatos ante entidades de control como el
ICA.

De acuerdo a los resultados obtenidos se evidencia que en Bogota la leche procesada
gue se comercializa cumple con los estandares de calidad (por lo menos ante el
cumplimiento de la presencia de los metales de este estudio) y cuentan con el soporte de
una marca y registro sanitario; esto es debido a que sus instalaciones de procesamiento
son constantemente auditadas e inspeccionadas por organismos como ICA e INVIMA asi
como su calidad microbiolégica y algunos de sus parametros fisicoquimicos son
evaluados por la Secretaria de Salud Distrital de Bogot4. Adicionalmente podemos
mencionar que de acuerdo a la aproximacion de riesgo toxicolégico realizada, es
evidente el escaso riesgo toxicolégico por consumo de la leche que se esta
comercializando en la ciudad de Bogota, debido a la poca probabilidad de que un
habitante consuma mas de diez vasos diarios de la misma leche (en este caso con
niveles de metales, aun asi permitidos de acuerdo a la normatividad nacional) y adicional
gue este consumo sea constante a lo largo de un buen periodo de tiempo. Cabe aclarar
gue existen diferentes factores que deben ser preferencialmente evaluados con un
muestreo de mayor abarque tanto de tiempo como de muestras y en lo posible estimados
bajo un monitoreo constante y estricto.
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7.Conclusiones y recomendaciones

7.1. Conclusiones

Se validé la metodologia para determinar el contenido de Cd y Pb en matriz leche liquida.

El método validado para el andlisis de Cd y Pb en muestras de leche liquida es el
siguiente:

Espectrofotometria de Absorcion Atémica por horno de grafito

Peso de muestra: aproximadamente 1.0000g

Tiempo de medida: 4.0 s

Longitud de Onda: 228,8 nm para Cd con correccion de lampara de deuterio
Longitud de Onda: 283.3. nm para Pb con correccién de lampara de deuterio
Corriente Lampara: 75%

Rendija: 0.5 nm

Tipo de cubeta: de Grafito recubierta pirrolitica

La gréfica de residuales nos muestra aleatoriedad, se evidencia homogeneidad en todos
los datos de las curvas de calibracion indicandonos la linealidad del sistema y del
método, adicionalmente en ambos casos se obtiene un coeficiente de correlacion mayor
a 0.995 para ambos metales.

El rango lineal para ambos metales estudiados esta entre 0,2 y 2,5 ug/L.

LD de 0,00035 mg/Kg y un LC de 0,0012 mg/Kg para Cd y un LD de 0,00047 mg/Kg y
un LC de 0,0016 mg/Kg para el caso del Pb.

Se demostré que el método para la determinacién de Cd y Pb es selectivo, preciso y
exacto.

La exactitud como % de recuperacion del método satisface los criterios de aceptacion
(80-110%)

Se demostré que El Laboratorio de Toxicologia del Departamento de Toxicologia de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional cuenta con los medios fisicos y
analiticos para emplear esta metodologia; lo cual fue demostrado bajo los parametros
analiticos de validacién empleados en este trabajo.
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Se determinaron los niveles de Cd y Pb en muestras de leche liquida comercializada en
la ciudad de Bogotéa, abarcando un 81% del total de las marcas distribuidas a nivel local y
un 94% de las procesadoras de leche.

Se encontré en las muestras analizadas niveles de Cd entre 13,86 y 19,90 ug/kg (0,014 y
0,019 mg/kg). El 6 % de las muestras analizadas contienen niveles de Cd.

Los niveles encontrados de Pb para las muestras estudiadas se encuentran con un
contenido de Pb en el rango de 6,08 a 17,09 pg/kg (0,0061 y 0,017 mg/kg). El 14 % de
las muestras analizadas contenian niveles de Pb; sin exceder los niveles normados.

De acuerdo a la ISTP se evidencio que no existe riesgo toxicoldgico por el consumo de
leche distribuida en la ciudad de Bogota D.C.

El riesgo por ingesta de leche con contaminantes de Pb y Cd es minimo con respecto a
la ciudad de Bogotd, la leche es procesada bajo estandares de calidad y de limpieza
Sanitaria bajo soporte de una marca y registro sanitario constantemente inspeccionadas
por Organismos Gubernamentales.

Este estudio al ser uno de los primeros a nivel nacional en este campo sugiere realizar
estudios mas profundos, extensos y concluyentes con un muestreo mas representativo y
con mayor rigor para evaluar si existe riesgo por contaminacién por metales en la leche
comercializada.

7.2. Recomendaciones

Se sugiere continuar con la linea de alimentos en el Laboratorio de Toxicologia de la
Facultad de Medicina, con el fin de abarcar alimentos que repercutan directamente la
salud de la poblacién Bogotana y/o poblacion Nacional.

Se recomienda validar la metodologia para la determinacion de otros metales o
metaloides en la misma matriz con el fin de explorar posibles fuentes de contaminacion
ambiental; tales como Hg, As, Sn entre otros.

Se recomienda validar una metodologia para la determinacién de metales o metaloides
en otras matrices tales como arroz, cereales o chocolate con el fin de explorar posibles
alimentos expuestos a los diferentes téxicos metalicos y observar su relevancia
toxicoldgica.

Se recomienda realizar un muestreo mas amplio en el alimento estudiado; que abarque
diferentes tipos de leches, con mayor cantidad de muestras, que pueda ser sectorizado y
gue sea en un tiempo de muestreo mayor, asi comparar la mismas marcas de leches con
diferentes lotes de produccion con el fin de evaluar el riesgo de exposicién por metales
en este alimento.
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Se recomienda realizar un estudio que abarque un muestreo y/o monitoreo de las
higienizadoras o enfriadoras de leche a nivel Bogota con el fin de determinar los metales
en estudio y/o otros metales en leche cruda y asi comparar los niveles de metales de
leches comercializadas Vs leches crudas.

Se recomienda realizar un estudio con muestras de leches en polvo con el fin de
comparar el aporte de metales del recipiente vs leche liquidas.
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B. Anexo:
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C. Anexo:

Guia operativa del

espectrofotometro de Absorcion Atomica
Thermo Elemental Solaar ICE 3400

1. OBJETIVO

Este procedimiento describe los pasos a seguir para el manejo del equipo de absorcion
atomica y define su alcance de aplicacion en el Laboratorio de Toxicologia del
Departamento de Toxicologia de la Facultad de Medicina — Universidad Nacional de

Colombia.

2. RIESGOS Y CONTROL DE RIESGOS

Riesgos

Control de riesgos

Radiaciones uVv. Las
lamparas de catodo hueco y
lampara de deuterio para
correccion de background
para uso en absorcion
atOmica, espectrometria UV
producen radiacion uv
Desprendimiento de vapores
irritantes y corrosivos.

Quemaduras quimicas en la
manipulacion de acidos
concentrados empleados en el
tratamiento previo (digestion)
de las muestras a analizar.

Quemaduras térmicas con la
llama, horno de grafito y
zonas calientes en general.

Fugas de gases: acetileno y
otros.

Posible formacién de
hidrégeno cuando se utiliza el
sistema de generacion de
hidruros.

Conserve siempre las normas de seguridad y las buenas
practicas en el laboratorio para operar los equipos. Utilizar
guantes, gafas y equipos de proteccion personal adecuados.

Realizar las digestiones acidas en cabina de extraccion.

Encender el sistema de extraccion de la unidad de llama u horno
de grafito.

Buena ventilacion general cuando se trabaja con el generador de
hidruros.

Tomar las precauciones adecuadas para trabajar con acetileno.

No mirar directamente a la llama ni a las fuentes de emisién
(lamparas).

Evacue regularmente el recipiente de residuos. No acumule
residuos en el recipiente de drenaje.

Verifique regularmente las presiones de los gases. Recuerde que
el cilindro de acetileno se encuentra estabilizado con acetona y
no se debe operar por debajo de 100 PSI. Después de cambiar
el cilindro de acetileno, chequee las conexiones con solucion de
jaboén.

Las muestras deben estar libres de sedimentos o precipitados
gue puedan obstruir las lineas del equipo, si es necesario se
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deben filtrar.

Nunca exponga sin proteccion los ojos a la luz UV desde una
fuente directa o reflejada. Use proteccion adecuada para los ojos
tales como gafas que tengan lentes de 6xido de uranio, etc. Evite
exponer la piel a la radiacién UV el minimo tiempo posible.

3. DESCRIPCION DEL EQUIPO

El equipo de absorcién atomica esta conformado por los siguientes médulos:

+ Espectrofotobmetro AA iCE Series 3000

Chiller

Compresor

- & F + £ + ¥

Horno de Grafito

Automuestreador CETAC

Generador de hidruros

4. PROCEDIMIENTO

Computador HP, con software Thermo SOLAAR.

Automuestreador para horno de grafito GFS

Se debe seleccionar de acuerdo al tipo de metal y a la concentracion a evaluar el modo
de operacién del equipo: horno de grafito, llama y generador de hidruros.

4.1. Operacion en el modo de llama

4.1.1. Operacion del espectrofotometro

Encendido

+ Encienda el extractor de gases ubicado sobre el quemador del espectrofotémetro.

+ Verifique el paso y presion del gas.

Mezcla de gases

Presion de trabajo

Punto de control

Acetileno 9-12 p.s.i. C2H2: Pmc 2100 p.s.i.
Aire Compresor: 30 p.s.i.
Acetileno 9-12 p.s.i. CoHa: Pme 2100 p.s.i.
Oxido nitroso 40 libras Regulador termostatado a la salida del

cilindro
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Pmc =

Presion minima del cilindro

Nota: Encienda el compresor para trabajo con aire.

*
*

Verifique la conexién de la manguera al recipiente de drenaje.

Encienda el espectrofotdmetro y el computador.

Coloque la lampara de catodo hueco del metal a leer en el carrusel de ldmparas.
4.1.2. Operacioén del software del Espectrofotometro de absorcion atomica (EAA)

Seleccion del software de control del espectrofotdmetro: Para abrir el programa
gue controla el instrumento, dar doble clic izquierdo (con el mouse) en el icono de
acceso directo SOLAAR. Colocar el nombre del operador y seleccione OK. Cerrar
la pantalla del asistente.

Para guardar los resultados que se van a obtener, dar click izquierdo (con el
mouse) en “fichero”, seleccionar con click izquierdo “Abrir resultados”, escoger el
archivo en el cual se van a grabar los datos. Dar click en Abrir.

Para seleccionar un método de trabajo, dar click izquierdo (con el mouse) en el
icono “mostrar métodos”. En la pestafa superior “General” dar click izquierdo en
“Libreria”, escoger el método que se desea trabajar dando click izquierdo en
“cargar”.

Para verificar las condiciones del método, continuar asi:
En la pestana “General”: Se encuentran las condiciones generales.

En la pestana “Secuencia”. Ingresar los cddigos numéricos de la secuencia los
blancos, QC y las muestras que se van a analizar.

En la pestana “Espectrometro” se encuentran las condiciones: Modo de medida,
re-muestras, tiempo de medida, correccion de fondo, longitud de onda, % de
corriente aplicado a la lampara, sefal, libro de cocina (en este se encuentra
descrito las condiciones 6ptimas de trabajo para llama, horno y generador).

En la pestafna “Llama” se encuentra: Tipo de medida, flujo de combustible,
estabilizacion (tiempo de estabilizacion del mechero (min), tiempo toma
nebulizador (s)) y altura del mechero.

En la pestafia “Calibraciéon” se encuentran: método, unidades de concentracion,
estandares, concentraciones estandar, ajuste aceptable.

En la pestana “Muestreo” se encuentran: CETAC, frecuencia de lavado, tiempo de
lavado.
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+ En la pestafia “QC” se encuentran las condiciones para realizar el control de
calidad interno del método.

+ Para grabar el método regrese a la pestafia “General” y seleccione el comando
“guardar”, ubicado en la parte inferior izquierda, grabe los cambios escogiendo
“SI”, seguido de “aceptar”.

4.1.3. Operacién con llama

Una vez verificadas las condiciones del numeral 4.1.1 y 4.1.2, verifique la alineacion del
guemador y proceda a prender la llama del equipo manteniendo oprimido el botén de
llama.

Optimizacién del equipo
Una vez tenga listo el método a utilizar de click en el icono “Configuracion éptica”.
Analisis de muestras

Seleccione el icono “ANALIZAR”, registre: nombre del analisis, operador y notas de
analisis. Confirme con “analizar”.

Analisis de resultados

+ Curvas de calibracion: El coeficiente de correlaciéon de las curvas de calibracion
no debe ser menor de 0.995.

+ Muestras: Los resultados en color rojo indican que las muestras se encuentran
fuera del rango de trabajo. Realice las diluciones cuando sea necesario.

4.2. Operacion en el modo de generador de hidruros VP90
Conexion entre el generador y el espectrofotometro

Verifique que el generador de hidruros VP90 se encuentra conectado por el cable
ubicado en la parte de atras al lado de la celda del generador.

Corriente de gas

Regule el flujo en el generador mediante la perilla del flujometro a un flujo de 150 a 200
ml/minuto.

Operacion del generador

+ Prepare los reactivos de trabajo del generador (HCI y Borohidruro de sodio) e
instale las botellas, la linea verde es para acido y la linea roja para el borohidruro.
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4.2.1.

Prenda la bomba peristaltica del generador e Instale las caseteras para cada una
de las lineas. Observe la produccién de burbujas en la celda de reaccion.

Coloqgue el portaceldas en el quemador del espectrofotometro y coloque la celda
de cuarzo en el portaceldas e instale la manguera para sostener la celda (esta
manguera debe estar conectada a la salida de la celda del generador de
hidruros).

Verifigue que la luz de la lampara atraviese la celda del cuarzo.
Optimice la alineacion de la celda.

Programe de forma manual el tiempo de estabilizacién, el tiempo de linea base y
de medicion.

Seleccione en el Generador de hidruros la tecla AUTO para enlazar el generador
con el PC.

Operacion del espectrofotometro

Desde el PC seleccione el método de andlisis como se indico en 4.1.1. Realice la
optimizacion del espectrofotometro como se describe en el numeral 4.1.2., optimizacion
del equipo. Proceda a realizar el analisis de muestras y el analisis de resultados.

4.3. Operacion del Horno de grafito GFS

Encendido del equipo

*

Encienda el extractor de gases ubicado sobre el quemador del espectrofotometro
y el horno de grafito.

Encienda el chiller del equipo y verifique su contenido de agua. La temperatura
debe encontrarse cinco (5° C) grados centigrados (5° C) por debajo de la
temperatura ambiente.

Coloque corriente de argdn a una presion de 17 libras.

Instale la cubeta en el horno. Utilice la regleta para verificar que se encuentra bien
instalada.

Verifique que el automuestreador tenga disponible el frasco con solucién de
lavado y que el frasco de desechos se encuentre disponible para su uso.

Purgue la jeringa del automuestreador FS95: Retire la jeringa del
automuestreador y retire el embolo. Desde el PC y con el método cargado para
trabajar con horno de grafito, vaya a “ACCION” y de click en
‘“AUTOMUESTREADOR” y luego en “PURGAR”. Esta operacion debe durar
aproximadamente tres minutos. Una vez terminada instale nuevamente el embolo
y lajeringa.
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+ Alinee la sonda dentro del puerto de inyeccién: Desde el PC y con el método
cargado para trabajar con horno de grafito. Vaya a “ACCION” y de click en
‘“AUTOMUESTREADOR” y luego en “ALINEAR SONDA”. Verifique con la ayuda
del espejo que la sonda se encuentra bien instalada. Utilice las perillas de ajuste
ubicados en el automuestreador para alinear el tip. Utilice la cAmara Graphite
Furnace TeleVision (GFTV) en modo encendido de Analisis de muestras interna
del equipo para verificar el correcto alineamiento de la sonda.

Andlisis

+ Configuracion Optica desde el PC: Una vez seleccionado el método de click en
“CONFIGURACION OPTICA”.

+ Retire la tapa que cubre el automuestreador GFS. Cargue el automuestreador en
las posiciones grandes con blanco y modificadores de matriz y en los viales
pequefios con estandares y muestras. Coloque nuevamente la tapa del
automuestreador GFS. Nota: Revise en el método, que la secuencia el
automuestreador corresponda a la secuencia fisica de muestras.

+ Limpiar la cubeta: Desde el PC, seleccione “LIMPIAR CUBETA”.

+ Realizar el andlisis: De click en “ANALIZAR”, registre: nombre del andlisis,
operador y notas de analisis. Confirme con “analizar”.

Analisis de resultados

Curvas de calibracion: El coeficiente de correlacién de las curvas de calibracion no debe
ser menor de 0.995.

Muestras: Los resultados en color rojo indican que las muestras se encuentran fuera del
rango de trabajo. Realice las diluciones cuando sea necesario.

5. MANTENIMIENTO Y LIMPIEZA

El analista debe realizar la limpieza de las todas las partes externas del equipo con un
trapo limpio y suave con el fin de retirar suciedad ambiental. El mantenimiento del horno
de grafito lo debe realizar el operador con copitos de algodédn e isopropanol.

6. REFERENCIAS

SOLAAR Series Software; Manual; 9499 400 30011. Version 2.01. 2011Thermo Fisher
Corporation Registration No. 441506

Atomic Absorption Spectrometry. Methods Manual. 9499 400 30011. Issue 5. 2008
Thermo Fisher Corporation Registration No. 441506.

iICE 3000 Series. AA Spectrometers. Operators Manuals. 9499 500 23000 Version 2.0.
2011 Thermo Fisher Scientific.
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D. Anexo: Peso de las muestras de leche
comercializada analizadas

Muestra Peso (g) Muestra Peso (g) Muestra Peso (g) | Fortificados | Peso (g)
1 1,0348 17 1,0349 33 1,0532 49 1,0182
1,0285 0,9792 1,0524 1,0078
5 1,0122 18 1,0027 34 1,0516 50 1,0053
1,0123 0,9998 1,0508 1,0001
3 1,0146 19 1,0575 35 1,0699 51 1,0014
1,0146 1,0587 1,0491 1,0018
4 1,0120 20 1,0193 36 1,0483
1,0101 1,0203 1,0497
5 1,0028 21 1,0024 37 1,0205
1,0027 0,9989 1,0163
6 1,0171 29 1,0006 38 1,0164
1,0172 1,0204 1,0127
7 1,0119 23 1,0101 39 1,0038
1,0119 1,0012 0,9988
8 1,0115 24 1,0058 40 1,2982
1,0016 1,0042 1,0978
9 1,0000 o5 1,0032 a1 1,0053
1,0002 0,9966 1,0001
10 1,0103 26 1,0141 42 1,0014
1,0103 1,0107 1,0018
11 1,0046 27 1,0250 43 1,0157
1,0045 1,0214 1,0115
12 1,0075 28 1,0462 a4 1,0287
1,0073 1,0451 1,0218
13 1,0195 29 1,0223 45 1,0178
1,0195 1,0219 1,0131
14 1,0143 30 1,0851 46 1,0258
1,0139 1,0826 1,0186
15 1,0081 31 1,0023 47 1,0270
1,0080 1,0023 1,0196
16 1,0085 32 1,0885 48 1,0068
1,0088 1,0758 0,9997
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E. Anexo:. Certificados de estandares de
referencia Cd, Pb y material volumétrico,
Calificacion Operacional del
Espectrofotometro de Absorcion Atomica iCE
Series 3000; Calibracion de la Balanza
Analitica Digital Acculab.
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15 il St
et Ted (POTTE-E
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AcenTrace™ Reference Standard
Ttem Mumber: LCP-08N-10X-1
Elemest: Cadmium Densigy: 1,030 g'ml
Comcentrutionz I gg'ml. Lat: 211125109
Searnge Cosdition:  ambient Drate Certified: 12282011
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Qualititszertifikat - Certificate of Performance

Certificat de qualité - Centificado de calidad

PLASTIBRAND®
Volumenmessgerate - Volumetric Instruments
Appareils de volumétrie - Material volumétrico

Messkolben, Volumetric Flask, Fioles Jaugees, Matraces
Aforados

PLASTIERAND, PMP, A, NS 12721

Best-Mr. / Cat. MoJ R&f. / Ref.: 36174

Nenmvolumen™ominal wolume:

. - 50.0 mil
Volume nominalVolumen nominal:

Fehlergrenee’Error limit:  + 0.0600 ml
Limite d'ereur/Limie dearmor:

Diese Endpriwerie sind bezogen aul 20°C. Diese Pnliung efalgie gemas 150 4787. Dia
wamwanaeien Nomalke sind &n die Nomalke der PTE angeschicssan.

Thase §nal izt values reler to 20°C. The testwas atieciad according Ip IS0 4787. The used
slandands ere cannacied with tha siandards of the PTE {Fedaral Instiule of Physics and
Melroiogy).

Ces valeurs finales se misrent & 20°C. Lo sl 241 aflaciud salon IS0 4787, Les Atalons
utifsé= sant = aux éleions ou PTE {institut Réoérel oa 8 Physico-Technique Alamand).

EsiosveioR S 08 cantrol final s2 mifisran 3 20°C. E| control 52 2aciug 02 acueno con 150
AFEF. LS patronas utilizacos 5on Fpagos A s petronas de PTE (Orpanisma ofisal aleman da
calitrado y standards).

800114001
CERTIFIED

BRAND GMEBEH + CO KG
Pastfach / P.O. Box 1155
97861 Wertheim/Main
Germany

BRAND

Chargen-Nr./Baich MNo.:

Chargenprifung - Batch control
Contréle du lot - Control del lote

MNuméro du lothNamero del lote: 10.04
MitielweriMean value: —
Vakeur moyenna/Valor medio: 499771 mi
Standardabweichung/Standard deviation: 0.0129 ml

Ecart type/ Desviacion standard:

Prifmitiel - Testing devices
INStrUMEnts de Contrale - INSTUMenos de madicion

Waage/Balance: . .
Balance/Balarza: 300400-25, 220g/0,0000

iz Kb rung erioigt ik s Moneic /The callbiason i choctod Qusry 3 montts.!
L calibrags oo efGoiud fous ks 3 mois.//El calbmdo 56 elech cada ters masss

Gewichie/Mieights: mm.33-1' F
Poidg/Pagg. 2011, DKD11801,
Nr.G2-445)

Thermometer Thermomefar:  351000-3, 0-30°G0,1°C
Thermométre/ Termametro: (2024, EAWarth,, Nr.3113)

Priser/Operator: C“ﬁ

V érificateur'Comprobador:

Ausstellungsdatum/Date of issus:

Date de dslivianca/Fecha ds exposicion: |0 o=p-2010

155125 304007

Baldn Certificado de 50 mL. Lote 10.04
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Qualitétszertifikat - Certificate of Performance

Certificat de qualité - Certificado de calidad

PLASTIBRAND®
Volumenmessgerate - Volumetric Instruments
Appareils de volumétrie - Material volumétrico

Messkolben, Volumetric Flask, Fioles Jaugees, Matraces

Aforados

PLASTIBRAMD, PMP, A, NS 107119

ChargenprOfung - Batch control
Conirbie du lot - Conirol del lote

Diese Endpriierie sind bazogen aul 20°C. Diese Prlfung efolgie gemas IS0 4757, Die
wanwandeien Momale sind &n die Normale der FTE angeschicssan.

Thase final st values reler to 20°C. The testwas eflacied according 1o 150 4787, The usad
standards em connacied with the standards of the PTE (Fedaral Institvie of Physics and

e troiogy'h.

Cas valeurs finales sa miérent & 20°C. Lo 95t 8418 afleciud salon 150 4787, Les dfalons
uliizé s sont @@= aux élzlons du PTE (Instifut Radéral de |a Phy sico-Technique Allamand).

Esioe velom s 48 conirol final sa refiaren 2 20°C. El condrol 52 alectud de scuemdo con IS0
. Los patronas utilizanos son §panos 8 Ios pefonas da PTE [Orpanisma oficsl alaman de
calibrado y slandards).

800114001
CERTIFIED

ERAND GMBH + CO KG
Postfach / P.O. Box 1155
97861 Wertheim/Main
Germany

BRAND

Best.-Mr. / Cat. NoJ/ Ref./ Ref.. 36174
MNenmrolumen/Nominal volume: 50.0 mi
Volume nominalVolumen nominal: A m
Fehlergranze/Ermrar limit:  + 0.0600 ml
Limite d'emeur/Limie de error: -
Chargen-MNr./Batch No.: 0703
Muméro du lotNomero del lots:  © -
MittetweartMean valus: -
Valeur moyenna/Valor medio: 49,9587 mi
Standardabweichung/Standard deviation: 0.0128 ml

Ecart type/Desviacion standard:

Prifmitiel - Testing devices
Instruments de contrdle - Instrumentos de medicion

Waage/Balanca:
Ealance/Balanza:

300400-25, Z20g/0,00001

D Halbrerung eeicigt alk: ore Monais ./ The calliion s shected @egry 3 months.
L malbrage o efe-us fous kes 3 mols.'El callbrado 56 alecha cada tes masss

Gewichie/Waights:
Poids'Peso:

Thermometar Tharmometar:
Thermomeire' Termomeiro:

B000A3-1, F1
{2007, DKD11801,
Nr.G1-339)

351000-3, 0-30°C/0,1°C
{2008, EAWerth,, Nr.3118)

Prifar/Oparator:
V érificate ur’Comprobador:

Ausstellungsdatum/Date of issue:
Date de délivrance/Fecha de exposicion:

/125

13-Dec-2007

109713 009004

Baldn Certificado de 50 mL Lote 07.03
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innovatek: -

CERTIFICADO DE CALIFICACION
OPERACIONAL

Feoha de Calibracion: Ootubre 11 de 2013 Certifioado Mo. 120

Empresa:  UMIVERSIDAD MACIONAL DE W{E 3000 Serjes
COLOWMBLA - laboratorio d= Toxicologia :

[hreccion: Carrera 50 Lalls 45 Warca: Therma smentific

| Teletono: 316 50 00 Terie:  AAG 1124501

WALORES DE LONGITUD DE OHDA
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WETODO DE CALIBRACION:

Medinicon de filtros certficades y lomltizaoion de neas espectrales de emisidn de las limparas de
odtodo husoo.
Wer Dooumento Innovatek Codigo: P.5T.0006, version vigente.

MATERIAL UTILIZADD-

1. Filtros de dercided newtra PN 5423 179 38091, care 4921, codificados de 0 @ &, calibrados
an Dotubre 37 de 2007 con sertificads de calibrasicn Mo. 0B095.

2. Lampara Multisl=mento Cr/Mi/Mn Uricgam PAN 5423 393 31161

3. Lampara Multielemento Ca/Mg Unicam P/ 9423 393 31011

4. Software Solaar

TRAZABILIDAD:
Los fittros empleados fueron calibrados contra patrones WPLHIST.
HORRMA:

B oertificado de calibracion Mo. 08095 fue emitido de aowerdo oon los requerimisntos de
moreditacion del United Kindom Accreditation Service. IS0/IEC 17025.

Cada jusgo de filtros &5 exdushvaments identificads y catibrade en el laboratorio de THERMD'
ELECTROM CORP. Mo 0521, construido en un ambiente certificado bajo 150 9001. La calibracicn
de estos filtros en llevada & cabo por un procedinriento acreditado, el cual es suditado por UKAS
[United Kingdom Agoreditation Service], ofreciends un respalde independient=, reconooido
intemanionalmente por los prooesos 15001EC 17025,

HOTAS:

CONCLUSION

B mstrumento trabaja dentro de sspecifioanionss de fabrica y pusde ser umado confiasblemente

Reafizado por:
ra
il

I LKA WALEUEHA

Departamento de Soporte Téonico

e-mail: nrovatek.oom. oo

IHROYATEK LTDA
Caivera 1 Ho. 4124 Boget, D.C PEE 3380001 Fa: 30006
e i el coLcs
Piging 2 de 2

Certificado de Calificacién Operacional del Espectrofotometro de Absorcion Atémica iCE
3000 series
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METROLABOR LTDA. et et

CERTIFICADO DE CALIBRACION
CALBRATION CERTIFICATE
NUMERO: MIT4.CC 7713
MNumten;
LABORATORIO: MASA Y BALANZAS
Looamrony
INSTRUMENTO: BALANZA AMALMCA DIGITAL
aburen!
FABRICANTE: ACCULAE
MO L e
MODELO: LA-200
Mool
RANGO DE MEDICION: 0ol g ~20 g
Magsurement ronge
NUMERO DE SERIE: 70406868
5000’ Numts
CODIGO INTERNO: 25275\ .0 7720
nfemo Code
SOUCITANTE: UNIVERSIDA NACIONAL DE COLOMBLA - FACULTAD DE MEDICINA
Curomer
DIRECCION. CARRERA 30 No. 4503, EDIFICIO 4-7 | FACULIAD DE MEDICINA, BOGOTA D.C - COLOMBIA.
Agsren

FECHA DE CAUBRACION: 01401-28

Date of Colteision

NUMERO DE PAGINAS DEL CERTIFICADO INCLUYINDO ANEXOS: CUATRC [4)
Number of pages of M celicate snd documants aached

Firmas Auterizodas:
Avkrorie Sgnates
]
f

AN
oo 0 ADCK4s. H, al N,
Calradopor; Calteated by Reviyodo por: Chacked by
Se » o - LLE N poct ser ol o GO0 Culnde 3o hara
mmmwmnnammuum Lan MREICon CONMNEONS 0N O OO 1SN0 S WICOOS 1 referan of mamarts ¥ Conaiciones an
eV ¥ qmb«mmummamm“mmnuumvmau
r B ok s rescor deln Lt

s SOACONE 4 08 0OCWare aecond of M perlonmed memoaTents s T C2NTCofe M0y N DO Loty or Kokl maroaicec sasept wil the
A oy The sesaiy O (9 OaTIoode meler 10 1he MOt ond = wch e - WIS MO T BN DN Ky diauatien no
EIOCHSONAY A0 1he e of M coltvufec! savruments Te (oar 5 w00racon for g ha eiivurment Saidyemd ot comeate N o1

Comen 28A Na, 304 - 45
Tk MURITT - Fow: 2ea3aT9
Cead RGET-01 y e TogcE e hiobor net
Veridec 0) Fogno | de 4 dngeta, B, C - Cokeo
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METROLABOR LTDA. bt

CERTIRCADO DE CALIBRACION P
CALBRATION CERTIPRCATE
Msram
NUMERO: METI4.CC 7713
INFORME DE CALIBRACION
1. DESCRIPCION DEL INSTRUMENTO
[ixeraumerio BALANIA ANALITICA DICHTAL {CARGA MAXMA g
[F ABRICANIE [CARGA Mitma Q
IMOOELD [oIsIEN BF Escata oy g
<enE [ESCALON CE VERNCACION (e] g
[COOK0 NN 353751 - 0127720 [CESVIACIGN EsTANDAR (5] g
FECHA DE CALBRACION 2014013 [CESVIACIGN LINEAL (bn) g
UBCACION LARORATOMO TOXK UNVERSDA NACIONAL DE COUOMEA
DE CAUBIACION FACLUAD CE MEDIC A

1.7 ERRORES MAXIMOS PIRMISIBLES

VALOR NOMINAL EIAOR MAXMO TOLERALD i uIs
201 g ims o L 5
* o <ms R - g
CARCA ALTA
7m:xx-u;n T NN C 00 ) BTt % NP I

Hokz evloe o cbonn (Rcamemte DON0 o%eios tu mehioiogialnosl

(De conformidad con NTC 2031:2002 Numeral 3.5.7, fable 6)
2, PROCEDWIENTO DE CALIBRACION
Fora o cafracion se empied &f mésdo de compaacion direcla con s poliones Os mavs v se somatid a o

S Outanies pruelas: exceniicidod de corga mariobildod, Anecidad g suskosive y derdocion Angal coda una de
s pruabas ef G3licalionss y exchuyerte ala ves

3. TRAZARILIDAD

B Labaeatoro de CHRrGoon de Moo os Mehidabar Lida. tiegora o montenimienta de ko Yazablida

de 05 palones
Sa reterenca a Potones inlemocionakes oa Relerencio

3.1 PATRONES UTILZADCS

LIME0CE

mlcodo de cdbmelon Tem;
1508201 3 [Centicedo de Colbracion Humedad No-
4 CONDICIONES AMBIENTALES DURANTL LA CALIBSACION

Fommn del Aire {°C) Neaao 217 | Humeded relative del Are (M) 4 a a0 |

S RESULTADOS DE LA TALBRACION

cion, la Salorea Analtic
ortodos por ol fabriconla. Tenanco et cuenia Is diiscn do aszala () v &l
nespondonte, por © tonta 6 baonza se clasfics como un inlumento de pesiie O
funcirariento no awtomatizo Clese | (Especicl), (De conformidad con NTC 2031:2002, Numnercd 3,2, Tabla 1)

Canwa MA No. 194 . 28
Tek SB007 - Fox 244380
mebiciossaameholabor net
Bogold 0. C. - Colemtts

Coct 250701
Yesorl FOgno2oa s
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METROLABOR LTDA.

;&:‘ﬂ"“u‘-
CERTIFICADO DE CAUIBRACION pp
CALIBRATION CERTIFICATE
- asem

NUMERO: mrTa.cc a3

5.1, PRUEBA DE EXCENTRICIDAD DE CARGA

(o Bdorma presenia desviodione respecio a la NEcacin &n ki podicisin cenrada manons o CDN5g. jpora fec s
00003 .. sonaiads per ¢f tatriconle (3°d)) y mencres o 0.002 G (@nor (ranima permiticks porc el equipo, & & vakt e
19 203 apicads) (De corformidod con NTC 2031:2002, numeral A4.7 y 3.6.2)

Ervores por Lizentricidad do carga. X g o

7~ Cargo {g) | Ewor i)

0,004 ( : 1| Jp 0,0000

= Cooa # 2| 0,001

> .

= som NS 3| son 0,003
Ig 00001 ® trce Caladado en $ X0 00002
P Calbrasion i 5 A0 0.0001

1 2 2 & 5 1 - Erct Maume pershiis i L

Puntas sabre ol d optorde cargs. fal

Nodox kos anores Que s musiron on 1o grdtiza corespondan al yaksr atadusa del amor =n case punio.
Bec: fior por excantticdod de caga

5.2 PRUEBA DE INVARIABILIDAD

Ssla orueba comesponds o 1o Gaviocidn estandar de |0 mediciones an cado punlo, con un tiempo 4 aslankdad de
10 vagundos. £9%a plueba s 1esias Con Corgas de 1 g 00 gvy 00 g

Grofico prveba de | cbilidod. Tobla de Resultados
G o doo | Evee (1 [E] (O i Brce
7| 0 o [T (XGNP
0003 1] 100 | o0 S0 § A .0
3| 100 o0 A EENW] =W
2009 4] 100 o0 I ols pxaoo|  0.00
3] 100 § 000 fEmwoo] aw Faoam] oo
004 ¢] 100 | oo froocal am F20000] 000
t - 1| w0 § oo froca] am §ao0]| o
0 #] 140 § oo fiooce] oo o] Coo
1 100 = 2] oo | oco fhooco] aoc o600 000
= Erce Ao Datedico (ol - @ Bnor Caloulada an Caltea clon () 0] 150 | 0o Jrooco ]| 000 §F000 0.00
Cwne B3 20000 [ 000008
(o bolovuo anolhcg esenta un comporiamento adecuads
pora sus cxacleslicas (De conformidad con NTC 2031:2002.
Nomerol A4.10y 1.6.1)
£.3 PRUEBA DE UNEALIDAD Tabla de Resuliados
1 =
Condslo 6n hocsr madicicnes can valones da Ml Comvancional | 1w g} | Cerga ig) Gl Deus. Raiatea [g) |
que = opiodimen 105 voIcras i %, % % de b cargo mdxma v 0.00 oo | -ooomn e
COrga MYk Gl sgquipo in faig, y velores e e v it 08 1 corps 0.00 10000 | -DuXoi Qo3
MSMa Can una 1oro entg % v ¥ g6 ko cotga mavima. Bl equips 0.00 15000 | o0 £.00000)
e Comporks B8 moneto odacuodo en doho pesba de ocueds 0.00 20000 | 000070 Hrooon
oon s concheblicon oclusks v 105 ECoMensad pot el 10000 | 5000 | O,000000 ,000000
fzEnzanie (De confeemidad con NTC 2031:2002. Numerct A 4.8.1) 50.00 100.00 | 0000000 Q0002
Lo J8A Mo, 194 - 48
Tl 240007 - Toe 244N
Gk ROLE7-01 mehilosasmetickdo.net
YVevar: a1 regnoloe t tegold 0.C. - Cabrbio
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METROLABOR LTDA. s sty

CERTIFICADO DE CAUBRACION &
L CALIBRATION CERTIFCATI

PN

NUMERD: METI4.CC T3

5.4 PRUEBA DE TARA SUSTRACTIVA Tablo de Resulad;

Las Bawracs oralhicas en un
tedlodr pesadas Clyos vokites de maso KN My ReSUERss Do
fantko 65 impcttanie pare al v ! ¥l Ealanos dene un
buen Ostempenc en aito camclrtica. Para clcios dn Niteresh
X 5 pegusioy mte ro debe oSeadr 10 bondo de i
won ineal Lo bolerze pesenta un comporfomBni
O20CU3A0 PG W conchersticas (De cendarmidad con NTC
2031:2002 Numeral A4.5.3)

DifCenine v emoisan Do

00

5.5 PRUEBA DI DESVIACION LINEAL [EXACTIUD)

* 5o proeba o pratands delamin
conjoc 2 GCO3), de gouerdo
relrumenio presenta un oo
Numaral A 4.4.1 y febla 4)
55.1 CURVA PARA LA PRUEBA DE DESVIACION UNEAL (EXACTITUD)

aoai Tabla de Rewtodos

(LR Coge (9)

D00
acoL —.I | U0 [i

QSN st I umeanrds ses acorde
il 0 bondao de= dosvol e seoioos Lol w Xaards, Tl
Sorlamienic adecuoto pon by coraclendioo (De conformided con NIC 2031:2002

T e —— :

L T ) WA 8 0 500 130 390 10 T8 T iu;:i||‘:=m.\oo
001 *I
<00

008

10000

Emor(g)

Caorga (5]

CMRE COCHATE e CARAN (RTREONATY s (UL NC DRI s WATIY LIGUSN T MNAATE B

&. FUNCION DE sWCERTIDUMBRE
— —

Weliovhm =~ 00003 « 33806 *mw g | DONGs Mw s CunkgLiss Corga en gramo ig) 1
L2 incertidumire reporicda se ha Setermingdo mullipicando lo incerticumbee ¢ N0 e &l fackor de cobettura
ko2 . con o cud 2 10910 un Nl e ¢ de gpromaderenta 3% N30
fue caculada da Ios a6 Mo v a

por empus dal ole,
7. OASERVACIONES

© ERWVHO! DENOCICOINAnie ol COMPONIMIONID S9! MSMUMEnks, con of hin de QIEQUTDE IO BANSCOHAA O8 108 MeCsoOnss
en & reafzocdas

cendar ol Nsrumania DO IO Manay I0 miruios ontes de inkclar lat madiciones

fl

]

i) {

/ / p_\

G
) 3 % v

Irgen Moo dncrds Galngo H Ingeriecd Carlos Aberlo Triona
Cadu por Revisado por:

Cod, fodaral
Wwmtrr 01

Comwa 30A Ho I9A - &5

Tot 3638077 . Fom: 2440479

meroin g oumeTolcoonet

Fagroddo s BoQots 0. C - Coborntla

Certificado de Calibracion de la Balanza Analitica Digital Acculab



