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Introduccion.La demanda de hortalizas frescas por la poblacion se ha acrecentado y en la misma me-
dida el riesgo de exposicion a metales pesados producto de suelos expuestos a plaguicidas o fertilizantes
inorganicos,aguas de riego no tratadas o residuales,actividades antropogénicas,etc.Una ingesta a largo
plazo de concentraciones altas de los mismos repercute negativamente en la salud humana. Por tal mo-
tivo, este trabajo tuvo como objetivos la validacién de una metodologia para determinar cadmio(Cd) y
plomo(Pb) en hortalizas frescas por Espectrofotometria de Absorcién Atémica por llama,la aplicacion
en el analisis de muestras y la verificacion segun las regulaciones.

Materiales y Métodos El proceso de validacion se realizo segun la NC-TS 368: 2010. Fueron evalua-
dos el limite de deteccion,limite de cuantificacion precision,linealidad, y exactitud de la metodologia
analitica.Las muestras empleadas fueron hortalizas frescas provenientes de diversos organoponicos de
Ciudad de la Habana.Se procesaron y se mineralizaron por via seca y realizaron las lecturas en EAA.

Resultados.Los parametros evaluados al método resultaron satisfactorios demostrando que el método
cumple con los requisitos analiticos establecidos,ofreciendo resultados confiables para el analisis Cd y
Pb todos los parametros fueron aceptables a excepcion de los limites de deteccion y cuantificacion.
Conclusiones: Enlas muestras analizadas no se detectd Pb por el método de cuantificacion empleado y
los valores de Cd obtenidos se encontraban por debajo de los limites maximos permisibles establecidos
por las normas Codex Stand 193: 2015. Las concentraciones encontradas para ambos metales son infe-
riores a las reportadas por la NC 493:2015 “"Contaminantes Metalicos en Alimentos™.Regulaciones Sani-
tarias.(0.1 mg/kg).
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I. INTRODUCCION

La agricultura urbana (AU) pretende subsanar la creciente demanda de alimentos y convoca a utilizar
todos los espacios ociosos para la produccion de alimentos. Los organoponicos constituyen una de las
fuentes principales de abastecimiento de estos productos para la poblacion. Fundamentalmente, las hor-
talizas y verduras frescas son la mayor parte de la produccion. Estas representan un importante porcen-
taje de la dieta cubana en el presente siglo, se registran valores de consumo per cépita bastante elevado
que superan 576 g por dia con respecto a los 300 g/dia que necesita el organismo (1), por lo que es ne-
cesario conocer la calidad con la que estos productos llegan hasta nuestros hogares. Uno de los riesgos
para la salud relacionado con el consumo a las hortalizas y verduras frescas cultivadas en zonas urbanas
es el paso de sustancias toxicas como resultado de la contaminacion de agua y suelos, por ejemplo me-
tales pesados, especificamente cadmio y plomo (2,3).De ahi que sea de vital importancia contar con una
metodologia adecuada y vélida para la determinacion de los metales pesados en hortalizas frescas que
permita reforzar la vigilancia sanitaria para este grupo alimenticio. Por lo que el objetivo de nuestro
trabajo fue la validacion de la metodologia para determinar cadmio y plomo por Espectrometria de Ab-
sorcion Atomica (EAA) y su aplicacion en el analisis de muestras de diferentes organopdnicos de Ciu-
dad de la Habana.

Il. METODO

El presente trabajo se realizo en el laboratorio de Contaminantes Metalicos de la Seccion de Quimica
Sanitaria del Instituto Nacional de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia (INHEM). La parte experi-
mental se dividio en dos etapas: la validacion de las metodologias de andlisis para la determinacion de
metales pesados (Cd y Pb) en hortalizas frescas y su aplicacion al analisis de muestras recolectadas en
diferentes organopdnicos de Ciudad de la Habana, a fin de determinar los niveles de contaminacion por
los metales en estudio.

. TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Cada una de las muestras analizadas, tanto para la validacion de las metodologias, asi como para la
determinacion de los metales pesados, seran tratadas segun una adaptacion al método oficial de la
AOAC 999,11 (4).

I.PROCEDIMIENTO

Se procedio a cortar y eliminar la parte no comestible de la hortaliza, posteriormente se sometié a un
lavado con agua para eliminar cualquier suciedad en la superficie, luego se escurrio para seguido volver
a lavar con agua desionizada y escurrir sobre papel absorbente para secar, después se troceo en peque-
fios pedazos para su homogenizacion utilizando un miniprocesador de alimentos. Una vez molida la
muestra se pesé en un beaker 10 g de la misma, se tapd y se colocé en la estufa a 100 °C durante toda la
noche, al dia siguiente se elevo la temperatura lentamente hasta la carbonizacion total hasta a 270 °C en
un periodo de tres dias. Posteriormente se coloc6 en la mufla comenzando a 280 °C, se elevo lentamente
la temperatura en un periodo de siete horas hasta 450 °C y se dejo a esta temperatura durante aproxima-
damente dieciséis horas para la incineracion de la muestra. Se enfrid la muestra y se le afiadid 1 mL de
acido nitrico concentrado al 65 %, transcurrida una hora aproximadamente y se colocé en la plancha
hasta que secd, luego se procedio a colocar de nuevo en mufla a la misma temperatura anterior (450 °C)
entre tres a cuatro horas. Las cenizas obtenidas se disolvieron en 1 mL de acido clorhidrico concentrado



al 37 % (1:1) en caliente y se trasvasaron a un matraz volumétrico de 10 mL y se llevé a volumen con
agua desionizada realizando varios lavados de arrastre cuantitativo.

I1.METODOLOGIA DE VALIDACION

Para la validacion se utiliz6 como analito una muestra de col china para la validacion del método ob-
tenida del organopdnico UBPC 25 y 246 en playa. Ciudad de la Habana. Para los célculos y resultados
estadisticos se utiliz6 el programa Microsoft Excel 2006 y el programa estadistico IBM SPSS Statistics
22.0.

Parametros de validacion segun NC-TS 368: 2010 (5).

A.Limite de detencion y cuantificacion

El limite de deteccion y cuantificacion se determind analizando 10 de muestras de soluciones patro-
nes con una concentracion baja y se calculd por la expresién siguiente:

B.Linealidad

Ld = 3 x5 Le = 10 x S5
5 deswviacion estandar

Ld limite de detencion.

Le limite de cuantificacidn.|

A fin de evaluar la relacion entre la sefial analitica y la concentracion se procedio a preparar una cur-
va de calibracion con diferentes concentraciones en el rango de 0.02 pg/mL hasta 1.4 pg/mL para el Cd
y de 0.25 pg/mL hasta 8 pug/mL para el Pb, las soluciones se prepararon a partir de una solucién inter-
media de 100 ppm preparada a partir del estdndar de Cd y Pb (1000 ppm) y se disolvieron en la misma
matriz que las muestra.

Cada concentracion se prepard por triplicado, finalmente se calculd la pendiente de la curva de cali-
bracion y se analizo en el coeficiente de correlacion (r) y el coeficiente de determinacion (r?) fin de eva-
luar la linealidad del método y el mejor rango de trabajo.

C.Exactitud

Se evalu6é mediante la técnica afiadido — recobrado. Se analizaron 10 muestras fortificadas y no forti-
ficadas con Cd y Pb a tres niveles de concentraciones diferentes 0.02, 0.04 y 0.08 pg/mL parael Cdy 1,
2 y 4 pg/mL para el Pb, todas las fortificaciones se prepararon de una solucién intermedia de 100 ppm
preparada a partir del estandar de Cd y Pb (1000 ppm). EI alculo de recobro se obtuvo para cada con-

My — Map

%R = —f———— x 100

%R porciento de recuperacidn.
M muestra fortificada.
M, muestra no fortificada.

f fortificacion.

centracion de la siguiente manera:

D.Precision

Para determinar la precision del método se procedid a determinar los factores de repetibilidad y re-
producibilidad interna. Se trabajo sobre las muestras fortificadas y no fortificadas del punto.

a) Repetibilidad

Medicion de 10 muestras para cada nivel de fortificacion por un mismo analista y las mismas condi-
ciones de trabajo.

b) Reproducibilidad
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Se midieron 5 muestras para cada nivel de fortificacion en dias diferentes por un analista y las mis-
mas condiciones de trabajo. Para Evaluar la precision se determiné las desviaciones estandar (DS) y los
coeficientes de variacion (CV).

IV.DETERMINACION DE CD Y PB EN MUESTRAS RECOLECTADAS EN
ORGANOPONICOS

A fin de completar el estudio, las metodologias validadas seran aplicadas a muestras recolectadas en
diferentes organopénicos de Ciudad de La Habana que poseen una alta produccion y comercio de horta-
lizas frescas de pesca y se consideran un lugar apropiado para evaluar los niveles de contaminacién que
presentan sus productos. Fueron recolectadas entre 3 y 6 muestras por organoponico (tablal) las cuales
fueron guardadas, clasificadas y etiquetadas en bolsas plasticas selladas de polietileno que después se
transporto al laboratorio de Contaminantes Metélicos de la Seccién de Quimica Sanitaria del INHEM
donde se guardaron a una temperatura apropiada para su conservacion, posteriormente se aplicé el tra-
tamiento de las muestras descrito previamente para se procedio a leer en el Espectrofotometro de Ab-
sorcién Atomica segun los parametros establecidos anteriormente para la determinacién de Cd y Pb. Se
determind y verifico si cumplian con los limites establecidos por el Codex (6) para este tipo de produc-

to.
Tablal.Muestras recolectadas en los organopdnicos

Organopdnicos Direccidon Muestras
uUBPC “La Wereda” 222 v 39. La Lisa.
Rabano
UBPC “1ro de julio” Avenida Independencia Km 3 ¥z, Cerro. Lechuga
UBPC "24 de febrero™ Acvenida Independencia Km 1 2%, Cerro. A}zzllga
UBPC “25 v 1467 Avenida 25 / 146 y 144, Playa. AJo de montafia
Col china ™
UBPRPC “5ta vy 447 Sta avenida / 42 y 44, Playa.
*muestra utilizada para la metodologia de validacion.

A. Resultados de parametros de la validacion

Linealidad
Con los datos se elaboraron dos curvas de calibracion, curva para Cd en el rango de 0,02 a 0.8 mg/L
(Gréfico 1) y una para Pb en el rango de 0,25 a 8 mg/L (Gréfico 2).

Grafico 1. - Grafico 2.
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En las curvas se obtuvo un coeficiente de correlacion (R) de 0.9998 para Cd y de 0.9998 para Pb, di-
chos valores son aceptables y cumplen con lo establecido por el CECMED(7)), donde el valor de R en
laboratorios de andlisis no debe ser menor que 0.99. El coeficiente de determinacién (R2) también resul-
to satisfactorio en las curvas de calibracion de ambos metales, obteniéndose valores para Cd de 0.9996
y para el Pb de 0.9997, en ambos casos tanto para Cd como para Pb los valores de R2 son mayores a
0.98 cumpliendo lo planteado por ISPC(8).Limite de detencion y cuantificacion

En la tabla 2 se muestran los resultados 10 lecturas de un patrén de Cd de concentracion 0.02 mg/L y
uno de Pb con 0,5 mg/L. Los resultados muestran que la concentraciéon minima detectable para la de-
terminacion de cadmio es 0,00239 mg/L, para el plomo es de 0.06368 mg/L y el valor minimo cuantifi-

cable para el cadmio es de 0,00797 mg/L y para el plomo 0,21229 mg/L.
Tabla2. Limites de deteccién y cuantificacion
Concentracion (mg/L)

Muestra Cd Pb

1 0.0183 0.4855
2 0.0181 0.5231
3 0.0201 0.4730
4 0.0189 0.4605
5 0.0181 0.4730
6 0.0189 0.4668
7 0.0191 0.5043
8 0.0203 0.5168
9 0.0181 0.4855
10 0.0190 0.4793
Promedio 0.0188 0.4867
DS 0.00079 0.06368
Ld 0.00239 0.02122
Lc 0.00797 0.21229

Exactitud

Se muestran las curvas de recuperacion para Cd (Grafico 3) y Pb (Grafico 4) a partir de los promedios
de recuperacion a distintos niveles de fortificacion para Cd y Pb.
Grafico 3.
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Los valores obtenidos en los diferentes niveles de concentracion en las muestras fueron: para el nivel
1 de concentracion de 104.06 % para el Cd y de 97.71 % para el Pb; el nivel 2 de concentracién 95,38
% para el Cd y de 93,08 % para el Pb, el nivel 3 de concentracion con 97,25 % para el Cd y de 94,73 %

para Pb, aparecen en la tabla 3.
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Tabla3. Valores promedio de los % de recuperacion

MNivel

Los resultados reportados en la recuperacion tanto para el Cd como para el Pb, muestran un porcenta-
je aceptable y que cae dentro del rango establecido en estudios de validacion, donde define a un % de
recuperacion aceptable del 80 al120%. El angulo obtenido en la curva de recuperacion es de 44° para el
Cd y de 43.34° para el Pb y no se encuentran diferencias significativas al compararlo con el angulo ideal
que es de 45°, lo que nos permite conocer que tan exacto es el método. La pendiente experimental tiene
un valor de 0.9656 (Cd) y 0,9434 (Pb) por lo que se encuentra muy proxima a los valores de la pendien-
te ideal que es 1 con valores de r? de 0,9993 (Cd) y 0,9998 (Pb).

Precision

En la tabla 4 se muestran los resultados de repetibilidad para el Cd y el Pb, en las tablas 5y 6 se
muestran los resultados de reproducibilidad en ambos metales en dias diferentes y en las tablas 7 y 8 se

L=
anadidos

1
=2
4a

(2]

cd
10
10
10

Pb
10
10
10

Hg
recuperados

1.0406

1.9076

3.8900

9.7714

18.6153

37.8905

YoR

104 .06
o95.38
o7F.25

o297.71
o93.08
9473

ven los resultados de la prueba tstudent para muestras independientes.

Tabla 4. Resultados de repetibilidad en Cd y Pb

Me- n mg/L DS Ccv
tal
Cd 10 0.0118 0.0005 4.0239
Pb 10 0.9772 0.0302 3.0976
Tabla 5. Reproducibilidad en Cd. Tabla 6. Reproducibilidad en Pb.
Nivel | Dia | n | Promedio S CV(%) | Nivel | Dia n | Promedio S CV (%)
(mglL) (mglL)
1 1 5 0.1146 | 0.003 3,2085 1 1 5 09707 0,0389 4,0108
2 5 0.176 | 0.0031 2,704 2 5 0,9838 0,0209 21291
2 1 5 02046 | 0.0105 51498 2 1 5 1,8259 0,0531 29118
2 5 02009 | 00058 | 29058 2 5 18772 0,0458 24419
3 1 5 04010 | 00088 | 21985 3 1 5 37414 0,0462 1,2351
2 5 04010 | 0.0051 1,2841 2 5 3,8364 0,0842 21953

* En la muestra sin fortificar (nivel 0) de Pb no se obtuvo sefial.

Tabla 7. Prueba t.student para muestras

independientes Cd

Tabla 8. Prueba t.student para muestras
independientes Pb



Nivel | Dias | Sig. pruebade | Sig. pruebat Nivel Dias | Sig. pruebade | Sig. pruebat
normalidad normalidad

1 0.670

1 1 0589 0.213 1 0.526
2 0.075 2 0.496
1 0.226

2 ! 0893 0.505 2 0.058
2 0.471 2 0.917
1 0.489

3 1 o= 0.993 3 0.141
2 0.507 2 0.156

En andlisis de la t de student los datos analizados siguieron distribucién normal y la prueba arrojo va-
lores de significacién (Sig) en todos los casos para cada metal superiores a 0.05, no mostrando diferen-
cias significativas entre los valores de concentracion obtenidos en los diferentes dias que se realizo la
prueba.

Determinacion de Cd y Pb en muestras recolectadas en organopdnicos

En la tabla 9 se muestran los resultados obtenidos de la determinacién de Cd y Pb en hortalizas de los
diferentes organoponicos de Ciudad de la Habana.

Tabla 9 .Resultados de Cd y Pb en vegetales por organop6nico

Organopoénicos
Mues- Stay 44 25y 146 1ro de Ju- 24 de fe- La Vereda
tras lio brero
Cd Pb Cd Pb Cd Pb Cd Pb Cd Pb
Apio 0.0 NS 0.02 NS 0.0 NS 0.0 NS N NS
95 D 8 D 28 D 39 D Cos D
Acelga 0.0 NS NSD NS 0.0 NS N NS 0.0 NS
20 D D 77 D Cos D 77 D
Lechu- 0.0 NS NSD NS 0.0 NS N NS 0.0 NS
ga 30 D D 18 D Cos D 47 D
Rabano NS NS NSD NS 0.0 NS 0.0 NS 0.2 NS
D D D 33 D 46 D 10 D
Ajo 0,0 NS 0.05 NS 0.0 NS 0.0 NS 0.0 NS
Montafia 45 D 3 D 63 D 73 D 20 D

* Los valores estan expresados en mg/Kg
NSD: No se detecto.

Ncos: No se cosecho.

En los resultados no fue detectable la presencia de Pb por la metodologia validada en ningun orga-
noponicos para ninguna de las hortalizas analizadas, pero se puede afirmar que los valores de concen-
tracion se encuentran por debajo de los limites maximos permisibles por el Codex (6) para las hortalizas
de hoja especificamente (apio, acelga, lechuga, ajo de montafa), para el caso del rabano el método em-
pleado no es capaz de verificar que cumple con lo establecido por la norma, puesto que el limite de
cuantificacion del método (0.21 mg/Kg) es superior al limite maximo permisible para esta hortaliza (0.1
mg/Kg). Por consecuente es necesario el uso de un método cuantitativo mas sensible que amplie el ran-
go de deteccién y cuantificacion de Pb. Para el Cd se obtuvieron valores oscilaron entre 0,018 y 0,095
mg/Kg cumpliendo con lo establecido por el Codex (6)para las hortalizas de hoja (apio, acelga, lechuga,
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ajo de montafa) con valores inferiores a 0.2 mg/Kg y a lo establecido en la norma cubana (9)y para el
rabano valores inferiores a 0.1 mg/Kg. No se detect6 sefial en el rdbano en los organopdnicos de “5ta y
44" y “25y 146", y de acelga y lechuga en “25 y 146", puesto que los valores se encuentran por debajo
del limite de cuantificacién establecido para el rango de trabajo (0.007) para Cd, encontrandose por de-
bajo de los valores establecidos por el Codex(6) para cada uno de estos productos.

IV. CONCLUSIONES

Se validaron parcialmente las metodologias para la determinacion de Cd en hortalizas frescas y de Pb
en hortalizas frescas de hoja mediante Espectrofotometria de Absorcién Atomica con llama. En el pro-
ceso de validacion del método se evaluaron los parametros de linealidad, limite de deteccidn, limite
cuantificacion, exactitud y precision, y los resultados obtenidos para cada pardmetro en el analisis de
cada metal fueron aceptables, evidenciando la confiabilidad del método.

En la determinacion de Cd y Pb en hortalizas frescas que se comercializan en los organopdnicos ana-
lizados de La Habana, no se detectaron valores para Pb, los valores de Cd obtenidos se encuentran por
debajo de los limites maximos permitidos por el Codex Stand 193: 2015.

En los casos que no se detectd sefal los valores cumplen con lo normado para el caso especifico de
las hortalizas de hoja, y en el caso del rabano se considerd un resultado no concluyente puesto que es
necesario una técnica mas precisa para su cuantificacion y posterior verificacion contra la norma.
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