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GLOSARIO

Antropogénico: Efectos, procesos o materiales que son el resultado de actividades
humanas, a diferencia de los que tienen causas naturales sin influencia humana.

Biomagnificacion: Proceso de acumulacion de una sustancia toxica en organismos
vivos. Esta se presenta en bajas concentraciones en organismos al principio de la
cadena tréfica y en mayor proporcion a medida que se asciende en dicha cadena.

Biodegradacion: Descomposicion natural y no contaminante de una sustancia o
producto por la accién de agentes bioldgicos.

Bufo arenarum: Especie comunmente llamado sapo grande.

Redox: reaccion quimica en la que uno o mas electrones se transfieren entre los
reactivos, provocando un cambio en sus estados de oxidacion.

lliofago: peces que se alimentan del fango ingiriendo microorganismos producidos
por la descomposicion de la materia, o también se alimentan de los desperdicios, o
heces, de otros animales.



RESUMEN

Se determiné el contenido de cadmio (Cd) y plomo (Pb) en 30 muestras de
bocachico colectadas durante temporada de lluvia y temporada de sequia. La
determinacion fue realizada empleando la técnica espectrofotometria de Absorcion
Atomica previa validacion de la metodologia empleada, todas las concentraciones
son expresadas en peso humedo.

La evaluacion fue realizada con el propésito de verificar que los productos obtenidos
sobre el Rio Lebrija en los puntos el Conchal, Salamaga y Vanegas aguas arriba
del corregimiento provincia, municipio de Sabana de Torres, cumplen los criterios
establecidos en la normatividad nacional NTC 1322:2009 (0,1 mg Cd/Kg y 0,4 mg
Pb/Kg) y normatividad internacional en el reglamento consolidado (CE) N°
1881/2006, de la Unién Europea (0,1 mg Cd/Kg y 0,3 mg Pb/Kg), asi como el codex
alimentarius 2002 (0,05 mg Cd/Kg y 0,1 mg Pb/Kg) y descartar la mortandad de
peces por contaminacion de metales pesados como cadmio y plomo.

Las concentraciones encontradas, en el muasculo y piel de las muestras de
bocachico, fueron menores a los limites de cuantificacion (0,125 mg Pb/Kg y 0,035
mg Cd/Kg) obtenidos durante la validacion. Los resultados demostraron que las
muestras analizadas son aptas para el consumo humano de acuerdo a la
normatividad ambiental nacional e internacional.

PALABRAS CLAVE: METALES PESADOS, CADMIO, PLOMO, BOCACHICO,
BIOACUMULACION, VALIDACION.



ABSTRACT

The content of cadmium (Cd) and lead (Pb) in 30 samples collected bocachico
during rainy season and dry season is determined. The determination was
performed using the technique of atomic absorption spectrophotometry after
validation of the methodology used, all concentrations are expressed in wet weight.

The evaluation was conducted in order to verify that products obtained on the Lebrija
River in points Conchal, Salamaga and Vanegas upstream of judges province,
municipality of Sabana de Torres, meet the criteria laid down in national regulations
NTC 1322: 2009 (0.1 mg Cd / kg and 0.4 mg Pb / kg) and international standards in
the consolidated Regulation (EC) No. 1881/2006 of the European Union (0.1 mg Cd
/ kg and 0.3 mg Pb / Kg) and the Codex Alimentarius 2002 (0.05 mg Cd / kg and 0.1
mg Pb / kg) and discard mortality of fish contamination of heavy metals such as
cadmium and lead.

The concentrations found in muscle and skin samples bocachico, they were below
the limits of quantification (0.125 mg Pb / kg and 0.035 mg Cd / kg) obtained during
validation. The results showed that the samples analyzed are fit for human
consumption according to national and international environmental regulations.

KEYWORDS: Heavy metal, Cadmium, Lead, “Bocachico”, Bioaccumulation,
Validation.



INTRODUCCION

El aumento de la contaminacion de las diferentes fuentes hidricas supone un grave
problema ambiental, econdmico y social a nivel mundial, esto es notorio en los
paises en vias de desarrollo, en donde el tratamiento de las aguas residuales tanto
industriales como domesticas tiene grandes rezagos tecnologicos y de
infraestructura.

La cuenca del Rio de Oro recibe una gran variedad de contaminantes de aguas
residuales domésticas, residuales industriales, residuos agropecuarios e incluso
animales en descomposicion; desde su nacimiento hasta su desembocadura en la
confluencia con el rio Surata para formar el rio Lebrija; esta contaminacion es
causada por los municipios Piedecuesta, Floridablanca, Girén y Bucaramanga.

A lo largo de los afios la magnificacion de la contaminacidén ha causado en repetidas
ocasiones mortandad de peces sobre la ribera del rio Lebrija, donde se ven
afectados cientos de familias cuyo sustento diario y principal fuente proteica es
obtenida gracias a la actividad de pesca.

Frente a esta problematica ambiental en el presente proyecto se evaluaron los
niveles de plomo y cadmio en tejido muscular de peces de la especie “Bocachico”
(Prochilodus magdalenae) muestreados en tres puntos (Conchal, Salamaga y
Vanegas) sobre el rio Lebrija en el corregimiento Provincia de Sabana de Torres,
Santander — Colombia, en época de lluvias asi como en época de sequia,
empleando una metodologia analitica validada en el Laboratorio de Quimica
Ambiental de la Universidad Santo Tomas, basada en la técnica de absorcion
atomica, previa digestién de la muestra en medio &cido.

Los resultados obtenidos producto de la evaluacion se compararon con los niveles
reglamentarios de la normatividad nacional como de algunas internacional,
encontrandose que los pescados analizados en su musculo y piel, se encuentra
libre de contaminacion que supere los niveles permisibles.
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1. EVALUACION DEL CONTENIDO DE PLOMO Y CADMIO EN PECES DEL
RIO LEBRIJA EN EL CORREGIMIENTO PROVINCIA, MUNICIPIO DE
SABANA DE TORRES EMPLEANDO ESPECTROFOTOMETRIA DE

ABSORCION ATOMICA

1.1PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La contaminacion por metales pesados en el ambiente y en especial en alimentos
de consumo humano como en peces, se ha convertido en preocupacion mundial,
debido a su toxicidad, bioacumulacién y magnificacion a través de la cadena
alimenticia; entre los metales pesados considerados con mayor grado de toxicidad
para la salud humana y otros organismos se encuentran el Plomo y el Cadmio;
estudios realizados en el Sur de la India reportaron concentraciones de plomo y
cadmio en especies acuéticas que exceden el limite maximo permitido establecido
por la FAO, USFDA y European Commission for food standards!; en otra
investigacion llevada a cabo en peces de rios venezolanos se hallaron
concentraciones moderadas de plomo y cadmio, segun los valores recomendados
por la Organizacion Mundial de la Salud en alimentos, OMS.? Esta situaciéon genera
gran preocupacion a nivel mundial, debido a que estos metales pesados son
absorbidos facilmente por los organismos y pueden resultar téxicos para el ser
humano incluso en bajas concentraciones.?

Es necesario tener presente que tanto el plomo como el cadmio son metales
pesados que constituyen un riesgo serio para la salud humana, ya que su
estabilidad quimica ante procesos de biodegradacién, hacen que los seres vivos no
sean capaces de metabolizarlos, generandose una bioacumulacién y un efecto
multiplicador en la concentracion del contaminante en la cadena alimenticia,
absorbiéndose eficazmente a través de las membranas biolégicas dada su alta
afinidad quimica por el grupo sulfhidrico de las proteinas.*

La ciencia médica, por su parte, ha demostrado que estos elementos téxicos,
causan graves alteraciones en la salud humana. Citando un ejemplo, el plomo causa
anemia, retardando la maduracién normal de los glébulos rojos,®> mientras que el
cadmio causa alteraciones a nivel enzimatico, renal, respiratorio y digestivo,®
también ocasionan afectaciones considerables en la flora y fauna de los
ecosistemas afectados.

En Colombia, la contaminacion por metales pesados de peces ha sido estudiada en
el rio Magdalena, en ciénagas del sur de Bolivar, en areas del Magdalena medio,
en el rio Cauca (Ciénaga Grande), San Jorge (Caimito, Sucre), Condoto (Chocd),
sin embargo los estudios publicados en revistas indexadas sobre niveles de
contaminacion en plomo y cadmio han sido minimos en el departamento de
Santander.’
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En repetidas ocasiones el periddico local “Vanguardia Liberal” ha reportado grave
mortandad de peces sobre la cuenca del Rio Lebrija, 891011 en enero de 2015, se
reportd la tltima mortandad masiva de peces sobre el rio Lebrija en el corregimiento
Provincia de Sabana de Torres, departamento de Santander; segun las entrevistas
realizadas por el periddico local a pescadores y autoridades ambientales del sector
tal problematica se ha presentado por varios afos, entre las especies halladas
muertas en el rio estan “bocachico” y “bagre”, la contaminacién del rio Lebrija tiene
preocupados a sus habitantes y a la Alcaldia de Sabana de Torres debido a que el
principal recurso alimentario y sustento econdémico de mas de 6.000 familias
proviene de la actividad de la pesca segun el director de la ONG Cabildo Verde;!*
cabe resaltar que al Rio Lebrija son conducidas las descargas de las cabeceras
municipales y de pequefios centros poblados, ademas de los vertimientos de las
actividades agropecuarias. Se plantea la contaminacion potencial del rio Lebrija por
metales pesados como el plomo a causa de procesos de fundicion primaria y
secundaria de metales, elaboracién de loza vidriada, produccion de pinturas,
residuos de la industrias electrénicas y de computo, industria de vidrio, asi como de
los procesos de combustion de la gasolina y cadmio a causa de residuos de baterias
descargables, fertilizantes, estabilizadores en plasticos y PVC, produccion de
pinturas, procesos de galvanizacion, procesos de aleaciones,'? generando posible
bioacumulacién en peces, poniendo en riesgo la salud humana y el principal recurso
econdmico de la poblacion.

En el presente trabajo se propone evaluar el contenido de plomo y cadmio en
“bocachico”  (Prochilodus magdalenae) y “bagre” (Pseudoplatystoma
magdaleniatum) muestreado en tres puntos especificos de pesca sobre el rio Lebrija
aledafos a la vereda Provincia.

Para llevar a cabo este estudio se implementara en el Laboratorio de Quimica
Ambiental de la Universidad Santo Tomas, una metodologia capaz de cuantificar
plomo y cadmio en peces empleando Espectrofotometria de absorciobn atomica
previa digestion.

17



1.2 JUSTIFICACION

El presente estudio se encuentra focalizado en un tramo del rio Lebrija, debido a las
constantes emergencias ambientales en mortandad de peces, las cuales no
cuentan con aclaracion cientifica soportada en datos reales, no obstante la
poblacién del corregimiento Provincia, pescan aproximadamente 360 Kg semanales
de estas especies, de las cuales un 30% es destinado para consumo local y el 70%
restante es comercializado en la central de abastos de Bucaramanga.'* De
encontrarse contaminacion en tejido muscular de pescado se puede estar frente a
una problematica ambiental por biomagnificacion.

Otro aporte importante del presente estudio, es la implementacion de metodologias
capaces de cuantificar de manera confiable plomo y cadmio en peces en el
Laboratorio de Quimica Ambiental de la Universidad Santo Tomas y en posteriores
estudios poder evaluar el contenido de estos metales en peces de diferentes
cuencas hidricas de nuestro pais.

Los resultados obtenidos a través de esta investigacion permitiran esclarecer
cientificamente el problema ambiental y social generado por mortandad de peces y
contribuird con la gestion de politicas y/o estrategias de soluciéon que permitan
mejorar la situacién de salud y ambiental de la poblacion.
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1.3 OBJETIVOS
1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el contenido de plomo y cadmio en las especies de peces “Bocachico”
(Prochilodus magdalenae) y “Bagre” (Pseudoplatystoma magdaleniatum)
provenientes de la ribera del Rio Lebrija, en el corregimiento Provincia, ubicada en
el municipio de Sabana de Torres, departamento de Santander, empleando
espectrofotometria de absorcion atdbmica.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Implementar y validar la metodologia analitica para la determinacion de Plomo y
Cadmio en peces mediante Espectrofotometria de Absorcién Atdmica previa
digestion en medio acido.

Realizar la toma de muestras de las especies de peces “Bocachico” (Prochilodus
magdalenae) y “Bagre” (Pseudoplatystoma magdaleniatum) con la ayuda de los
pescadores de la region, en tres puntos sobre la ribera del Rio Lebrija.

Analizar las muestras de peces obtenidas empleando la metodologia validada para
la determinacion de Plomo y Cadmio mediante Espectrofotometria de Absorcién
Atomica previa digestion en medio acido.

Comparar el cumplimiento de los niveles permisibles de plomo (Pb) y cadmio (Cd)
en las especies de peces en estudio, teniendo en cuenta la Norma Técnica
Colombiana NTC 1443:2009 “Productos de la pesca y acuicultura. Pescado entero,
medallones y trozos, refrigerados o congelados”.
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2. MARCO REFERENCIAL

2.1MARCO TEORICO

2.1.1 Area de estudio
El Rio Lebrija se encuentra en el departamento de Santander-Colombia, nace de la
union de Rio Surata y Rio de Oro, dentro de los afluentes del Rio Lebrija se
encuentran el Rio Negro, Quebrada La Angula, Rio Salamaga, y Rio Cachira, ver
figura 1. En general estos afluentes son corrientes de buena calidad que se ven
afectados por las descargas de las cabeceras municipales, pequefios centros
poblados y vertimientos de actividades agropecuarias e industriales.

Figura 1. Ubicacion geografica Rio Lebrija

Bucaramanga
Floridablanca
Girén
Piedecuesta
Lebrija
Rionegro
Tona
Matanza

. Charta
10.Surata
11.California
12.Vetas

©CONOORWON =

Fuente: Adaptado de Mapa digital integrado IGAC, 2002.%

Como es bien conocido el Rio de Oro recibe descargas contaminantes de todos los
municipios del area metropolitana y a su vez el Rio Frio principal afluente de
contaminacion, el cual recibe descargas industriales y domesticas del municipio de
Floridablanca y parte de Bucaramanga, ver figura 1. Esta carga contaminante es
trasportada por el rio de Oro hasta su confluencia con el rio Surata el cual aguas
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arriba recibe descargas de actividad minera en la confluencia con el rio Vetas y
aguas abajo de la boca toma del acueducto de Bucaramanga recibe descarga
considerables del municipio de Bucaramanga, formado asi el rio Lebrija quien a su
vez continua recibiendo cargas contaminantes de pequefias poblaciones.

El municipio de Sabana de Torres se encuentra ubicado geograficamente al
Noroeste del Departamento de Santander, en la region denominada por el
departamento, como Magdalena Medio Santandereano. Dentro de su division
politica encontramos el corregimiento Provincia ver figura 2, este corregimiento
objeto de investigacion limita con el municipio de Rio negro y su principal fuente
econdmica es la pesca.

Figura 2. Ubicacién espacial corregimiento Provincia
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Fuente: Adaptado de Division politico-administrativa municipio de Sabana de
Torres, Alcaldia de Sabana de Torres — Santander.?’
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2.1.2 Especies de peces objetivos del estudio
Prochilodus magdalenae
Nombre comun: Bocachico. Familia: Prochilodontidae. Especie: Prochilodus
magdalenae. Localidad tipo: Colombia, Rio Magdalena. Registros: Lebrija:
confluencia quebrada La Angula con el Rio Lebrija, Sabana de Torres: Ciénaga de
Paredes.'®

Pseudoplatystoma magdaleniatum

Nombre comun: Bagre. Familia: Pimelodidae. Especie: Pseudoplatystoma
magdaleniatum. Localidad tipo: Colombia departamento de Bolivar, Soplaviento
ciudad sobre el dique de Cartagena carretera a Calamar, Rio Magdalena. Registros:
Lebrija: Rio Lebrija, Sabana de Torres: Ciénaga de Paredes; cafio Peruétano, Rio
Lebrija, ciénaga de Pita-Limén.1® Esta especie era reconocida como
Pseudoplatystoma fasciatum hasta que en el 2007, Buitrago-Suarez & Burr,
realizaron un estudio taxondmico de las especies pertenecientes a este género y
determinaron que los individuos que se encuentran distribuidos en la cuenca
Magdalénica incluyendo el rio Cauca pertenecen a esta nueva especie, la cual es
considerada endémica para la cuenca.®

2.1.3 Interaccién entre metales y peces

Para la mayoria de los organismos vivos, una exposicion de metales pesados, por
encima del umbral, puede ser considerablemente tdxica. Los metales de mayor
importancia toxicoldgica y ecotoxicoldgica en los ambientes acuaticos son; Hg, As,
Cr, Pb, Cd, Niy Zn. Los principales iones de estos elementos suelen asimilarse en
la célula a través de los mismos sistemas de transporte que utilizan otros cationes
metdlicos fisiologicamente importantes (Ca, Mg, Cu, Zn). Dentro de la red tréfica,
los organismos fotosintetizadores o productores son las principales vias de acceso
de los metales hacia los consumidores, e incluso el ser humano.'® La afinidad
toxicoldgica de los metales pesados por los organismos acuaticos esta influenciada
no solo por su concentracion; también son relevantes el tiempo de exposicién y los
factores bidticos y abidticos del ambiente.® Para considerar las relaciones de los
metales con la biota acuatica se deben tener en cuenta tres niveles de interés: a) la
especiacion en el ambiente, b) la interaccion con la membrana plasmaética en la
interface organismo-ambiente y c) los efectos biolégicos resultantes de su
interaccién con los receptores en los sitios de accion.!?

2.1.4 Especiacion del metal en el ambiente
La dificultad analitica para determinar las concentraciones de una sola especie o de
un grupo de especies ha tenido por consecuencia que en general, se cuantifique la
concentracion total de elementos trazas en el ambiente. Sin embargo, el analisis de
las distintas especies quimicas es una de las herramientas importantes para
predecir su comportamiento en el ecosistema y desarrollar medidas de remediacion
en caso de contaminacion. *°
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2.1.5 Interaccion metal-organismo

Al aproximarse a la superficie de un organismo vivo, un metal, generalmente,
encuentra una capa protectora de polisacaridos o glicoproteinas. Las
macromoléculas que forman esta capa externa contienen una variedad de grupos
funcionales simples, generalmente no quelante, dominados por dadores de
oxigeno. A valores de pH neutro algunos de esos grupos pueden ionizarse,
conformando una matriz de sitios cargados negativamente a través del cual el metal
debe migrar. Al moverse hacia el interior celular, el metal encuentra la membrana
plasmatica, con un gran niumero de receptores o sitios de unidn que pueden ser de
dos tipos: sitios fisioldgicamente inertes, en los cuales el metal puede ser
secuestrado sin perturbar el funcionamiento celular normal, o sitios fisiolégicamente
activos, en donde la union del metal puede afectar al metabolismo y una vez dentro
de la célula, puede interactuar con una amplia variedad de sitios, con las
consiguientes alteraciones del metabolismo. %°

Para que un metal se acumule y/o provoque una respuesta biolégica en un
organismo objetivo, debe interaccionar o atravesar una membrana celular. Esta
interaccion del metal con la superficie celular, involucra como especies reactivas
tanto al ion libre (M#") como al complejo metal-ligando, de férmula general, (ML), y
puede ser representada en términos de la formacion de complejos de superficie M-
X-célula, donde X-célula corresponde a un ligando celular presente en la superficie.
En el caso mas simple - cuando el i6n libre es la especie que reacciona con
componentes de la superficie celular- se pueden considerar las siguientes
reacciones: 2°

A. equilibrio en la solucién

M#* + L « ML ()

Ko = [ML)/ (IM*] [L]) (1)
B. reaccion, en la superficie, de M#*

M#* + -X-célula < M-X-célula (1)
Kz = {M-X-célula}/ {X-célula} [M**] (V)
reordenando {M-X-célula}= Kz {X-célula} [M#*] (V)

donde K1y K2 son las constantes de equilibrio, L es un ligando en solucion, y las
cargas en los complejos se omiten por simplicidad.

Se asume que la respuesta biolégica es proporcional a la concentracion del
complejo de superficie, {M-X-célula}. Sila concentracion de los sitios ~X-célula libres
permanece aproximadamente constante, la ecuacion (V) indica que la respuesta
bioldgica varia directamente como funcion de [M#].

C. reaccion, en la superficie, de ML

ML +~X-célula < M-X-célula + L (VI
{M-X-célula}= K3 {~X-célula} [ML]/ [L] (Vi
Reordenando la ecuacion (Il) y sustituyendo en (VII) se obtiene
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{M-X-célula}= K1 Ks{"X-célula} [M?*] (V1)
gue muestra la misma dependencia de [M#*] que en la ecuacion (V).

2.1.6 Efectos biologicos resultantes de la interaccion metal - organismo

Las respuestas toxicoldgicas pueden ser debidas a algunos dafios causados por el
metal; el desplazamiento de iones metalicos esenciales en biomolecular: es uno de
los ejemplos mejor documentados, es la inhibicion por Pb del acido ©-
aminolevulinico deshidratasa (ALAD) en vertebrados, donde el Zn es desplazado
por dicho metal asi como la alteracién en la composicion y conformacion de los
eritrocitos en bufo arenarum expuesto a iones plomo.?! Existe también evidencia de
metales que son capaces de sufrir proceso rédox dentro de la célula, que pueden
inducir toxicidad por produccién de radicales libres reactivos de oxigeno, como
cadmio, magnesio, manganeso, cromo (VI), zinc y selenio. 2% 2324

2.1.7 Normatividad Colombiana
En Colombia la norma NTC 1443: 2009 “Productos de la pesca y acuicultura.
Pescado entero, medallones y trozos, refrigerados o congelados.” regula el
contenido de metales pesados en pescado entero, medallones y trozos, refrigerados
0 congelados aptos para consumo, es una de las mayores preocupaciones. En la
tabla 1, se relacionan los limites permisibles de metales en carne de pescado.

Tabla 1. Limites maximos en mg/Kg de Cd y Pb en pescado a nivel nacional.?®

Contaminante Limite ma&ximo permisible
Cadmio, expresados como Cd, en mg/Kg 0,1
Plomo, expresados como Pb, en mg/Kg 0,4

2.1.8 Normatividad internacional
A nivel internacional se encuentran diversos organismos reguladores de los cuales
se destaca el reglamento consolidado (CE) N° 1881/2006, de la Union Europea y el
Codex almentarius 2002 de la FAO/WHO. En la tabla 2, se relacionan los limites
permisibles de cadmio y plomo en pescado.

Tabla 2. Limites maximos en mg/Kg de Cd y Pb en pescado a nivel internacional.?®

Contaminante Union Europea Codex alimentarius

(CE) N° 1881/2006 2002
Cadmio, mg/Kg 0,1 0,05
Plomo, mg/Kg 0,3 0,1
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2.1.9 Espectroscopia de Absorcion Atdmica

Mediante espectroscopia de absorcién atdbmica es posible determinar de forma
cuantitativa la mayoria de los elementos de la tabla periddica a niveles de traza.
Esta técnica se basa en la medida de la radiacién absorbida por los &tomos libres
en su estado fundamental. En este proceso el atomo pasa desde un estado
energético inferior a otro superior. Para que esto ocurra es necesario suministrar
energia de una longitud de onda especifica del elemento al cual se quiere excitar.?’
La fuente de radiacion consiste en una lampara que contiene un cétodo del
elemento que se pretende analizar, el cual emite las radiaciones tipicas de ese
elemento. Al hacer incidir esta radiacion a través de la muestra, los atomos
absorberan parte de la energia emitida. La diferencia entre la energia incidente y la
transmitida se recoge en un detector, permitiendo realizar una determinacién
cuantitativa del elemento. El sistema de obtencion de atomos en estado
fundamental de la muestra consiste en un nebulizador que transporta la muestra a
un sistema energético, llama, donde se suministra a las moléculas la energia
necesaria para romper los enlaces y obtener atomos en estado fundamental. 28

2.1.10 Determinacion de metales pesados en peces

Numerosas técnicas han sido empleadas en la determinacion de metales en peces,
entre las cuales cabe resaltar, voltamperometria de redisolucion andédica diferencial
de impulsos, previa digestion acida mezcla 1:1 HNOs:HCIO4;?° ICP-MS previa
digestiéon usando mezcla &cido nitrico — acido perclérico,®® Absorcion atémica
acoplado a horno de grafito, previa digestion microondas en medio acido®!,
especificamente en la determinacién de Pb y Cd en peces y comida de mar la
técnica de absorcion atémica con digestiones acidas previas mezcla 1:1
HNO3z:HCIO4;%? muestra llevada a ceniza y posterior digestién con &cido nitrico es
usualmente empleada. 33 34 35

2.1.11 Validacién de técnicas analiticas
La validacion es la “Confirmacién mediante examen y suministro de evidencia
objetiva de que se cumplen los requisitos particulares para un uso especifico
previsto”.® La validacion es una de las medidas reconocidas como parte necesaria
de un sistema integral de garantia de la calidad en el @mbito de la quimica
analitica.3’

Diversas organizaciones internacionales han colaborado en la elaboracién de
protocolos sobre disefio, organizacion e interpretacion de estudios de
funcionamiento de métodos para la validacion de técnicas de andlisis por un
laboratorio pero dichos protocolos no son de obligatoria aplicacion debido a la
autonomia que cada pais posee para desarrollar sus politicas de calidad.38

Segun la guia EURACHEM?®® un método debe validarse cuando sea necesario
verificar que sus parametros de desempefio son adecuados para el uso en un
problema analitico especifico. Por ejemplo:

¢ Un nuevo método desarrollado para un problema especifico;
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e Un método ya establecido revisado para incorporar mejoras o extenderlo a un
nuevo problema;

e Cuando el control de calidad indica que un método ya establecido esta
cambiando con el tiempo;

e Un método establecido usado en un laboratorio diferente o con diferentes
analistas o con diferente instrumentacion;

e Para demostrar la equivalencia entre dos métodos, por ejemplo, entre un
meétodo nuevo y uno de referencia.

Bajo este contexto en la validaciéon de un método analitico deben evaluarse las
siguientes figuras de mérito: Limite de deteccion, limite de cuantificacion, intervalo
lineal, intervalo del método, sensibilidad, precision y exactitud, cuyas definiciones
estan ampliamente establecidas en guia EURACHEM y Standard Methods. 39 4041

Mensurando: magnitud que se desea medir.

Precision de medida: Proximidad entre las indicaciones o los valores medidos
obtenidos en mediciones repetidas de un mismo objeto, o de objetos similares, bajo
condiciones especificadas.

Las “condiciones especificadas” pueden ser condiciones de repetibilidad,
condiciones de precision intermedia, o condiciones de reproducibilidad.

Condicién de repetibilidad de una medicién: Condicion de medicion, dentro de
un conjunto de condiciones que incluye el mismo procedimiento de medida, los
mismos operadores, el mismo sistema de medida, las mismas condiciones de
operacion y el mismo lugar, asi como mediciones repetidas del mismo objeto o de
un objeto similar en un periodo corto de tiempo.

Condicion de precision intermedia de una medicién: condicion de medicion,
dentro de un conjunto de condiciones que incluye el mismo procedimiento de
medicién, el mismo lugar y mediciones repetidas del mismo objeto u objetos
similares durante un periodo amplio de tiempo, pero que puede incluir otras
condiciones que involucren variaciones.

Condicion de reproducibilidad de una medicion: Condicién de medicién, dentro
de un conjunto de condiciones que incluye diferentes lugares, operadores, sistemas
de medida y mediciones repetidas de los mismos objetos u objetos similares.

Exactitud de medida: proximidad entre un valor medido y un valor verdadero de
un mensurando.

Limite de deteccidn: Valor medido, obtenido mediante un procedimiento de medida
dado, con una probabilidad B de declarar errobneamente la ausencia de un
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constituyente en un material, dada una probabilidad a de declarar errbneamente su
presencia.

Limite de cuantificacion: Valor medido, obtenido mediante un procedimiento de
medida dado, que puede determinarse con precision y exactitud razonables bajo
condiciones establecidas.

Linealidad: Hace referencia a la proporcién entre la concentraciéon y la sefal de
respuesta que da el instrumento. Quatrocchi

Intervalo lineal: Intervalo comprendido entre la concentracion minima y maxima de
mensurando para el cual el método ha sido probado y dentro del cual se puede
efectuar el dopaje por interpolacion en una curva de calibracién.

Intervalo de trabajo: Intervalo entre el nivel mas bajo y mas alto de concentracion.
Ha sido demostrado que puede ser determinado con la precisibn y exactitud
requeridas para una determinada matriz.

Sensibilidad: Respuesta del instrumento de medicién frente a pequefas
variaciones de la concentracién del mensurando.

Contraste de significacion: Prueba estadistica que permite comprobar si la
diferencia entre la cantidad medida y la cantidad conocida se puede atribuir a
errores sistematicos y probar estadisticamente si la diferencia entre dos varianzas
muéstrales se puede atribuir a errores aleatorios.*?

Grados de libertad: Numero de desviaciones independientes que se utilizan en un
método. 42

Prueba student: Esta prueba permite comparar las medias muéstrales de dos
grupo de datos y determinar si entre estos parametros las diferencias son
estadisticamente significativas. 42

Contraste F: Prueba estadistica empleada para probar si es significativa la
diferencia entre dos varianzas muéstrales y detectar errores aleatorios.*?

2.2 MARCO DE ANTECEDENTES

En Croacia un grupo de investigadores en el afio 2011 determinaron las
concentraciones de arsénico, cadmio, cobre, mercurio y plomo por espectrometria
de absorcion atomica en el tejido muscular de cuatro especies de peces anchovy
(Engraulis encrasicholus), mackerel (Scomber japonicus), red mullet (Mullus
surmuletus) and picarel (Spicara smaris) provenientes del mar Adriatico
encontrando niveles inferiores a los establecidos por la normatividad de la unién
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europea para los metales cadmio, plomo, mercurio, y cobre; sin embargo, el
arsénico se encontro en niveles superiores a los permitidos en la especie red mullet
(Mullus surmuletus).*3

En Venezuela, al evaluar las concentraciones de cadmio y plomo en Bocachico
(P.reticulatus) de los rios Guasare y Carichuano (Estado Zulia) durante el afio 2009,
se encontraron valores 100 veces por encima de los valores reportados para el agua
de estos rios (valores en agua: 0,01 y 0,02 mg/L para cadmio y de 0,05y 0,1 mg/L
para plomo) demostrando la grave probleméatica de la bioacumulacion de estos
metales. 44

En Colombia, numerosos estudios de contaminacién en peces son reportados en la
literatura, sin embargo la mayoria de estos estudios son enfocados a la
contaminacion por mercurio en tejido muscular de diferentes peces, > 46 47 donde
se muestra que en especies iliofagas como Prochilodus magdalenae las
concentraciones de mercurio son bajas, comparadas con las de especies carnivoras
como la arenca T. magdalenae, Hoplias malabaricus.

En la zona de estudio del presente proyecto, Lamus y colaboradores*
caracterizaron las aguas y sedimentos de la zona de influencia del embalase de
Bocas en el afio 2005. Este embalse se alimenta del Rio Lebrija, antes de las
descargas contaminantes aportadas por las subcuencas Rio de Oro, Surata y Rio
Negro. En este estudio se encontraron concentraciones de metales en aguas y
sedimentos dentro del rango descrito en los articulos 40 y 41 del decreto 1594 de
1984 en lo referentes a los destinos del recurso del agua para el uso agricola y
pecuario.*® Sin embargo, no se han realizado estudios sobre la contaminacién en
peces de la zona que pueda demostrar problemas de bioacumulacién de metales.

En la universidad de Santiago de Cali, se realizé una compilacién de informacion
interesante sobre la bioacumulacién de metales pesados en agallas y tejidos de
peces, encontrando que los mayores factores de bioacumulacién se encontraron
principalmente en los 6rganos implicados con el metabolismo del metal como el
higado asi mismo, habia una relacion positiva entre los factores de bioacumulacién
y la edad de los peces, la especie del pez es un factor altamente importante en la
bioacumulacién.>°

Habitantes del corregimiento provincia y demas poblaciones aledafas al rio Lebrija
de la jurisdiccion del Municipio de Sabana de Torres, han reportado varias
emergencias ambientales por mortandad de centenares de peces, generando una
problematica socio ambiental, teniendo en cuenta que cerca de 6000 familias
ubicadas a lo largo del rio Lebrija dependen econémicamente de la pesca. Sin
embargo, pese a las denuncias ante las autoridades ambientales no se han
reportado estudios de contaminantes en peces. Frente a esta situacion el presidente
de la Asociacién de pescadores y mineros del Rio Lebrija, manifesté: que la ola de
peces muertos a orillas del Rio Lebrija es una situacion que se viene viviendo desde
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hace 25 afios y es producto de la carga contaminante antropogénica del Rio de Oro
y demas afluentes provocando la muerte de los peces.*!

Aguas arriba de estas emergencias ambientales, se encuentra ubicado el embalse
Linderos, ubicado en el corregimiento de bocas donde en repetidas ocasiones se
ha demostrado la baja eficiencia de la hidroeléctrica a causa del aumento en la
contaminacion de los afluentes rio de Oro y rio Negro. Los problemas de eficiencia
en parte se debe a la gran sedimentacion que se presenta en el embalse, una
medida optada por la ESSA es el denominado desembalse, el cual consiste en abrir
las compuertas para que salga todo el sedimento, estos desembalses son
periodicos y generan una descarga puntual que puede llevar los metales
sedimentados y de esta forma contaminar la cadena tréfica sobre el rio lebrija.t?
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3. DISENO METODOLOGICO

3.1METODO ANALITICO

En el presente proyecto de grado se realizé la validacion de la determinacion de
cadmio y plomo en Bocachico y una comparacion estadistica para extender el
alcance a la especie bagre, la validacion fue basada en las guias Eurachem y
Standard Methods, la determinacion cuantitativa se llevo a cabo mediante la técnica
de absorcion atébmica empleando el Espectrofotdmetro Thermo Scientific., modelo
ICE 3000 series (figura 3), para ello se realizaron curvas de calibracién teniendo en
cuenta los parametros para cada metal (tabla 3) empleando material de referencia
certificado trazable a la NIST en medio acuoso y por interpolacién se determindé la
concentracion de los mensurandos de interés presentes en los pescados
previamente muestreados.

Tabla 3 Pardmetros de operacion del equipo de absorcion por llama.

Lampara Cétodo Hueco de Cd Cétodo Hueco de Pb
Longitud de onda 228.8 nm 217 nm
Gas combustible Acetileno Acetileno
Gas oxidante Aire Aire
Mechero guemador de 50mm de Ti. | guemador de 50mm de Ti.

Figura 3. Espectrofotometro Thermo Scientific, modelo iCE 3000 series

Fuente: Autores
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La metodologia analitica validada en el laboratorio de investigacion de la facultad
de quimica ambiental de la universidad Santo Tomas sede Floridablanca consta de
los siguientes pasos:

Se preparo el pescado dejando carnosidad (musculo) y piel, posteriormente este fue
picado y homogenizado con la ayuda de una picadora eléctrica de alimentos para
su digestion y analisis.

Se pesaron en todos los casos alrededor de 20 g de muestra humeda en un crisol
de porcelana, posteriormente se llevaron las muestras a cenizas a la mufla a una
temperatura entre 450 — 500 °C (controlando que la temperatura no sobrepase los
550 °C) por un periodo de 10 horas. Se dejaron atemperar los crisoles y lentamente
se adicionaron 2 mL de HNOs, posteriormente se ingresaron a la mufla
programando una temperatura entre 450 — 500 °C durante 1 hora. Se retiraron los
crisoles y se les dejo alcanzar su temperatura ambiente. En los casos que se
requiera se debe repetir el tratamiento con HNOs, hasta obtener ceniza limpia,
practicamente libre de carbono.

Se adicionaron 10 mL HCI 1.0 N y se disolvieron en una placa de calentamiento
evitando salpicar la muestra. El digestado se atempero y fue transferido a un matraz
aforado de 25 mL aforando con HCI 1.0 N.33:34.35

3.2VALIDACION DEL METODO ANALITICO

En la tabla 4, se presentan las ecuaciones matematicas de las figuras de mérito
empleadas durante la validacion y la evaluacion del contenido de plomo y cadmio
en bocachico.

Tabla 4. Figuras de mérito y criterios estadisticos para la validacion. % 40 41. 42
Parametros

estadisticos Ecuaciones
7 o Zi=%i 1)
. n
Promedio
n: nimero de mediciones del mensurando
Xi: Medicion del mensurando
. (2
n _ 2
Desviacion g [|Zim(i—X)
estandar n—1
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om=sy =2 |1y, O
ST b m NN (x —%)?

Syix: es la desviacion estandar de los residuales de la

®3)

Limite de .
deteccion del | "€C1@ de callbrgdo . .
8 bl: es la pendiente de la recta de calibracion
método . 8 . S
N: es el nimero de patrones de calibracion
Xi: es cada una de las concentraciones de los patrones
de calibracion
X : es la media de las concentraciones de los patrones
de calibracion.
Limite de (4)
cuantificacion LCM =LDM *2,5
del método
. [r|[v/n -2 (5)
cal™ m
Linealidad r el coeficiente de correlacion r 2 0,995
n el nimero de pares usados para calcular r.
El valor calculado de t se compara con el t tabulado al
nivel de significancia del 95%, usando la prueba t
student de dos colas y (n — 2) grados de libertad
Rango lineal LCM — patrén de calibracion mayor (6)
Rango_de LCM - 10 veces patron de calibracion mayor ()
trabajo
Sensibilidad : 8
analitica pendiente ©
Intervalos de _, thaS 9)
; X x
confianza Jn
Rechazo de datos dudosos (T)>
] X —min (10)
Thajo = B —
Thajo Doénde:
min es el valor minimo obtenido en el total de los datos
X — max (11)
Talto = ——
Taito , . S.
max es el valor maximo obtenido en el total de los
datos
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Precisién
Repetibilidad (12)
S s
Reprodumbl_lldad cv =2 %100
intermedia X
Reproducibilidad
Exactitud
Cr—C (13)
Er = (TC—E) +100
Porcentaje de T
error -, .
Cr: Concentracion teorica
Ce: Concentracion experimental
CA — CF
Porcentaje de Cr: Concentracion del mensurando medida en la
recuperacion muestra adicionada
Cu: Concentracion en la muestra no adicionada
Ca: Concentracion adicionada en la muestra
Contrastes de significacion
S? 15
poS (15)
52
Donde 1y 2 se disponen en la ecuacion de modo que
F>1
Contraste F
El nimero de grados de libertad del numerador y
denominadorni-1ynz2-1
Empleada para probar si es significativa la diferencia

entre dos varianzas muéstrales, Hy: 62 = o2
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Prueba Student

_ Gi-%)

f 1 1
S TL_1 + n—z
Donde s se calcula a partir de
(ny — Vs + (n, — Ds3
S =
(ny +ny —2)

El nimero de grados de libertad detes n; + n, — 2
Empleada para decidir si la diferencia entre dos medias
muestrales es significativa, Hy: ; = u,

(16)

(17)

3.3TOMA Y RECOLECCION DE MUESTRAS

Las muestras que se emplearon para desarrollar el presente proyecto se tomaron
sobre el rio Lebrija en el corregimiento Provincia en tres puntos tipicos de pesca,
con ayuda de pescadores de la regidon. Por cada punto se tomaron 5 muestras de
bocachico, en temporada seca y temporada de lluvias para un total de 30 muestras
de bocachico. A pesar de los multiples intentos de los pescadores para obtener
bagre no se obtuvo esta especie en ninguna de las dos temporadas muestreadas,
segun los pescadores esta especie ya no se esta comercializando en la regién.

Las muestras se refrigeraron en cavas con pilas refrigerantes y transportadas al
laboratorio de investigacion de la universidad Santo Tomas, donde se procesaron
siguiendo el paso a paso de la metodologia validada.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CONFIRMACION DE METODO EN ESPECIES BOCACHICO Y BAGRE

Con el fin de reducir costos y tiempo en la validacion se realizd una fortificacion a
un nivel de concentracion bajo para las especies Bagre y Bocachico para demostrar
que no existen diferencias significativas en precision intermedia y exactitud entre las
mediciones para las dos especies, se escogid una baja concentracion de
fortificaciobn donde las metodologias presentan mayor dispersién en los resultados
de acuerdo a la trompeta de Horwitz,5>53 los resultados de los contrastes de
significacion se presentan en la tabla 4.

Tabla 5. Resultados contrastes de significacic’)n criterio F y t student

Cadmio Plomo

Bocachico Bagre Bocachico Bagre
Promedio (mg/Kg) 0,034 0,032 0,133 0,128
N 8 8 8 8
S 0,00332 0,00218 0,01169 0,00971
Varianza 0,000011 0,0000047 0,00014 0,000094
F calculado 2,327 1,449
(Fptj‘g"é'gfo 4,995 4,995
t calculado 1,39 0,99
E;i%%aso)lo 2,14 2,14

Fuente: Autores

El valor F calculado tanto para cadmio como para plomo es inferior del valor F
tabulado para 7 grados de libertad en el numerador como en el denominador a un
nivel de significancia del 5 %, se acepta la hipétesis nula indicando que no existen
diferencias significativas entre las varianzas obtenidas para bagre y bocachico
empleando la metodologia propuesta para la determinacién de cadmio y plomo.

Comparando las medias muéstrales mediante el contraste t student, para las
muestras de bagre y bocachico fortificadas con cadmio y plomo se obtuvieron
valores experimentales de t inferiores al valor t tabulado para 14 grados de libertad
a un nivel de significancia de 5 %, aceptandose la hipotesis nula, no existe diferencia
significativa en las medias muéstrales.
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Por lo anterior se acepta la hipétesis de que no existen diferencias significativas en
precision intermedia y exactitud para la determinacion de cadmio y plomo en las
especies bagre y bocachico.

4.2VALIDACION DEL METODO DETERMINACION DE PLOMO Y CADMIO
EN BOCACHICO

4.2.1 Limite de deteccidn y cuantificacion
La minima concentracion detectable se calculé de acuerdo a la ecuacién 3y con los
datos de las 10 curvas de calibracion realizadas durante la validacion (Figuras 4 y
5), los resultados para cadmio y plomo se encuentran en la tabla 5.

A partir del limite de deteccion calculado se determino el limite de cuantificacion de
acuerdo a la ecuacién 4 y se reporta en la tabla 5.

Tabla 6. Valores obtenidos de limites de deteccidn y cuantificacion.

Metal en LDM LCM LCM
escado Calculado Calculado Comprobado

b mg/Kg mg/Kg mg/Kg
Plomo 0,015 0,039 0,125
Cadmio 0,0055 0,014 0,035

Fuente: Autores

El limite de deteccion obtenido mediante el célculo fue de 0,0055 mg/Kg para el
cadmio y de 0,015 mg/Kg para el plomo, a partir de los cuales se obtuvo el limite
cuantificacion de 0,014 mg/Kg para cadmio y de 0,039 mg/Kg para plomo, sin
embargo estos valores obtenidos mediante el calculo no fueron confirmados debido
a que la curva de calibracion elaborada no tiene en cuenta el efecto de matriz y
concentraciones tan bajos presentan muy baja sefial de respuesta del instrumento.

Con el fin de obtener resultados confiables de cadmio y plomo en las especies bagre
y bocachico, se realiz6é la comprobacion de la minima concentracién cuantificable
empleando 2 analistas, mediante el analisis de 8 muestras fortificadas con 0,125
mg/Kg para plomo y 0,035 mg/Kg para el cadmio, con precision intermedia evaluada
como coeficiente de variacibn menores al 10 % y exactitud evaluada como
porcentaje de recuperacion entre el 80 y 110 %, no hubieron rechazo de datos de
acuerdo al criterio T, ver tabla 6.
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Tabla 7. Comprobacién de los limites de cuantificacion de Cd y Pb.

Bocachico Bagre Bocachico Bagre
mg/Kg Cd mg/Kg Pb

Analista 1 0,033 0,029 0,12 0,12
Analista 1 0,037 0,034 0,14 0,12
Analista 1 0,029 0,033 0,12 0,12
Analista 1 0,029 0,030 0,15 0,12
Analista 2 0,034 0,030 0,14 0,14
Analista 2 0,034 0,033 0,12 0,12
Analista 2 0,038 0,029 0,15 0,15
Analista 2 0,034 0,034 0,12 0,12
Promedio 0,034 0,032 0,133 0,128
Desviacion estandar 0,003 0,002 0,012 0,010
Coeficiente Variacion 9,88 6,88 8,76 7,58
% Recuperacion 93,0 87,5 93,3 89,0
Valor maximo 0,038 0,034 0,147 0,147
Valor minimo 0,029 0,029 0,121 0,121
Criterio T max 1,33 1,15 1,12 1,89
Criterio T min 1,46 1,06 1,05 0,72
n 8 8 8 7
Criterio T tabulado 2,032 2,032 2,032 1,94

Fuente: Autores

4.2.2 Sensibilidad del método
La sensibilidad se determind como el promedio de las pendientes de las 10 curvas
de calibracién obtenidas durante la validacion tanto para plomo como para cadmio
(figura 4 y 5), a continuacion se correlacionan los valores promedio obtenidos:

Cadmio

7= 0012208
g cd

El valor de la sensibilidad indica que la variacion en 1.0 pg de Cd representa una
respuesta del instrumento de 0,012 Abs.
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Figura 4. Rectas de calibracion obtenidas durante la validacion Cd.

Abs Recta de calibracion
0,07

0,06 + :

0,05 + %
0,04 }

0,03 1 P

002 4 ‘

0,01 +
0

0 1 2 3 4

° ug de Cd 6

Fuente: Autores

Plomo
Abs

— 2
m = 0,0023 119 Pb

El valor de la sensibilidad indica que la variacion en 1.0 ug de Pb representa una
respuesta del instrumento de 0,0023 Abs.

Figura 5. Rectas de calibracion obtenidas durante la validacion Pb.

Abs Recta de calibracion
0,07

0,06 + *

0,05 +

0,04 +
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0

0 5 10 15 20

25 g depp®

Fuentes: Autores

Para evaluacion de curvas de calibracion posteriores se estimé el intervalo de
sensibilidad para el 95 % de confianza, para cadmio un intervalo de confianza entre
0,0116 y 0,0124 por 1.0 ug de Cd y para plomo un intervalo de confianza entre
0,0022 y 0,0024 por 1.0 ug de Pb.
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4.2.3 Intervalo lineal

Plomo

El intervalo lineal obtenido y empleado durante la validacion fue de 2,50 a 25,0 ug
de Pb equivalente a 0,125 mg/Kg a 1,00 mg/Kg de Pb, en este rango se comprobo
la linealidad obteniendo una correlacion significativa tca 66,9 >>> ttan 3,18.

El intervalo de trabajo con una dilucibn maxima de 1:10 es 0,125 mg/Kg a 10,0
mg/Kg de Pb.

Figura 6. Gréficos de residuos de plomo obtenidos durante la validacion.
residuos Gréfico de residuos
0,004
0,003 °
[}

0,002 + . ® .
0,001 ° ® °

0 ¢ ¢ ¢ * ¢
-0,001 + ° [} [} ®
-0,002 + o °
-0,003 + °
-0,004

0 5 10 15 20 25ug de Pb 30

Fuente: Autores

El grafico de residuos (figura 6) indica que las medidas de absorbancia registradas
durante la elaboracion de las curvas de calibracién, varian de forma aleatoria sin la
presencia de tendencias pronunciadas, esto indica, que no existen errores
sistematicos durante la construccion de las curvas de calibracion.

Cadmio

El intervalo lineal obtenido y empleado durante la validacién fue de 0,70 a 5,00 ug
de Cd equivalente a 0,035 mg/Kg a 0,200 mg/Kg de Cd, en este rango se comprobé
la linealidad obteniendo una correlacion significativa tcal 130 >>> twan 3,18.

El intervalo de trabajo con una dilucibn maxima de 1:10 es 0,035 mg/Kg a 2,00
mg/Kg de Pb
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Figura 7. Gréficos de residuos de plomo obtenidos durante la validacion.

Abs Gréfico de residuos
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Fuente: Autores

El grafico de residuos (figura 7) indica que las medidas de absorbancia registradas
durante la elaboracion de las curvas de calibracién, varian de forma aleatoria sin la
presencia de tendencias pronunciadas, esto indica, que no existen errores
sistematicos durante la construccion de las curvas de calibracion.

4.2.4 Precision
La precision fue evaluada en términos de coeficiente de variacion (CV) para las
soluciones de referencia, blancos, muestras y muestras fortificadas empleadas
durante la validacion, como se muestra en las Tabla 7 y 8.

Tabla 8. Disefio experimental empleado para la validacion de Pb en Bocachico.

Pescado sin Pescado Pescado sin Pescado
Blancol Estandarl » o Blanco2  Estandar2 . o
Dia fortificarl fortificadol fortificar2 fortificado2
mg/L mg/L mag/L mag/L
mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg
1 0 (306 0,327 0,036 0,371 0,018 0,492 0,030 1,110
2 0,017 0,335 0,017 0,377 0,011 0,514 0,018 1,118
3 0,031 0,334 0,047 0,382 0,001 0,505 0,008 1,110
4 0,028 0,327 0,033 0,379 0,030 0,515 0,030 1,115
5 0,317 0,317 0,016 0,372 0,028 0,516 0,040 1,147
Media 0,022 0,328 0,030 0,376 0,018 10,5084 0,0252 1,120
Desv. O,(;lZ 0,0072 0,0132 0,0047 0,0121 0,0102 0,0124 0,0158
%CV 58,2 2,20 44,4 1,24 69,0 2,00 49,1 1,41
% Error - -2,52 - - - -1,68 - -
% R. - - - 93,9 - 98,8

Fuente: Autores
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Tabla 9. Disefio experimental empleado para la validaciéon de Cd en Bocachico

. Pescado sin Pescado i Pescado sin Pescado
3 Blancol Estandarl » o Blanco2  Estandar2 . o
Dia fortificarl fortificadol fortificar2 fortificado2
mg/L mg/L mg/L mg/L
mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg

2,989 76,6 0,001 0,069 -0,131 168 0,000 0,229

1,902 78,2 -0,006 0,073 1,133 164 0,002 0,222

1
2
3 0,253 77,3 0,001 0,071 0,442 166 0,001 0,219
4

2 380 79,1 -0,002 0,071 0,480 166 0,000 0,222

5 2,412 78,7 0,001 0,075 -0,492 165 -0,001 0,222
Media 0,274 78,0 -0,001 0,072 0,286 166 0,000 0,223
Desv. 2,435 1,028 0,003 0,002 0,624 1,416 0,001 0,004

%CV 887 1,32 -267 2,90 218 0,85 281 1,63
% Error - 2,50 - - - -3,62 - -
% R. - - - 97,3 - - - 100,5

Fuente: Autores

Se observaron resultados precisos con respecto a repetibilidad y precision
intermedia para las matrices estudiadas debido a que todos los resultados a
excepcion del blanco (BK) y la muestra sin fortificacion obtuvieron un coeficiente de
variacion <10 % tanto para cadmio como para plomo.

Para el caso del blanco y la muestra sin fortificacion se esperaba este resultado de
CV >10 % ya que la dispersion de los blancos para los casos fotométricos es grande,
de acuerdo a la trompeta de horwitz.5253

La reproducibilidad de acuerdo a VIM no fue comprobada debido a que se
desconocen laboratorios que tengan implementada la misma metodologia analitica
para la determinacion de cadmio y plomo en las especies bocachico y bagre.

4.2.5 Exactitud
La exactitud se evalu6 en términos de porcentaje de recuperacion para las muestras
fortificadas y como porcentaje de error para los estandares de concentracion
conocida reportados en las tablas 7y 8

En términos generales el método implementado para cadmio y plomo en peces es
exacto debido a que los porcentajes de recuperacion se encuentran dentro del rango
de 80 a 110 % y los patrones empleados para la verificacién de las curvas de
calibracion obtuvieron % error menores del 10 %. Lo que indica que los controles
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de temperatura en la mufla, la homogenizacion de muestra, la digestion de la
muestra y la preparacion de patrones de las curvas de calibracion se realizaron
correctamente.

4.3MUESTREO Y RECOLECCION DE MUESTRAS
En la tabla 9 se reportan los puntos de muestreo seleccionados con sus respectivas
coordenadas (GPS Garmin Etrex Vista), el orden en el que fueron tomadas las

muestras (con el fin de evitar contaminaciones cruzadas).

Tabla 10. Coordenadas puntos de estratégicos de muestreo
Orden Punto de Coordenadas

muestreado muestreo Norte Oeste Altitud
1 Conchal 7°16'51" 73°15°22" 881m
2 Salamaga 7°28°19™ 73°27°43™ 898m
3 Vanegas 8°20°53™ 73°36 22" 902m

Fuente: Autores
4.4EVALUACION DEL CONTENIDO DE PLOMO Y CADMIO EN BOCACHICO
Todas las muestras fueron analizadas por duplicado, sin embargo debido a que
ninguna de las muestras analizadas supero el limite de cuantificacién del método
no fue posible emplear el criterio de porcentaje de diferencia relativa (RPD) < 10 %
planteado inicialmente.

Tabla 11. Contenido de Pb y Cd en Bocachico en época de lluvias.

Punto de Concentracion NTC Concentracion NTC
muestreo Muestra de Pb* 1443 de Cd* 1443
mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg

1 0,022 0,4 0,005 0,1

2 0,006 0,4 0,003 0,1

Conchal 3 0,024 0,4 0,003 0,1
4 -0,009 0,4 0,005 0,1

5 0,004 0,4 0,003 0,1

1 0,021 0,4 -0,001 0,1

2 0,025 0,4 0,005 0,1

Salamaga 3 0,028 0,4 0,002 0,1
4 0,006 0,4 0,000 0,1

5 0,012 0,4 -0,001 0,1

1 0,036 0,4 0,008 0,1

Vanegas 2 0,051 0,4 0,010 0,1
3 0,041 0,4 0,007 0,1

4 0,039 0,4 0,004 0,1
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5 0,029 0,4 0,003 0,1
* promedio (replicas por muestra =2)
Fuente: Autores

Tabla 12. Contenido de Pb y Cd en Bocachico en época de sequia.

Concentracién Concentracién
r':ﬂggrii Muestra de Pb* R();)? de Cd* I?;)I)D
mg/Kg mg/Kg
1 -0,026 - 0,002 -
2 -0,034 - -0,001 -
Conchal 3 -0,003 - -0,002 -
4 -0,043 - -0,002 -
5 -0,028 - 0,000 -
1 0,010 - 0,001 -
2 0,008 - 0,009 -
Salamaga 3 0,002 - 0,002 -
4 -0,038 - 0,004 -
5 0,029 - 0,001 -
1 -0,018 - 0,004 -
2 -0,015 - 0,003 -
Vanegas 3 -0,015 - 0,006 -
4 -0,020 - -0,001 -
5 -0,020 - -0,001 -

* promedio (replicas por muestra =2)
Fuente: Autores

Como se muestra en las tablas 10 y 11 la concentracion de plomo y cadmio en
carnosidad (musculo) y piel de las muestras tomadas en época de lluvia como seca
se encuentran por debajo del limite de concentracion cuantificable del método, para
los tres puntos muestreados.

Valores reportados en la literatura de concentraciones de plomo en peces
demuestran que los valores obtenidos en el presente trabajo se encuentran
cercanos a los niveles de pescado libre de contaminacion < 0,029.codex

Para el cadmio se registraron en bocachico valores < 0,01mg Cd/Kg, encontrandose

dentro de las tipicas concentraciones en musculo de pescado obtenidas por otros
autores®4,
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4.5COMPARACION DE LAS CONCENTRACIONES OBTENIDAS CON LA
NORMATIVIDAD

Se realiz6 comparacion de los resultados obtenidos de cadmio y plomo en los tres
puntos muestreados frente a la normatividad nacional e internacional, obteniendose
los siguientes resultados:

4.5.1 Normatividad colombiana
Comparando los resultados obtenidos de cadmio y plomo en la muestras colectadas
durante temporada de lluvia y de sequia (tablas 10 y 11) se encontré que ningun
resultado excede los limites permitidos de la normatividad colombiana de acuerdo
a la tabla 1.

4.5.2 Normatividad internacional
Comparando los resultados obtenidos de cadmio y plomo en la muestras colectadas
durante temporada de lluvia y de sequia (tablas 10 y 11) se encontré que ningun

resultado excede los limites permitidos de la normatividad internacional consultada
de acuerdo a la tabla 2.
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5. CONCLUSIONES

La validacién al interior del laboratorio de investigaciones de la Universidad Santo
Tomas de Bucaramanga, permitid cuantificar y evaluar experimentalmente las
figuras de mérito que dan confianza a los métodos analiticos. El limite de deteccion,
limite de cuantificacion, linealidad, sensibilidad, pruebas de significancia, precision
intermedia y exactitud, permitieron demostrar que la metodologia implementada
puede ser usada para la cuantificacion de cadmio y plomo en las especies
bocachico y bagre.

El método validado empleando la técnica de absorcion atdmica para la
determinacién de cadmio y plomo en bocachico presenta coeficientes de variacion
inferiores al 10 % lo que indica que los resultados presentan una baja dispersion y
los porcentajes de recuperacion obtenidos entre 80 a 110 % de las fortificaciones
empleadas para los rangos bajo y alto, indican que la metodologia es exacta y no
presenta errores sistematicos.

Las muestras analizadas de los puntos Conchal, Salamaga y Vanegas reportaron
concentraciones de plomo (0,125 mg/Kg) y cadmio (0,035 mg/Kg) inferiores a los
limites de cuantificacion obtenidos en la validacion.

La concentracion de plomo y cadmio en carnosidad (musculo) y piel de las muestras
tomadas se encuentran por debajo del limite de concentracion cuantificable del
método y por debajo de la normatividad ambiental vigente tanto nacional como
internacional, lo cual demuestra que los niveles Cadmio y Plomo en peces
muestreados no tiene efectos adversos para la salud humana.

El bocachico obtenido y vendido por los pescadores del area bajo estudio se
encuentra libre de contaminacion por los metales plomo y cadmio (musculo y piel),
y no presentan un dafio para la salud humana de acuerdo a los limites permisibles
nacionales e internacionales.

Aun cuando las concentraciones obtenidas en el presente estudio se encuentran
por debajo de las normatividades nacionales e internacionales, los resultados de
Plomo en época de lluvias para los tres puntos en su mayoria se encuentran por
encima de los limites de deteccidon, dando indicios de pequefias contaminaciones
de plomo en esta especie; se resalta que la toxicidad por exposicion diaria y
bioacumulacion de este metal mas adelante cause un problema de salud publica.

Los resultados obtenidos indican que la causa de la mortandad de peces del

corregimiento de Provincia, no se encuentra ligada a la contaminacién con plomo y
cadmio.
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6. DIVULGACION DE LOS RESULTADOS

Se envié el resumen del proyecto al 32° congreso latinoamericano de quimica y
XXXI jornadas chilenas de quimica que se realizara en Concepcion, Chile del 19
al 22 de enero del 2016.
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7. PROPUESTAS PARA TRABAJOS FUTUROS
Realizar la evaluacion del contenido de plomo y cadmio en pescado en los
organos implicados con el metabolismo del metal como el higado.

Basados en la informacion suministrada por los habitantes de la zona, realizar la
evaluacion del contenido de plaguicidas en pescado.

Si se requieren obtener resultados con limites de cuantificacion mas bajos

implementar la determinacion de cadmio y plomo en pescado empleando la
técnica de horno de grafito.
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ANEXOS
ANEXO A. Toma recoleccion y tratamiento de muestras

Toma recoleccién y tratamiento de muestras

B o AN o, 2 P

Figura 10. Toma de muestras por parte de pescadores de la zona (Conchal)
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Figura 13. Digestion acida previa calcinacion de muestra.
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ANEXO B: Resultados contrastes de significacion criterio F y t student

Tabla 13. Resultados contrastes de significacion criterio F y t student

Plomo (mg/Kg)

Cadmio (mg/Kg)

Bocachico Bagre Bocachico Bagre
1 0,372 0,361 0,068 0,066
2 0,347 0,325 0,070 0,067
3 0,387 0,338 0,068 0,062
4 0,410 0,325 0,067 0,067
5 0,375 0,406 0,070 0,070
6 0,382 0,380 0,070 0,065
7 0,392 - 0,070 -
Promedio 0,38069 0,35594 0,069 0,066
n 7 6 7 6
s 0,01946729 0,03269986 0,00139321 0,00289221
varianza 0,00037898 0,00106928  1,941E-06 8,3649E-06
F calculado 2,82 4,309
F tabulado
(P=0,05) 5,988 5,988
t calculado 1,7 2,14
t tabulado
(P=0,05) 2,21 2,21
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ANEXO C: Curvas de calibracion de plomo

Curvas de calibracion de plomo elaboradas durante la validacién y empleadas
para el calculo de la minima concentracion cuantificable.

Dia 1 — analista 1

Dia 2 — Analista 2

0,060 0,060
0,050 0,050
0,040 0,040
0,030 0,030 ) ]
P y=0,0022x+0,0007 | | & y =0,0023x - 0,0012
=< 0,020 R2 = 0.9968 < 0,020 R2=0,9982
0,010 0,010
0,000 0,000
0 10 20 30 0 10 20 30
ug de Pb ug de Pb
Dia 3 —analista 1 Dia 4 — Analista 2
0,060 0,060
0,050 0,050
0,040 0,040
220 y=0,0023¢-0,0004 | | %% y = 0,0022x + 0,0004
< 0,020 R?=0,9991 < 0,020 R?=0,9987
0,010 0,010
0,000 0,000
0 10 20 30
ug de Pb 0 10 20 ug de Pb 30
Dia 5 —analista 1 Dia 6 — Analista 2
0,070 0,070
0,060 0,060
0,050 0,050
0,040 0,040
£0,030 y = 0,0022x +0,0011 £0,030 y= o,ozozsx +0,0002
<0,020 R2 = 0,9944 <0,020 R? = 10,9997
0,010 0,010
0,000 0,000
0 10 0 30 0 10 20 30
ug de Pb pg de Pb
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Dia 7 — analista 1

Dia 8 — Analista 2

0,070 0,070
0,060 0,060
0,050 0,050
0,040 0,040
0,030 y= Ori?‘jzg”; ;'7265'17 @ 0,030 y = 0,0023x - 0,0002
<0,020 =4 < 0,020 R2 = 0,9988
0,010 0,010
0,000 0,000
0 10 20 30 0 10 20 30
ug de Pb ug de Pb
Dia 9 — analista 1 Dia 10 — Analista 2
0,070 0,070
0,060 0,060
0,050 0,050
0,040 0,040
20,030 y= o,cz)oz4x -0,0008 0,030 y= 0,20_23x -0,0006
< 0,020 R?=0,9997 20,020 R?=0,9991
0,010 0,010
0,000 0,000
0 10 20 30 0 10 20 30
ug de Pb ug de Pb
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ANEXO D: Curvas de calibracién de cadmio

Curvas de calibracion de cadmio elaboradas durante la validacion vy

empleadas para el cdlculo de la minima concentracion cuantificable.

Dia 1 — analista 1

Dia 2 — Analista 2

0,070 0,070
0,060 0,060
0,050 0,050
0,040 w 0,040
Q0 Q2
0,030 0,030 0,0115x + 0,0008
y =0,0114x +0,0013 y=0,011ox+0,
0,020 22~ 09996 0,020 R?=0,9996
0,010 0,010
0,000 0,000
0,00 2,00 4,00 6,00 , , : ’
)¢ de Cd 0,00 2,00 4,00, ge cg®/00
Dia 3 —analista 1 Dia 4 — Analista 2
0,070 0,070
0,060 0,060
0,050 0,050
0,040 «» 0,040
2 2
0,030 7 =0,0117x - 0,0003 0,030 ¥ =0,0113x + 0,0004
0,020 R2=0,9996 0,020 R?=0,9990
0,010 0,010
0,000 0,000
0,00 2,00 4,00 6,00
Dia 5 - analista 1 Dia 6 — Analista 2
0,070 0,070
0,060 0,060
0,050 0,050
» 0,040 » 0,040
2 2
0,030 7 =0,0118x - 0,0007 0,030 y = 0,0125x + 0,0016
0,020 R? = 0,9992 0,020 R? = 0,9999
0,010 0,010
0,000 0,000
0,00 2,00 4,00 6,00 0,00 2,00 4,00 6,00
ug de Cd ug de Cd
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Dia 7 — analista 1

Dia 8 — Analista 2

0,070 0,070
0,060 0,060
0,050 0,050
«» 0,040 » 0,040
g <
0,030 y =0,0127x + 0,0008 0,030 y =0,0126x + 0,0015
0,020 R?=0,9992 0,020 R?=0,9998
0,010 0,010
0,000 0,000
0,00 2,00 4,00 6,00
0,00 2,00 4’00ug de cd®90 )¢ de Cd
Dia 9 — analista 1 Dia 10 — Analista 2
0,070 0,070
0,060 0,060
0,050 0,050
«» 0,040 «» 0,040
c g
0,030 y =0,0123x + 0,0015 0,030 y = 0,0126x + 0,0007
0,020 R*=0,9993 0,020 R?=0,9996
0,010 0,010
0,000 0,000
0,00 2,00 4,00 6,00 0,00 2,00 4,00 6,00
ug de Cd ug de Cd

58




