01-09-95 NORMA Oficial Mexicana NOM-010-ZO0O-1994, Determinacion de cobre, plomo y
cadmio en higado, musculo y rifién de bovinos, equinos, porcinos, ovinos y aves, por
espectrometria de absorcidon atomica.

Al margen un sello con el Escudo Nacional, que dice: Estados Unidos Mexicanos.- Secretaria de
Agricultura y Recursos Hidraulicos.

La Secretaria de Agricultura y Recursos Hidraulicos, por conducto de la Direccion General
Juridica, con fundamento en los articulos lo., 30., 40. fraccion 111, 12, 13, 21, 22, 31 y 32 de la Ley
Federal de Sanidad Animal; 38 fraccion 11, 40, 41, 43 y 47 fraccion IV de la Ley Federal sobre
Metrologia y Normalizacion; 26 y 35 de la Ley Orgénica de la Administracion Publica Federal; 10
fraccion V del Reglamento Interior de la Secretaria de Agricultura y Recursos Hidraulicos, y
CONSIDERANDO

Que la determinacion de cobre, plomo y cadmio, en higado, musculo y rifidén de las especies
bovina, ovina, equina, porcina y aviar, se establece con el fin de asegurar a los consumidores el
suministro de alimentos que no rebasen los limites maximos permisibles de residuos de estos

metales.

Que el consumo de alimentos contaminados de origen animal implica diversos riesgos para la
salud, que dependen de la presencia de los residuos nocivos.

Que entre los beneficios que reporta el hecho de aplicar las pruebas que permiten la deteccion de
este tipo de residuos, se encuentra el de participar con mayor confianza en el comercio
internacional de alimentos, contando de esta forma con las bases suficientes para certificar la

inocuidad de los productos alimenticios carnicos, tanto importados como exportados.

Que los residuos de metales pesados presentes en los alimentos son de naturaleza quimica por
contaminacion ambiental.

Que para conseguir los propositos enunciados, he tenido a bien expedir la NORMA OFICIAL
MEXICANA NOM-010-ZOO-1994, DETERMINACION DE COBRE, PLOMO Y CADMIO EN
HIGADO, MUSCULO Y RINON DE BOVINOS, EQUINOS, PORCINOS, OVINOS Y AVES,
POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCION ATOMICA.
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1. Objetivo y campo de aplicacion

1.1. Objetivo

Esta Norma es de observancia obligatoria en el territorio nacional y tiene por objeto establecer el
método de prueba para la cuantificacion de residuos de cobre, plomo y cadmio en higado, musculo
y rifion de bovinos, ovinos, equinos, porcinos y aves. El método es aplicable en todas las especies.

1.2. Campo de aplicacion

Esta Norma se aplica a los laboratorios de analisis de residuos toxicos en tejidos alimenticios
primarios de origen animal, aprobados por la Secretaria de Agricultura y Recursos Hidréaulicos.

1.3. La vigilancia de esta Norma corresponde a la Secretaria de Agricultura y Recursos Hidraulicos,
asi como a los gobiernos de los estados, en el ambito de su respectiva competencia y
circunscripciones territoriales, de conformidad con los acuerdos de coordinacidn respectivos.

1.4. La aplicacion de las disposiciones previstas en esta Norma compete a la Direccion General de
Salud Animal, asi como a las delegaciones estatales de la Secretaria de Agricultura y Recursos
Hidraulicos, en el ambito de su respectiva competencia y circunscripciones territoriales.

2. Referencias

Para la correcta aplicacion de esta Norma deben consultarse las siguientes normas oficiales
mexicanas:

NOM-003-Z0O0-1994 Criterios para la operacion de laboratorios de pruebas aprobados en materia
zoosanitaria.

NOM-004-ZO0-1993 Control de residuos toxicos en carne, grasa, higado y rifion de bovinos,
€quinos, porcinos y ovinos.

NOM-008-SCFI-1993 Norma Oficial Mexicana, Sistema General de Unidades de Medida.
3. Definiciones
Para efectos de esta Norma, se entiende por:

3.1. Blanco de calibracion del instrumento: Es la solucion del dcido usado como diluente para
ajustar a cero el aparato.

3.2. Blanco de reactivos: Es la solucion que contiene todos los reactivos usados en los mismos
voliimenes y concentraciones, que son utilizados en el procesamiento de la muestra, este blanco



debe seguir todos los pasos indicados en la técnica; ayuda a detectar trazas de contaminacion
provenientes del material o reactivos usados.

3.3. Coeficiente de variacion (CV): Es la relacion de la desviacion estandar (s) de una serie de
datos, con su valor promedio expresado como un porcentaje, bajo la férmula siguiente:

Cv= S x 100

promedio

3.4. Espectrometria: Es una rama de la espectroscopia relacionada con la medicion de espectros.
3.5. Espectrometria de absorcion atémica: Es una rama del anélisis instrumental, en el cual un

elemento es atomizado en forma tal que permita la observacion, seleccion y medida de su espectro
de absorcion.

3.6. Espectrometria de absorcion atémica por flama: Es el método por el cual el elemento se
determina mediante un espectrofotometro de absorcion atdmica, usado en conjunto con un sistema
de nebulizacion, un atomizador y una fuente de energia radiante o luminosa.

La fuente de atomizacion es un quemador que utiliza diferentes mezclas de gases, las mas
frecuentes son aire-acetileno y 6xido nitroso-acetileno.

3.7. Espectroscopia: Es un area de la fisica y la quimica dedicada al estudio de la generacion,
medicion e interpretacion de los espectros de energia que resultan de la emision o absorcion de
energia radiante.

3.8. Limite de deteccion del método: Es la cantidad més baja de un residuo individual o un
componente de la muestra, que puede ser reproducido dentro de limites estadisticos aceptables,

cuando la muestra es sometida a un estudio interlaboratorio.

3.9. Muestra fortificada: Es un tejido blanco que ha sido adicionado de una concentracion conocida
del analito.

3.10. Recuperacion (R): Es el porcentaje del elemento o compuesto de interés denominado analito,
que se obtiene en la muestra fortificada (MF), calculado en funcién de la cantidad real adicionada
(CA), expresada en la siguiente formula:
R =MF x 100

CA

3.11. Tejido blanco: Es una muestra de tejido previamente analizada, que no contiene al analito o
que puede contenerlo en cantidades menores al LMR.

4. Simbolos y abreviaturas

Cd cadmio

Cu cobre

Cv coeficiente de variacion
g gramo

G.R. grado reactivo



kg kilogramo

1 litro

LMR limite maximo de residuos
M molar

mg miligramo

ng microgramo

ml mililitro

min minuto

N normal

Pb plomo

ppb partes por billon

ppm partes por millén

R.A. reactivo analitico
Sol. solucion
% por ciento
°C grados centigrados

5. Fundamento

Los metales son extraidos del tejido por calcinacion a una temperatura elevada en una mufla. La
matriz de la muestra es destruida totalmente por tratamiento a alta temperatura. Las cenizas
resultantes son disueltas en solucion acida, previo al andlisis por absorcion atomica.

El método de absorcion atomica se basa en la medida de la absorcion producida por un medio
compuesto por atomos del elemento a determinar, en un haz de radiacion de longitud de onda
apropiada, procedente de una fuente de emision de intensidad constante. La absorcion es
directamente proporcional a la concentracion de los atomos del elemento presente en la muestra.
6. Equipo

6.1. Aparatos

- Licuadora.

- Estufa con entrada de aire seco, capaz de mantener una temperatura de 95 + 5°C.

- Mufla capaz, de mantener una temperatura de 550 = 10°C.

- Platina de calentamiento, capaz de mantener una temperatura de 120 £+ 10°C.



6.2. Instrumentos

- Espectrofotémetro de absorcion atomica, equipado con corrector de fondo y con quemador de
aire-acetileno.

- Balanza granataria con sensibilidad de 0.01 g.

7. Reactivos, soluciones y materiales

7.1. Reactivos

Acido nitrico G.R.

Acido clorhidrico (HCI) G.R. al 37%

Agua destilada deionizada

Nitrato de magnesio hexahidratado Mg(NO3)2.6H20 grado reactivo
Aire comprimido seco y limpio

Acetileno grado absorcion atomica

7.2. Soluciones

Acido nitrico al 50%.- Diluir 500 ml de acido nitrico a 1000 ml con agua destilada deionizada.

Acido clorhidrico 1 N.- Diluir 83.0 ml de 4cido clorhidrico concentrado a 1000 ml con agua
destilada deionizada.

Solucion de nitrato de magnesio hexahidratado al 6.67% p/v.- Disolver 66.7 g de Mg(NO3)2.6H20
en 1000 ml de agua destilada deionizada.

Solucion de nitrato de magnesio hexahidratado al 3.33% p/v.- Disolver 33.3 g de Mg(NO3)2.6H20
en 1000 ml de HCI 1 N.

7.3. Materiales

- Lamparas de catodo hueco, individuales o para multielementos, de Cu, Pb y Cd
- Cuchillo o escalpelo con hoja de bisturi.

- Crisoles de 40 o 50 ml, Vycor brand, porcelana, cuarzo o platino.
- Tubos de centrifuga, de 50 ml, de polietileno o polipropileno.

- Frascos de polipropileno o polietileno de 1000, 250 y 100 ml de capacidad, para guardar
soluciones estandares.

- Matraces volumétricos de 2000, 1000, 200, 100, 50 y 10 ml.
- Dosificador de 5 y 10 ml.
- Varilla de teflon o polipropileno.

- Pipetas volumétricas de 10, 5, 3,2 y 1 ml.



- Espatulas acanaladas de acero inoxidable.
- Papel filtro Whatman No. 2.
- Embudos de filtracion de diferentes medidas.

Todo el material de vidrio utilizado debera someterse a lavado, de acuerdo con las siguientes
instrucciones:

Lavar con jabon, que debera ser de preferencia neutro.
Enjuagar perfectamente con agua corriente.

Sumergir el material de vidrio o pléstico en un recipiente de preferencia pléstico, que contenga una
solucion de 4cido nitrico grado RA al 30%.

Dejarlo tapado y reposando durante un lapso de 24 horas.
Quitar el exceso de acido nitrico, enjuagando 5 o 6 veces con agua deionizada.
Dejar escurrir y secar.
Guardar en cuanto esté seco para evitar contaminacion por particulas en el aire.
8. Estandares
8.1. Estandares patron
Utilizar soluciones estandares de referencia o patron certificadas, para absorcion atomica, de cada
uno de los elementos. La concentracion de las soluciones estandares comerciales es tipicamente de
1000 pg/ml.
8.2. Estandares de calibracion
Hacer las diluciones apropiadas usando solucion de nitrato de magnesio al 33.3%, para alcanzar las
siguientes concentraciones de trabajo que a continuacion se sefialan, para ello es necesario
comparar los nuevos estandares contra los viejos, después de la calibracion del instrumento. Los
nuevos estandares deberan estar en un + 10% de la concentracion.
Estandar No. 1

Elemento ml de solucion Volumen Concentracion

patron final (ml) (ng/ml)

Cu 5 1000 5

Cd 1 1000 1

Pb 1 1000 1
Estandar No. 2

Elemento ml de solucion Volumen Concentracion

patron final (ml) (ng/ml)



Cu 15 1000 15
Cd 3 1000 3
Pb 2 1000 2
Estandar No. 3
Elemento ml de solucion Volumen Concentracion
patron final (ml) (ng/ml)
Cu 30 1000 30
Cd 9 1000 9
Pb 4 1000 4
8.3. Soluciones para fortificar las muestras.

Se preparan a partir de las soluciones patron de 1000 pg/ml, adicionando 1 ml de &cido nitrico
redestilado o suprapuro por cada litro de solucion.

Elemento ml de solucion Volumen Concentracion
patron final (ml) (ng/ml)

Cu 4 200 20

Cd 10 200 50

Pb 10 200 50

Usar 1 ml de las soluciones anteriores para fortificar 15 g de la muestra y obtener las siguientes
concentraciones:

Elemento ppm
Cu 1.33
Cd 3.33
Pb 3.33

Todos los estandares deberan conservarse a temperatura ambiente en frascos de polietileno o
polipropileno, con tapas seguras y herméticas. Las soluciones patrén y de calibracion son estables
por dos anos; los estandares para fortificar deben prepararse antes de usarse.

9. Procedimiento de extraccion

9.1. Preparacion de la muestra

9.1.1. Quitar, tanto como sea posible, la grasa del musculo y el tejido conectivo del higado y el
rindn, utilizando el cuchillo o el bisturi.



9.1.2. Colocar el tejido en una licuadora y licuar hasta que los cortes sean uniformes. En el caso del
higado, no moler por periodos mayores de un minuto, ya que puede sobrecalentarse el tejido.

9.2. Digestion por via seca (calcinacion)

9.2.1. Pesar 15.0 + 0.1 g de muestra en un crisol Vycor de 40 o 50 ml. Adicionar 7.5. ml de
solucion de nitrato de magnesio al 6.67% p/v y mezclar completamente.

9.2.2. Secar la muestra en una estufa ajustada a 90-95°C, durante aproximadamente 6 horas. La
muestra debera estar completamente seca antes de calcinar.

9.2.3. Poner la muestra en una mufla fria a menos de 80°C y elevar lentamente la temperatura de 2-
4°C/min hasta 300°C y asi mantener la temperatura hasta que cesen los humos.

9.2.4. Incrementar gradual y lentamente la temperatura a 500-550°C, para evitar que la muestra se
incinere en forma brusca, lo cual provoca pérdidas del analito. Mantener esa temperatura durante
16 horas o toda la noche.

9.2.5. Apagar la mufla, remover el crisol y dejar enfriar a temperatura ambiente.

Si se utilizan crisoles de porcelana, el enfriamiento debe realizarse dentro de la mufla para evitar la
fractura del crisol.

9.2.6. Generalmente se requiere un segundo paso de calcinacion para remover algunos residuos de
carbon, lo cual se logra mediante el siguiente procedimiento:

- Lavar las paredes del crisol con 2 ml de 4cido nitrico al 50%;
- Colocar la muestra en una platina y llevar lentamente a 120°C para remover el exceso de acido;

- Colocar la muestra en una mufla fria y elevar la temperatura a 500-550°C, manteniéndola por 1
hora, y

- Repetir este procedimiento hasta que quede libre de carbon residual.
9.2.7. Disolver las cenizas completamente en 5 ml de HCI 1 N, transferir la muestra disuelta a un
tubo de polipropileno o propileno, enjuagar el crisol con dos alicuotas adicionales de 5 ml de HCI 1

N, transferir al mismo tubo, para obtener un volumen de 15 ml, tapar y mezclar bien.

9.2.8. Si existiera presencia de particulas o materia insoluble, filtrar en papel Whatman No. 2 antes
de leer.

9.2.9. Correr un blanco de reactivos, tejido blanco y muestra fortificada, por cada serie de
digestion.

9.2.10. Leer en el espectrofotdmetro de absorcion atomica.

9.3. Resumen del método

El método anteriormente descrito se resume de la siguiente manera:
Pesar 15.0 + 0.1 g en un crisol.

Preparar ademas blanco de reactivos, tejido blanco y recuperacion

Adicionar 7.5 ml de sol. de Mg(NO3)2 al 6.67% y mezclar



Colocar el crisol en una estufa a 90°- 95°C y secar toda la noche

Poner el crisol en una mufla fria y calentar lentamente de 2 a 4°C/min hasta 500-550°C. Mantener
esta temperatura toda la noche

Enfriar la muestra a temperatura ambiente. Humedecer las cenizas con 4cido nitrico al 50% y
calentar lentamente hasta 120°C sobre una platina, para eliminar el acido

Colocar la muestra en una mufla fria y calentar a 500-550°C. Mantener a esta temperatura durante 1
hora

Enfriar la muestra. Disolver las cenizas en 15.0 ml de HCI 1 N.
Mezclar completamente

Realizar el anélisis instrumental por absorcion atomica

10. Procedimiento de cuantificacion

Espectrofotometria de absorcion atomica.

10.1. Ajustar el equipo de acuerdo a las indicaciones del manual de operacion del fabricante.
Insertar la lampara de catodo hueco del elemento a determinar y optimizar la intensidad de la sefial
ajustando la posicion de la ldmpara, asi como la longitud de onda, la altura del quemador, la
aspiracion y la posicion de la cabeza del quemador.

10.2. Se inicia la configuracion operacional del instrumento, asi como del sistema de captura de
datos, permitiendo un periodo no menor a 20 min para el calentamiento de las lamparas de catodo
hueco.

10.3. Calibracién. Se debe verificar la sensibilidad del instrumento con las soluciones estdndares de
cada elemento, preparadas en las concentraciones marcadas en el manual de operacion. Las lecturas
deberan caer en el rango de absorbancia establecido. En caso contrario, revisar altura del quemador,
ajustar flujo del nebulizador y la proporcion de aire-acetileno, hasta encontrar la maxima respuesta.

Es necesario comprobar que se tiene una calibracion inicial y periddica aceptable.

10.3.1. Ajustar el instrumento a cero con el blanco de calibracion. Introducir los estandares de
calibracion del analito de menor a mayor concentracion y registrar al menos tres réplicas de la
absorbancia de cada uno.

10.3.2. Elaborar una curva de calibracion leyendo o registrando los tres estandares del elemento y
graficando absorbancia o altura del pico, en funcidn de la concentracion, ya sea en forma manual o
por computadora, y ajustar la curva mediante la ecuacion de la recta: y= mx +b.

Lo anterior puede llevarse a cabo en equipos que se programan directamente, en los cuales solo es
necesario introducir los estdndares y marcar su concentracion tedrica.

10.4. Determinacion

10.4.1. Introducir el blanco de reactivos, el tejido blanco, la muestra fortificada, asi como las
muestras a analizar y registrar los valores de absorbancia. Se debe analizar al menos un blanco de
reactivos y muestra fortificada con cada grupo de muestras. Los valores obtenidos ponen de
manifiesto la calidad de los reactivos usados y el grado de contaminacion del laboratorio. Calcular
la exactitud como el por ciento de recuperacion, con la siguiente formula:



R= MF-TB x100

CA

Donde:

R =% recuperacion

MF= Concentracion de la muestra fortificada

TB= Concentracion del tejido blanco

CA= Concentracion de analito anadido a la muestra

11. Resultados

11.1. Calculos

En la curva de calibracion obtenida en el punto 10.3.2., interpolar los valores de absorbancia o

altura del pico de la muestra analizada y calcular la concentracion del elemento en la muestra,
utilizando las siguientes formulas:

ppm(pg/g)=  AxB

analizadas C

ppm(pg/g) = ppm analizadas x 100
reales promedio de 5SR

Donde:

A= Concentracion de la muestra en pg/ml obtenida de la curva
B= Volumen final al que se llevo la muestra (ml)

C=Peso de lamuestraen g

R= Recuperaciones

11.2. Informe de resultados

Estos se reportaran en ppm o ppb del elemento encontrado.

12. Sanciones

El incumplimiento a las disposiciones contenidas en la presente Norma, sera sancionado conforme
a lo establecido en la Ley Federal de Sanidad Animal.

13. Concordancia con normas internacionales
Esta Norma Oficial Mexicana no es equivalente con ninguna norma internacional.
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15. Disposiciones transitorias
Esta Norma entrard en vigor al dia siguiente de su publicacién en el Diario Oficial de la Federacion.

México, D.F., a 16 de diciembre de 1994.- El Director General Juridico, Guilermo Colin Sanchez.-
Rubrica.



