View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by fCORE

provided by Repositorio Academico Digital UANL

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

DETERMINACION DE METALES PESADOS Y EVALUACION DE LA
BIOTRANSFERENCIA DE ESPECIES INORGANICAS DE ARSENICO EN LECHE
BOVINA CRUDA

POR
Q. B. P. LUZ MARIA CASTELLANOS LOPEZ

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRIA EN CIENCIAS CON ORIENTACION EN
QUIMICA ANALITICA AMBIENTAL

SEPTIEMBRE, 2015


https://core.ac.uk/display/76602316?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

DETERMINACION DE METALES PESADOS Y EVALUACION DE LA
BIOTRANSFERENCIA DE ESPECIES INORGANICAS DE ARSENICO EN LECHE
BOVINA CRUDA

Aprobacién de tesis

PRESIDENTE
Dra. Laura Hinojosa Reyes

SECRETARIO

VOCAL



DETERMINACION DE METALES PESADOS Y EVALUACION DE LA
BIOTRANSFERENCIA DE ESPECIES INORGANICAS DE ARSENICO EN LECHE
BOVINA CRUDA

Comité tutorial

Dra. Isabel Sdenz Tavera

Dra. Susana T. Lépez Cortina

M. C. Nancy Pérez Rodriguez



Resumen

Luz Maria Castellanos Lépez Area de Estudio: Ciencias Exactas

NU de paginas: 73
Umero de paginas Fecha de graduacion:

Universidad Auténoma de Nuevo Leén Candidato para el grado de Maestria en
o - Ciencias con Orientacion en Quimica
Facultad de Ciencias Quimicas Analitica Ambiental.

Titulo del Estudio: DETERMINACION DE METALES PESADOS Y EVALUACION DE LA
BIOTRANSFERENCIA DE ESPECIES INORGANICAS DE ARSENICO EN LECHE BOVINA
CRUDA

Propésito y método de estudio:

En el presente estudio se evalu6 el factor de biotransferencia (FBT) de arsénico (As) inorganico en leche bovina
cruda a través de agua de consumo en zonas contaminadas con este metaloide en México. Las muestras de leche
y agua fueron colectadas en municipios de Durango, San Luis Potosi y Zacatecas zonas lugares donde se lleva a
cabo la mineria y con antecedente de contaminacion por As. Para el analisis de As total fue empleado el método
de digestién acida asistido por microondas (EPA 3052). La extraccién de especies inorganicas de As fue asistida
por microondas empleando H3PO4 0.3 M a 90 °C durante 30 min, para su posterior separaciéon en una resina de
intercambio aniénico fuerte (SAX). La determinacion de As total y de especies de arsénico se llevé a cabo por
Espectrometria de Masas con Fuente de Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-MS). Adicionalmente en las
muestras leche previamente digeridas se analizé el contenido total de Pb, Cd, Cu, Zn y Fe por ICP-MS con la
finalidad de evaluar el grado de contaminacién por estos metales y establecer una correlacion con la
concentracion de As en leche y el posible origen de la contaminacion.

Contribuciones y conclusiones

La concentracién de As total en el agua de la mayoria de las zonas de estudio superé el limite permisible para
agua de consumo segln la norma oficial NOM-127-SSA1-1994-2000 (25 pg/L). En cuanto a las muestras de
leche, las concentraciones de As se encontraron entre el limite de deteccién y 472.80 ug/kg, siendo los estados de
Durango y San Luis Potosi los que presentaron las concentraciones mayores. Las concentraciones de los otros
metales analizados en leche mostraron que el promedio de Pb en leche en Zacatecas y San Luis Potosi, superé el
limite permisible de acuerdo a la Comision Europea. Asi mismo para el caso del Cd la concentracion media en el
estado de San Luis Potosi superd los niveles ya reportados. Las zonas de San Luis Potosi, Durango y Zacatecas
presentaron niveles altos de metales esenciales (Zn, Cu y Fe). Ademas se encontr6 que para los metales
analizados (Pb, Cd, Cu, Zn y Fe) se presentd una correlacién positiva estadisticamente significativa (p < 0.05) con
As en leche, lo cual sugiere una fuente de contaminacién comuin la minera que se realiza en los sitios de estudio.
En cuanto a la concentracién de especies de As inorganico en leche, las concentraciones para la especie de As
(V) fueron mayores (79.60-242.20 ug/kg) que las de As (lll) (31.00-96.81 ug/kg); dado que la especie de As (V)
presenta un menor grado de toxicidad podria indicar menor riesgo para la poblacién que ingiere este alimento. Por
Ultimo, se determin6 el FBT de especies de As inorganicas a través del agua de consumo, obteniéndose valores
superiores a los ya reportados para As total (2.6 x 10° a 6 x 10™); sin embargo, no se encontré una correlacion
significativa entre As en leche y arsénico en agua (p >0.05), lo cual sugiere que el agua no es la Unica via de
exposicion de este metaloide. Para una posterior evaluacion del factor de biotransferencia se sugiere el analizar el
contenido de As en alimento y el suelo donde habita el organismo e incorporar estas fuentes de contaminacién al
modelo del FBT.
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1. INTRODUCCION

1.1 Metales pesados

A nivel mundial, la contaminacion ambiental constituye uno de los problemas mas
criticos a resolver; la presencia de agentes fisicos, quimicos o biolégicos en el agua,
aire y suelo, continia incrementandose proporcionalmente con el aumento de la
poblaciéon humana. Entre los contaminantes quimicos destacan los metales pesados,
que incluyen al arsénico (As), plomo (Pb), cadmio (Cd), niquel (Ni), cobalto (Co),
hierro (Fe), zinc (Zn), cromo (Cr) y plata (Ag), los cuales se encuentran en forma

natural en la corteza terrestre [1-4].

En la agricultura, el uso de fertilizantes y plaguicidas, asi como la irrigacion de los
campos con aguas contaminadas son las principales fuentes antropogénicas de
contaminacion del suelo, estos productos agricolas pueden contener metales
pesados, los cuales no se degradan ni quimica ni biolégicamente, por lo que tienden
a acumularse y pueden ser absorbidos por las plantas y asi incorporarse a la cadena
tréfica a través del alimento. Actualmente se conocen numerosos danos a la salud,
ocasionados por metales y metaloides, por lo cual es importante estudiar su
concentracion y distribucion en diversos productos alimenticios para estimar su
impacto en la salud humana, ademas de la evaluacion de su biodisponibilidad,
acumulacioén y accesibilidad a través de la dieta [5, 6]. A continuacién se describen
los principales efectos en la salud ocasionados por algunos metales y un metaloide,

el As, al cual se ha evaluado ademas su transferencia en sistemas biolégicos.



1.2 Plomo

El plomo es un metal pesado altamente toxico, relacionado con dafios neuronales,
hematolégicos, deficiencias cognitivas, insuficiencia renal y enfermedades
inmunolégicas. La Agencia Internacional de Investigacion de Cancer (IARC, por sus
siglas en inglés) lo clasifica como carcindégeno (grupo B2) [7].

La exposicion al plomo se debe a su uso en la fabricacidén de plasticos (estereato de
plomo), pinturas, productos de plomeria, baterias y anteriormente ElI compuesto de
tetraetilo de plomo fue empleado durante décadas como aditivos para gasolina . Es
constante el riesgo de exposicidn a este metal, siendo el sistema digestivo una de las
principales vias mediante la ingesta de alimentos y bebidas. Los efectos en la salud
son: interfiere en la activacién de algunas enzimas, afecta la sintesis de proteinas de
estructura, altera la homeostasis del calcio por su capacidad de absorberse en los
huesos, inhibe la absorcién de diferentes elementos traza, a nivel celular altera el
sistema de o6xido-reduccién, dada su gran afinidad por grupos imidazol, sulfhidrico,
amino, carboxilo y fosfato, comiunmente presentes en los componentes celulares y

principales vias metabdlicas [8].

1.3 Cadmio

Las aplicaciones que tiene el cadmio son en la fabricacion de baterias, pigmentos,
aleaciones, estabilizadores para plasticos y en galvanoplastia [9]. Algunos fungicidas
y nematicidas son también elaborados con cadmio, siendo una posible fuente de
contaminacion de los suelos agricolas [10]. Los efectos que causa a los humanos son

danos gastrointestinales, fracturas de huesos, esterilidad, dafios en el sistema



nervioso central, en el sistema inmune, desordenes psicologicos, dafio en el acido
desoxirribonucleico (ADN) y participa en el desarrollo de diferentes tipos de cancer.
La fuerte union del cadmio a los grupos —SH y desplazamiento del zinc de los enlaces
-S-, de proteinas y enzimas biol6gicas altera sus funciones participando asi en

procesos metabdlicos [11].

1.4 Arsénico

El arsénico (As) es un metaloide ampliamente distribuido en la naturaleza, en forma
natural se encuentra en rocas, suelos y aguas subterraneas en bajas
concentraciones, las especies mas comunes en el suelo son las de As (lll) y As (V)
las cuales pasan por reacciones de oxidacién y reduccidn, otras especies como acido
monometilarsénico (MMA), 6xido de trimetilarsina (TMAQO) y &cido dimetilarsénico
(DMA) presentan procesos de reduccién y metilacion. En el agua estas especies
llegan como producto de la lixiviacidn o como producto de actividades antropogénicas
también estd presente en emisiones de industrias que utilizan carbo6n, en la
fabricacion de semiconductores, vidrio, aleaciones de plomo y cobre, insecticidas y
herbicidas, siendo las formas de As (lll), As (V) y otras organicas como la
arsenobetaina, arsenocolina, arsenolipido y arsenoazucares las mas comunes, las

cuales se incorporan al metabolismo de organismos acuaticos (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo biogeoquimico del arsénico

El interés en determinar su concentracion y distribucidbn en muestras ambientales
radica en la elevada toxicidad que presenta para los seres vivos, los dafios que causa
son respiratorios, anormalidades cardiovasculares, efectos gastrointestinales como
gastritis, nauseas o dolor abdominal, anemia, lesiones cutdneas que van desde
cambios de pigmentacion hasta cancer de piel; también se ha relacionado con cancer
de vejiga, rindn y pulmon. Existen otros padecimientos asociados con la ingesta
prolongada de arsénico, entre los cuales se encuentran la diabetes, dafios

neuronales, reproductivos y mutagénicos [12, 13].



1.4.1 Especies de arsénico

La movilidad en el medio ambiente, la tendencia a ser acumulados en los organismos
vivos asi como la biodisponibilidad y toxicidad depende de la forma quimica y del
estado de oxidacién que presenta el arsénico. El arsénico puede encontrarse en
forma elemental (0), trivalente As (lll) o pentavalente As (V). Se ha demostrado que la
toxicidad del As (lll) es 10 veces mayor que la del As (V) y resulta de su habilidad
para enlazarse a grupos sulfhidrilos, especialmente al grupo tiol de proteinas,
produciendo un mal funcionamiento de la actividad enzimatica. La toxicidad del As (V)
es el resultado de su habilidad para sustituir al fosfato en reacciones catalizadas por
enzimas, donde puede impedir su correcto funcionamiento. Ademas, las especies
trivalentes presentan mayor absorcién celular en comparacion con las especies
pentavalentes [14-16]. Las formas organicas, que incluyen los metabolitos metilados
como el MMA, DMA, TMAO vy los compuestos organicos complejos como la
arsenocolina (AsC), arsenobetaina (AsB) y arsenoazucares, poseen el potencial
toxico mas bajo. Las especies de arsénico presentes en el agua y en el suelo son
predominantemente inorganicas, sin embargo, también han sido reportadas las
especies organicas MMA y DMA en algunos extractos de suelos, mientras que en los
alimentos existe una amplia variedad de especies inorganicas y organicas [17, 18].
En la Tabla 1, se enumeran las principales especies de arsénico que han sido

identificadas en muestras de importancia ambiental [16, 18].



Tabla 1. Principales especies de arsénico de importancia ambiental

Especie de arsénico  estructura férmula quimica LDso(g/kg)' pKa
Arsenito o, 0 AsOsz”~ 0.014 9.2
(I).
12.1
13.4
Arseniato q 5 AsO4> 0.020 2.2
%
7.0
11.5
Acido HC, _on CH3AsO(OH), 1.8 3.6
Ho’ﬂib
monometilarsénico 8.2
(MMA)
Acido dimetilarsinico HiC,  om (CH3)2AsO(OH) 1.2 6.2
Hsc"nib
(DMA)
Arsenobetaina (AsB) Hy Y (CH3)3As™C.COO 10.0
HJC’ \EHIO
Arsenocolina (AsC) MG o _oH (CH3)3As"CH.CH-OH 6.5
HC oy
Oxido de trimetilarsina WG o (CH53)3AsO 10.06
As”
H,C” }:H

(TMAO)

"LDso: dosis o radiacién de una sustancia que resulta mortal
conjunto de animales de prueba.

para la mitad de un


http://es.wikipedia.org/wiki/Radiaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Sustancia
http://es.wikipedia.org/wiki/Mortal

1.4.2 Contaminacioén por arsénico

En regiones de Bangladesh, Taiwan, India, Tailandia y América Latina se han
reportado casos de contaminaciéon por arsénico en agua. En paises de América
Latina como Argentina, Chile y México, la exposicidén a través del agua que se ingiere

afecta a varios millones de personas (Tabla 2) [12, 13].

Tabla 2. Regiones del mundo con presencia de arsénico en agua subterranea

Region Rango de concentracion (pg/L)  Referencia
Bangladesh <0.5-2,500 [19]
Taiwan, China 10-1,820 [19]
Rio Rojo, Vietnam 1-3,050 [19]
Ron Phibun, Tailandia 1-5,000 [19]
Llanura Chaco- <1-5,300 [19]
Pampeana, Argentina
Norte de Chile, 100-1,000 [19]
Antofagasta
México
Comarca Lagunera 8—-620 [20]
Los Altos, Jalisco 14.7-101.9 [20]
Ciudad Juarez, 5-650 [20]
Chihuahua
Rio Verde, San Luis 5-54 [20]
Potosi
Zimapan, Hidalgo 14—1000 [20]

En Meéxico se han descrito concentraciones elevadas de arsénico en agua
subterranea en los estados de Durango y Coahuila, donde se han reportado
concentraciones de 8 a 624 ug/L. Aproximadamente 400,000 personas que viven en
las zonas rurales de estos estados se encuentran expuestas a concentraciones altas
de arsénico [21], comparado con la concentracion recomendada por la Norma Oficial
Mexicana NOM-127-SSA1-1994-2000 (25 ug/L). En estados como Durango, San Luis
Potosi y Zacatecas la mineria es una de las principales actividades industriales y es
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fuente potencial de contaminacion por arsénico afectando principalmente al suelo y
agua [22]; por ejemplo en San Luis Potosi (Villa de la Paz-Matehuala), cuya principal
actividad econémica es la mineria, se evalu6 la concentracion de arsénico en las
muestras de agua y suelo las cuales presentaron concentraciones en un rango de 8-
265 pg/L y 19-17,384 mg/kg, respectivamente, superando mas de cinco veces el
valor permisible para agua (50 pg/L) y por mucho el valor permitido en suelo agricola
de 22 mg/kg establecido por la NOM-147 para la remediacion del suelo agricola
(NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004). En este estudio también la zona de Cerrito
Blanco situada a 5 km de Matehuala, San Luis Potosi presenté concentraciones de
arseénico en agua >5900 ug/L que superan 100 veces los valores establecidos por la

Norma Oficial Mexicana para agua de consumo [23, 24].

1.4.3 Factor de biotransferencia de arsénico

El factor de biotransferencia (FBT) para la leche proporciona una sencilla y util
herramienta para estimar el nivel ingerido de arsénico a través de las principales
fuente de exposicion. El FBT se define como la proporcién de un contaminante en el
tejido del organismo o en las sustancias secretadas (leche, orina 0 heces) con base
en la ingesta diaria del contaminante por parte del organismo (mg/dia [25]. EI FBT se
representa en unidades dias por litro para especificar el tiempo que tarda en transferir

un litro de agua que contiene el contaminante analizado.

El FBT se ha determinado para las concentraciones totales de elementos como

cadmio (3.0 x 10™* dias/L), cromo (1 x 10 dias/L), plomo (1.4 x 10 dias/L), mercurio



(6.7 x 10™ dias/L), niquel (2.7 x 10 dias/L) y arsénico (5.7 x 10 dias/L) [26]. En
México y Argentina, donde la contaminacion por arsénico representa un grave
problema, se han realizado estudios de biotransferencia de As a la leche tomando en
consideracion unicamente la ingesta de As a través de agua contaminada por este
metaloide para determinar la calidad de este alimento. Para Argentina se encontr6 en

un rango entre 1.5 x 10° y 2.6 x 10°° dias/L y en México 6 x 10 dias/L [21, 25].

1.5 Importancia del consumo de lacteos

Los estados de Coahuila y Durango forman parte de la Comarca Lagunera que es la
cuenca lechera mas importante del pais ocupa el primer lugar en produccidon a nivel
nacional (30%). En el afio de 2012 alcanzd una produccion de 2,198, 846 L, seguido
de Jalisco (26%), y Chihuahua (13%) (Figura 2) de acuerdo a los estudios realizados
por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién

(SAGARPA) [27, 28].

México Puﬁegtljla
6% s
P\
y

Veracruz
9%

Guanajuato
10%

Chihuahua
13% Durango

13%

Figura 2. Porcentaje de produccion de leche a nivel nacional en 2012



La leche es un alimento basico en la dieta humana debido a su valor nutricional, esta
compuesta de agua y sélidos como grasa, proteinas, minerales (calcio, fésforo, zinc y
magnesio) y vitaminas A, D y del grupo B, especialmente B1, B2, B6 y B12 (Tabla 3)
[29]. En 2011 el consumo de lacteos incluidos en la dieta de los mexicanos fue de 12
mil millones de litros. EI consumo per carpita de leche en el pais se estima que

ascendio a 66 litros en el 2012 [28].

Tabla 3. Composicion nutricional de la leche

Vitaminas Concentracion Minerales Concentracion
(mg/L) (mg/L)
A 1299.5 Calcio 1277.3
B1 0.39 Cloro 1031.36
B2 1.67 Cobre 01
B3 0.87 Yodo * 237.21
B6 043 Hierro 0.52
B12 * 3.68 Magnesio 138.2
Biotina * 19.6 Manganeso 0.04
C 9.69 Molibdeno* 20.63
D 41.25 Fosforo 963.28
E 1.54 Potasio 1567.66
Folato * 61.57 Selenio * 15.47
K* 41.25 Sodio 505.36
Pantotenato de 3.24 Zinc 3.92

calcio

*Concentraciones expresadas en pg/L
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1.5.1 Presencia de metales toxicos en leche

La leche es un producto de excrecion de glandulas mamarias que contiene ademas
numerosas sustancias xenobi6ticas entre las que se encuentran metales,
representando asi un riesgo para la salud humana [25]. La determinacion de estos
elementos en la leche es un indicador directo del grado de contaminacién de la
misma y un indicador indirecto de las condiciones ambientales locales o periféricas

del suelo, agua, aire y vegetacion de la zona donde se localiza el ganado [9].

En el caso del plomo es importante evaluar su concentracién en productos lacteos
debido a los efectos toxicos que causa en infantes, los principales consumidores. El
dafno puede presentarse desde que se encuentran en etapa embrionaria hasta los 7
anos de edad; entre los efectos adversos que causa estan la alteracion del
crecimiento y desarrollo, por lo que es importante monitorizar las concentraciones de
este elemento en leche [30, 31].

Swarup y col. determinaron plomo en muestras de sangre y leche de organismos
criados en zonas industriales de la India (procesamiento de aluminio, fundicion de
plomo y zinc). Los resultados mostraron que los especimenes con mayor
concentracion de plomo en leche fueron los criados en la zona de fundicion de plomo

y zinc con una concentracion promedio de plomo de 0.84 ug/mL [32].

El cadmio también se ha reportado en muestras de leche, en concentraciones bajas
(20-30 pg/L). El origen del cadmio en la leche comunmente es por ser impureza del
zinc y quimicamente en la leche el cadmio se presenta ligado a los grupos —SH de las
proteinas del suero [33]. Sin embargo, cuando el ganado se encuentra en ambientes

contaminados por cadmio existe la transferencia de este elemento a la leche por el
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consumo de agua o alimento contaminado [34]; por ejemplo, en Iran realizaron la
evaluacion de los metales téxicos Pb y Cd en muestras de leche de cabras, vacas,
ovejas y bufalo en diferentes regiones del pais. La concentracion de plomo en 8.1% vy
el 1.9% de las muestras de leche de ovejas y vacas, respectivamente fue superior al

valor establecido por el Codex (20 pg/L) [31].

En el caso del arsénico en leche, algunos estudios consideran que la principal fuente
de exposicion es el agua que es ingerida por el ganado. Por lo tanto, la determinacion
de la concentracién de arsénico en leche es importante para evaluar el grado de
contaminacion del ambiente de origen [25, 26]. En México se encuentran reportados
pocos estudios sobre la determinacion de arsénico total en leche (Tabla 4) [21]. En el
ano de 1997, Rosas y col. reportaron en la zona de la Comarca Lagunera
concentraciones de arsenico total en leche bovina de 0.9 a 27.4 ng/g [23]. Por otro
lado, en el caso de otros paises (Tabla 4), los valores mas altos de arsénico en leche

se encontraron en los paises de Italia y Croacia [35, 36].
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Tabla 4. Estudios reportados de determinacidn de arsénico total en leche en diversos

paises
Regidn Concentracion As (ng/g) Referencia
Comarca Lagunera, 0.9-27.4 [21]
México
Cérdoba, Argentina 0.3-10.5 [25]
Valencia, Espana 3.4-11.6 [37]
Calabria, ltalia 37.9 [35]
Regién rural del norte y 1-283 [36]
sur, Croacia

La determinaciéon de la concentracidon total de arsénico en leche no proporciona
informacion suficiente para evaluar la toxicidad y biodisponibilidad de este elemento,
por lo que es necesario conocer ademas el contenido de las formas fisico-quimicas
en las que se encuentra este elemento en la muestra. Las especies de arsénico
presentan diferente grado de toxicidad (ver Tabla 1), por lo que es recomendable
realizar estudios de especiacion para evaluar el riesgo real que representa el
consumo de alimentos [38, 39]. Con el antecedente de la presencia de arsénico en
agua de consumo en algunas regiones de México, como la Comarca Lagunera,
considerando su alta producciéon a nivel nacional de leche bovina, en el presente
estudio se evaluo la distribucion de especies inorganicas de arsénico en leche bovina
procedente de zonas contaminadas y su correlacidbn con otros metales que se han

reportado en este alimento.
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Para la especiacion de arsénico en muestras de leche, matriz con un alto contenido
de proteinas, minerales y grasas, se requiere la implementacion de un método de
extraccion para la determinacion de las formas de arsénico presentes en esta
muestra, ya que la informacion existente sobre estudios de especiacion de arsénico
en leche es escasa. En alimentos semejantes como leche de arroz, yogurt, queso y
suplementos alimenticios a base de vegetales y frutas, se ha realizado estudios de
especiacidon de arsénico extrayendo las especies empleando diferentes agentes
extractantes como enzimas (amilasas y proteasas), solventes como metanol:agua
(25:75), asi como &cidos (1% &cido nitrico, 0.06 M HCI, 0.2 M &cido trifluoroacético y
0.3 M H3POy4). En estos estudios, la etapa de extraccion ha sido asistida mediante
agitacion o microondas [40-42]. Uno de los problemas mas criticos durante el analisis
de especiacién en muestras sélidas es el tratamiento de la muestra, el cual suele
incluir una o varias etapas de extraccidén. Es esencial que todas estas etapas sean lo
mas eficaces posible y que las especies originales no sufran degradacidén ni
alteracion del equilibrio entre ellas. Por lo anterior, resulta importante contar con
metodologias de extraccion adecuadas, que permitan la determinacién de las

especies de arsénico en las muestras de estudio.

1.6 Aportacion cientifica

Determinacién del factor de biotransferencia de especies inorganicas de arsénico en
leche bovina cruda en zonas contaminadas con este metaloide en Meéxico,

implementando una metodologia para la extraccion de As(lll) y As(V) , asi como la
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evaluacioén de la correlacion de la concentracion de arsénico con otros metales en las

muestras de estudio.

1.7 Hipotesis

El factor de biotransferencia de especies inorganicas de arsénico en leche bovina
cruda para algunas regiones en México es mayor que 1 x 10° dias/L y se ve afectado

por la presencia de metales pesados.

1.8 Objetivo general

Determinar metales pesados y evaluar el factor de biotransferencia de especies
inorganicas de arsénico en leche bovina cruda en zonas contaminadas con este

metaloide en México.

1.9 Objetivos especificos

1. Disenar y realizar el plan de muestreo de leche y agua en los sitios

seleccionados.

2. Determinar la concentracién total de arsénico, plomo, cadmio, hierro, cobre y

zinc en muestras de leche y agua.

3. Desarrollar una metodologia de extraccidén para determinar la concentracion de

especies de arsénico inorganico en leche.
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4. Determinar la concentracibn de especies de arsénico inorganico en leche

cruda bovina.

5. Determinar el factor de biotransferencia de especies de arsénico inorganico en

leche bovina cruda a través del agua de consumo en la zona de estudio.

2. ANTECEDENTES

2.1 Estudios de la determinacion de metales en leche como indicadores de
contaminacion

La determinacion de metales pesados en leche se ha realizado para evaluar la
calidad y seguridad de este producto para su consumo humano [43-45]. Para estudiar
la contaminacién debido a la actividad industrial y su impacto en la calidad de la leche
producida por ganado criado en zonas de riesgo, Patra y col (2008) determinaron las
concentraciones de plomo, cadmio, cobre, cobalto, zinc y hierro en muestras de leche
cruda procedente de zonas industriales en la India para determinar la correlacién de
metales toxicos (Pb y Cd) y los elementos traza de la leche (Cu, Co, Zn y Fe). Las
muestras fueron digeridas con acido nitrico y perclérico 4:1 (v/v), y la determinacion
analitica se llevd a cabo por espectrometria de absorcién atémica (AAS). La
concentracion de plomo y cadmio en leche de vacas criadas alrededor de plantas de
fundicion y fabricacion de acero fue 0.85+0.11 pg/mL y 0.23+0.02 pg/mL,
respectivamente. La mayor concentracién de plomo en leche se present6 en el grupo
cercano a la planta de fundicién. Mediante un andlisis de correlacion se establecié

que los niveles de cadmio y plomo en leche aumentaron como resultado de la
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exposicién del ganado a ambientes contaminados y esto influyé en la composicion de

minerales esenciales en leche y afectd el valor nutricional de la misma [42].

Por otra parte, Bilandz'ic” y col (2011) determinaron la concentracién de As, Cd, Cu,
Hg y Pb en muestras de leche cruda procedentes de zonas rurales del sur y norte de
Croacia. La zona norte es una zona mas poblada y urbanizada comparada con la
zona sur de Croacia. Las muestras se analizaron por AAS con horno de grafito.
Previamente, las muestras se digirieron empleando &cido nitrico en microondas
durante 15 min a 800 W. La concentracién promedio de Pb en las zonas norte y sur
fueron 58.7 y 36.2 ug/L, respectivamente; que superaron el nivel permisible para Pb
de 20 pg/kg (Comisidén Europea, 2006). La concentracidn de arsénico fue entre 1-283
Hg/L en la region sur y 1019 ug/L en la regidn norte, superando el nivel de arsénico
permitido de 100 pg/kg (Comision Europea, 2006). En el caso de Cd y Hg fueron 1.76
y 1.59 ug/L para la region norte y 3.4 pg/L y 7.1 pg/L para la sur. Se encontraron
niveles de Cu similares en ambas regiones, 931.9 ug/L 848.4 ug/L para el norte y el

sur, respectivamente [36].

En el noreste de Espafa se determiné la concentracién de elementos esenciales (Co,
Cr, Cu, Fe, I, Mn, Mo, Ni, Se y Zn) y toxicos (As, Cd, Hg y Pb) en leche de granjas
organicas y convencionales, para el estudio se realizé6 una digestién acida asistida
por microondas empleando HNO3 y H.O, y la determinacién se realizdé por ICP-MS.
La concentracion de elementos esenciales en la leche organica fue significativamente
menor en comparacién con las concentraciones encontradas en la leche de granja
convencional. Las concentraciones de metales téxicos en leche de granja organica y

granja convencional fueron para As (ND-2.064 y ND-1.241), Cd (ND-2.345 y ND-
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0.273) y Pb (ND-5.613 y ND-3.557) y no presentaron diferencias estadisticamente

significativas entre los tipos de leche analizada [43].

Los estudios realizados en la India, Croacia y Espafa claramente indican que el
desarrollo de actividades industriales, el incremento en la poblacibn o mayor
urbanizacién de la zona de estudio, estd correlacionada con el incremento de las

concentraciones de metales pesados en las muestras de leche.

En México también se ha realizado la evaluacién de la concentracién de metales en
leche, como es el caso del estudio realizado por Solis y col. en 2008, quienes
evaluaron las concentraciones de metales pesados en leche bovina de una zona
cercana a la ciudad de México (Mixquiahuala, Valle del Mezquital) cuyo suelo agricola
ha sido irrigado con aguas residuales. Los metales analizados fueron Fe, Ni, Cu, Zn,
Se y Pb, en muestras de leche cruda de ganado con alimento controlado y otro de
libre pastoreo. Los investigadores encontraron que los niveles de los metales de
estudio fueron bajos en leche, en comparacién con las concentraciones de metales
en suelo y pastizales, por o que concluyeron que la transferencia a partir de esta

fuente de contaminacion es aparentemente baja [44].

2.2 Determinacion de arsénico total en leche

Como ya es conocido, el arsénico presenta diferentes efectos en la salud humana por
lo cual su analisis se ha extendido en diferentes alimentos entre ellos la leche con el

fin de evaluar si representan una importante fuente de contaminacién.
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Sigrist y col. (2009) emplearon AAS con sistema de generacién de hidruros (HG) para
determinar arsénico en muestras de leche cruda de diferentes granjas y muestras de
agua de pozos en una zona de Argentina; las muestras de leche fueron digeridas en
mufla usando Mg(NO3).6H.0. El contenido de arsénico total en agua estuvo en el
rango de 29.8 y 307.6 pg/L. La concentracién de arsénico total en leche estuvo por
debajo del limite de cuantificacion del método propuesto, con excepcion de una
muestra, que también presentd la mayor concentracién de arsénico en agua de

consumo [45].

En México, por otro lado, la metodologia para la determinaciéon de arsénico en leche
se encuentra estandarizada y establecida por la Norma Oficial Mexicana NOM-184-
SSA1-2002, y consiste en la digestién acida asistida por microondas de la muestra y
la determinacion de As por AAS, asi mismo, el limite permisible de As total en leche
establecido es de 200 pg/kg, el cual es superior al valor recomendada por paises de

la Comunidad Europea (100 pg/kg' Comision Europea, 2006) [46-48].

El desarrollo de métodos mas simples y rapidos para la determinaciéon de arsénico en
leche continta siendo objeto de estudio, como el estudio de Cava y col (2004), que
propusieron un método para la determinacion de As, Sb, Se, Te y Bi en muestras de
leche pasteurizada utilizando la espectroscopia de fluorescencia atomica con sistema
de generacion de hidruros (HG-AFS) para la determinacién del contenido total
presentando un limite de deteccidén de 2.5 ng/L para As; para la digestion asistida por
ultrasonidos de las muestras de leche se utiliz6 agua regia, antiespumante y cloruro
de hidroxilamina. El método propuesto fue simple, rapido y requiere un volumen

minimo de muestra (1 mL). La concentracion de arsénico total reportada en las
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muestras de leche pasteurizada de supermercados espanoles fue entre 3.2+0.3 y

11.3+0.2 ng/g [48].

La Comunidad Europea establece limites permisibles muy bajos en la leche de
metales como el arsénico y plomo, por lo cual se requiere utilizar técnicas sensibles
con ICP-MS, como en el estudio reportado por D’llio (2008), que empled ICP-MS
combinado con celda de reaccidén dinamico (DRC), para determinar arsénico, cadmio,
cromo y el plomo en la leche bovina que previamente fue tratada mediante digestion
acida (HNOgs) asistida por microondas. EI método fue evaluado con diferentes
parametros como estudios de recuperacion, limites de deteccion y cuantificacion y
rango de linealidad. Los resultados obtenidos para el limite de deteccién (LOD) y
limite de cuantificacién (LOQ) en pg/kg fueron, respectivamente As, 3.1 y 9.5; Cd,
0.08 y 0.24; Cr, 0.229 y 0.693; y Pb, 0.5 y 1.5. Los porcentaje de recuperacion de los

metales de estudio fueron los siguientes As 91%; Cd 96%; Cr 99%; y Pb, 95 [49].

En los estudios anteriores, las técnicas analiticas empleadas para la determinacion
de arsénico total fueron AAS/HG, AFS/HG e ICP-MS, siendo AFS e ICP-MS, las que
presentan sensibilidad comparable (aproximadamente 3.0 ng/L). La ventaja del uso
de ICP-MS es que es una técnica multielemental que presenta un rango lineal de
varias 6rdenes de magnitud, siendo asi una de las técnicas de eleccién para la

determinacién de metales pesados en leche [50].
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2.3 Especiacion de arsénico en leche

En el caso de las metodologias analiticas para la determinacion de especies de
arsénico en leche hay poca informacion reportada en los ultimos anos, por lo cual,
surge el interés de desarrollar un método eficaz para determinar las formas de
arsénico en este alimento debido a la diferencia en el grado de toxicidad de las

especies de arsénico.

Cava y col. (2003) desarrollaron de una metodologia rapida y sensible para
determinar las especies inorganicas de arsénico y antimonio (As (lll), As (V), Sb (Ill) y
Sb (V)), usando AFS/HG. La determinacion fue de forma indirecta, empleando agua
regia y antiespumante para la extraccion asistida por ultrasonidos del arsénico
inorganico, seguido de la determinaciéon por HG-AFS. Las muestras de leche
comercial de diferente composicion y origen presentaron concentraciones de arsénico
total de 3.5 a 13.6 ng/g y de antimonio total de 4.9 a 11.8 ng/g, la concentracién de As
(V) y Sb (V) en las muestras analizadas fue equivalente a 6215 y 7315%,

respectivamente [37].

Un estudio muy completo lo realizaron Datta y col. (2010) para determinar la
concentracion de arsénico total y sus especies en muestras de leche, heces y pelo de
ganado bovino, productos lacteos elaborados con leche bovina y en muestras de
agua y forraje de la zona de Bengal Occidental, India. Para la determinacién de As
total, las muestras fueron digeridas con acido nitrico al 70%. Para la especiacion en
leche, a la muestra se le adicioné &cido formico para precipitar proteinas y al
sobrenadante se le agregbé una mezcla de metanol y agua (1:1) y se mantuvo en

ultrasonidos a 60 °C por 3 h. La determinacién de especies de arsénico se llevd a
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cabo por AAS usando cartuchos de intercambio i6nico para separar las fracciones de
As (lll) y As (V). Se encontraron concentraciones altas de arsénico total en leche (21
Hg/L), heces (36.2 pg/L), pelo de ganado (158.8 ug/L), agua (47 pg/L) y forraje (75.8
pg/L). El estudio de especiacion reveld que As (lll) se elimind principalmente a través
de la leche (52% del arsénico total en leche), mientras que las formas organicas de

As se excretaron principalmente a través de heces [51].

También se han determinado las concentraciones de especies de As en férmulas
lacteas y comidas infantiles, las muestras fueron adquiridas en supermercados de la
region de Hanover, EE.UU. (Estados Unidos de América). La extraccién de especies
de As en leche fue asistida por microondas a 95°C por 30 min empleando HNO; al
1%. Las muestras se analizaron por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
(HPLC) acoplado a ICP-MS empleando una columna de intercambio anidnico. Las
formulas lacteas presentaron concentraciones de arsénico total de 2.02 a 12.06 ng/g.
Con respecto a las especies de arsénico en férmulas lacteas fueron exclusivamente

inorganicas y predominantemente arsénico (V) [38].

Con el fin de evaluar la exposicion de nifios a arsénico a través de la leche materna,
en una zona con alta prevalencia de agua contaminada por arsénico (Bangladesh),
Fangstrom y col. (2008) realizaron la especiacion de arsénico en leche materna y
orina de lactantes de 3 meses de edad. Para la extraccién de especies de arsénico se
agreg6 acido férmico para precipitar las proteinas, después se centrifugaron para
separar las grasas, proteinas y el suero. Posteriormente el sobrenadante se analiz6é

por HPLC con una columna de intercambio aniénico y determinacién por ICP-MS. Los
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resultados mostraron concentraciones de arsénico en leche materna de 0.25 a 19

Mg/kg. La forma mayoritaria de arsénico en la leche fue inorganica [52].

En un estudio de Meharg y col (2008), determinaron la concentracion de especies
inorganicas de arsénico en muestras de leche de arroz. Para el andlisis de
especiacion, a la muestra de leche de arroz se le adicioné hexano para eliminar la
grasa, se le agregd 1% de HNO; para precipitar las proteinas y luego se filtré. El
sobrenadante se analizé por HPLC utilizando una columna de intercambio aniénico y
la determinacién por ICP-MS. La concentracion de As total en leche de arroz fue 3
veces mayor que el limite establecido en agua de consumo (10 pg/L, Regulation EC
No 596/2009 of the European Parliament) y las especies de arsénico fueron
principalmente en su forma inorganica (80%) con respecto al contenido de arsénico

total [40].

En otros alimentos como suplementos alimenticios infantiles y prenatales de origen
vegetal se ha realizado la especiacién de arsénico evaluando diferentes agentes
extractantes. Para el proceso de extraccién se tomaron 0.25 g de muestra y se le
adicion6 5 mL de agente extractante, para el caso de la extraccidbn con enzimas
(amilasa y proteasa) se llevé a cabo a 37°C durante 40 min, para la extraccién con
metanol y agua a 50°C durante 30 min y el resto de los extractantes agua, HCI 0.06 M
y H20, 3%, acido de tetrametilamonio al 5%, acido trifluoroacético 0.2 M, y oxalato de
amonio 0.2 M se realizé la extraccién asistida por microondas durante 30 min a 90°C.
La cuantificacién de arsénico total se realiz6 por ICP-MS y la especiacion mediante
IC-ICP-MS. Las mejores condiciones de extraccién fueron empleando H3;PO4 0.3 M

obteniendo un porcentaje de extraccion del 92% con un porcentaje minimo de
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interconversidn de especies, se recuper6 del 83 al 109% de la concentracidn inicial

de As (Ill), As (V) y DMA [41].

En cuanto a los estudios de especiacion de arsénico en leche se ha llevado a cabo de
manera indirecta empleando cartuchos de intercambio i6nico para extraccion y
determinacién por AFS o AAS, o por HPLC/ICP-MS empleando una columna de
intercambio idnica. La cromatografia de intercambio idnico es la forma mas
ampliamente utilizada para la especiacion de arsénico [53]. Segun los estudios
anteriores, las especies predominantes de arsénico en muestras lacteas fueron las
formas inorganicas que presentan mayor grado de toxicidad e interés sanitario con 80
% con respecto al arsénico total para leche bovina. Pero no existe un procedimiento
estandarizado para el tratamiento de la muestra para la especiacion en este tipo de
matriz, considerando su grado de complejidad por contener grasas, proteinas,
minerales, etc. [38, 39]. Asi, en el presente trabajo ademas de la determinacion del
contenido total de metales en leche se llevé a cabo la implementacién de un método

de extraccion para determinar las especies de arsénico en leche.

2.4 Estudios relacionados con el factor de biotransferencia (FBT)

En algunos estudios se ha determinado el factor de biotransferencia cuantificando la
concentracion de metales en agua o alimento que consume el ganado y en la leche
que producen, sin embargo, para el caso del FBT para As total solo se han realizado

dos estudios a nivel mundial.
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Steven (1991) realizd una revision bibliografica sobre la determinacion del factor de
biotransferencia de 6 metales y metaloides, incluyendo arsénico (4.6 x 10° a 5.7-10 x
10 dias/L), cadmio, cromo, plomo, mercurio y niquel; el andlisis revelé que metales
como plomo y arsénico presentaron mayor biotransferencia a la leche, seguido por
cromo, mercurio y cadmio [26]. En un estudio realizado por Pérez y col. determinaron
las concentraciones de As en agua de consumo animal, suelo, forraje y leche en
establecimientos lecheros del sudeste de la provincia de Cdérdoba, Argentina. Los
niveles de As determinados en agua de consumo, en particular en aquellos
establecimientos que extraian el agua de la capa freédtica, sugerian la posibilidad de
transferencia de As a la leche bovina. La concentracion de As en las muestras de
agua provenientes de la capa freatica estuvo entre 61.5 y 4550 ug/L, mientras que en
el agua proveniente de pozos estuvo en el intervalo entre 10 y 189 ug/L. Los niveles
de As en suelo y forraje estuvieron dentro de los rangos de concentraciones
normales. En las muestras de leche, la concentracién estuvo entre 0.21 y 10.6 ng/g.
Los resultados obtenidos permitieron estimar el FBT de As a leche bovina a partir de
la ingesta de este elemento por parte de los animales, se establecié en un rango de
1.5 x 10° a 2.6 x 10® dias/L tomando en consideracién Unicamente la ingesta de

arsénico a través de agua, como la principal fuente de exposicién a arsénico [25].

Rosas y col. determinaron los niveles de arsénico en agua de pozo, muestras de
suelo, forraje y leche bovina que fueron obtenidas de la zona de la Comarca
Lagunera ubicada en Coahuila y Durango, México donde se presenta una alta
produccién de leche. La concentracion de arsénico inorganico total en agua de pozo

estuvo entre 7 y 740 ug/L, y aproximadamente el 90% del arsénico total se encontrd
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en forma de As (V). En el caso de las muestras de suelo agricola el contenido de
arsénico fue hasta 30 pg/g, sin embargo, el arsénico extraible no fue mayor al 12 %
del As total. En la alfalfa, el arsénico total vari6 de 0.24 hasta 3.16 ug/g. La
concentracion de arsénico presente en leche estuvo en un rango de <0.9 a 27.4 ng/g.
El factor de biotransferencia fue de 6 x 10 dias/L relacionandolo con la cantidad de

ingesta principalmente a través del agua de consumo [21].

3. METODOLOGIA

3.1 Obtencion de la muestra

3.1.1 Muestreo

Las muestras de leche y agua se colectaron en 3 estados de la Republica Mexicana
con antecedentes de contaminacion por arsénico en el agua de consumo y con

actividad minera.

Se seleccionaron como minimo 3 organismos de cada establo, los organismos fueron

de la raza lechera Holstein freisian que es la mas comun en México.

Las muestras de agua fueron tomadas directamente de lo que consume el ganado y
la leche cruda fue recolectada durante el proceso de ordefia diaria acostumbrada en

cada zona.

Las muestras de leche se recolectaron en recipientes de boca ancha de polietileno
estéril (Megalab), de cada organismo se tomaron 200 mL. Para el agua de consumo

se procedié de manera similar tomando 200 mL.
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3.1.2 Pretratamiento y conservacion de la muestra

Las muestras de agua fueron filtradas empleando unidades de filtracion de 0.45 pm,
PVDF, 33 mm (Millipore) y refrigeradas a 4°C hasta su posterior analisis.

En el caso de las muestras de leche se tomaron 20 mL en un tubo de polipropileno de
50 mL (Corning), se congelaron a -20°C y después se liofilizaron a -54 °C durante 96

h (ModulyoD-115, Thermo Scientific).

3.2 Determinacion de metales pesados en agua y leche cruda

3.2.1 Materiales y reactivos

Acido nitrico, HNO,, Grado ultratraza, (Fisher scientific)

Peroxido de hidrégeno, H-O,, Grado ultratraza, (Fisher scientific)

Tubos de polipropileno 50 mL, (Corning)

Estandar de arsénico, As,O3 1000 mg/L, (Sigma Aldrich)

Estandar de hierro, Fe(NO3)s, 1000 mg/L, (Fisher scientific)

Estandar de cadmio, Cd, 1000 mg/L, (Fisher scientific)

Estandar de plomo, Pb(NOs),, 1000 mg/L, (Fisher scientific)

Estandar de cobre, Cu(NOs),, 1000 mg/L, (Fisher scientific)

Estandar de zinc, ZnO, 1000 mg/L, (Fisher scientific)

Solucién estandar SmartTune para ELAN/DRC-e que contiene Mg, Cu, Rh, Cd, In,

Ba, Ce, Pby U (10 pg/L) en 1% de HNOs, (Perkin-Elmer)

3.2.2 Equipo
Balanza analitica, (TP-214, Denver intruments)
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Horno de microondas, (MARS 6, CEM)

Centrifuga, (ST 16, Thermo scientific)

Campana de humos (CH 110, Prendo)

Espectrometro de masas con fuente de plasma acoplado inductivamente ICP-MS,

(ELAN DRC - e, Perkin-Elmer SCIEX) con los siguientes componentes (Tabla 5).

Tabla 5. Componentes del equipo ICP-MS

Nebulizador: Meinhard
Camara (spray): Ciclénica
Interfase: conos Pt
Analizador de Cuadrupolo

3.2.3 Calibracion

Se prepard una curva de calibracion multielemental con los estandares de arsénico,
cadmio, cobre, hierro, plomo y zinc, el rango de trabajo fue de 0-200 pg/L, se
consideré el coeficiente de correlacion para asegurar la linealidad, ademas se
calcularon los limites de deteccién (LD) y cuantificacion (LQ) con base en las férmulas
descritas por la ICH, 2005 [54] de acuerdo a las ecuaciones 1y 2 que se describen a

continuacion:

LD =s ><3T3 (Ec. 1)

LQ=s x= (Ec. 2)
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Donde:

b = Pendiente de la curva de calibracion

s = Desviaciéon estandar de lectura de 10 blancos

3.3 Procedimiento analitico

3.3.1 Digestion total

Se pesaron 0.5 g de muestra de leche liofilizada que se coloc6é en un vaso de teflén
para microondas, se le adicion6 3 mL de &cido nitrico concentrado y 2 mL de
peréxido de hidrogeno y se sometid al procedimiento de digestién asistida por

microondas (Tabla 6). Cada muestra se analizd por triplicado y se midié un blanco

reactivo.

Tabla 6. Programa de digestién empleado para las muestras de leche

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min)
Pre-digestion 20 15
Rampa de calentamiento | temperatura ambiente a 210 20
Digestion 210 10
Enfriamiento 210 a temperatura ambiente 30
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3.3.2 Cuantificacion
Las muestras de los digeridos de la leche y el agua filtrada se analizaron en ICP-MS

empleando las siguientes condiciones de operacion del equipo (Tabla 7).

Tabla 7. Condiciones de operacion del ICP-MS

Poder RF (KW): 1.35

Flujo del nebulizador (L/min): 0.95

Flujo del plasma (L/min): 16

Flujo gas auxiliar (L/min): 1.2

Voltaje de lentes (V): 8.75

Is6topos monitorizados: ~As, “®Pb, ""'Cd,

Previamente al analisis mediante ICP-MS, se ajusté el equipo a la maxima
sensibilidad empleando la solucion estandar SmartTune para ELAN/DRC-e
(N8125040, Perkin-Elmer) y posteriormente se procedié a la determinacion de los

metales de estudio en las muestras.

30



3.4 Validacion del método analitico para la determinacion de metales

pesados en muestras de leche

Se llevd a cabo mediante el empleo de un material de referencia certificado al cual se
realiz6 el procedimiento de digestion ya descrito para las muestras de leche. El
material de referencia que se analiz6 fue el ERM-BD151, LGC-standards (material de

referencia certificado para metales pesados en leche en polvo, Tabla 8).

Tabla 8. Valores certificados de metales pesados en el material de referencia
certificado (ERM-BD151, LGC-standards, leche en polvo)

ERM-BD151
Elemento Valor certificado [mg/kg]
Cd 0.106+0.013*
Cu 0.2940.03*
Pb 0.207+0.014*

* Incertidumbre K=2 y nivel de confianza del 95%, ISO/IEC Guide 98-3

Este material de referencia no se encuentra certificado para arsénico, por lo cual en el
caso de la validacion para la metodologia de analisis de As se realiz6 mediante
estudios de recuperacion, utilizando una muestra de leche cruda comercial liofilizada

(0.5 g) enriquecidas con 50 pg/L As,O3 (Sigma Aldrich).
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3.5 Calculo del factor de biotransferencia de arsénico total en leche
bovina

El parametro que se emple6 para calcular la biotransferencia de arsénico en leche
bovina cruda es el FBT determinado a partir de la ecuacion 3 descrita por Steven’s

que considera como principal fuente de contaminacion el agua de consumo [23, 26].

BTF (diaS/L) _ Concentracion de As en leche (mg/L) (EC. 3)

Promedio de la ingesta diaria de As del espécimen ( mg/dia)

Calculando para la ingesta diaria de As: concentracion de As en agua y un consumo
de 65 L de agua por el organismo/dia (este consumo se estandariza para organismos

de 500 kg de peso).

3.6 Extraccion de especies de arsénico

Para la seleccion del método de extraccion primeramente se evaluaron los
procedimientos de extraccion descritos en la tabla 9 y se seleccioné aquel que
presentd el mayor porcentaje de As extraido frente a la concentraciéon total de

arsénico en leche.
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Tabla 9. Procedimientos de extraccion evaluados

Agente extractante Procedimiento Referencia

Acido nitrico 0.5% 0.25 g de muestra de leche [39]
enriquecida* y 5 mL de acido
nitrico al 0.5 %. Digestion en
microondas durante 30 min a
90°C.

Acido trifluoroacético 0.2 M | 0.25 g de muestra de leche [41]
enriquecida* y 5 mL de acido
trifluoroacético 0.2 M.
Digestién en microondas
durante 30 min a 90°C.

Acido fosférico 0.3 M 0.25 g de muestra de leche [41]
enriquecida® y 5 mL de &cido
fosférico 0.3 M. Digestion en
microondas durante 30 min a
90°C

* La muestra de leche cruda liofilizada comercial se enriquecié con 500 pg/L As>O3 y
posteriormente se procedid a realizar la extraccion.

3.7 Determinacion de especies inorganicas en muestras de leche cruda bovina

3.7.1 Materiales y reactivos

Strata® SAX (55 pm, 70 A), 200 mg/3 mL, Phenomenex

Solucion estandar de arsenito, éxido de arsénico (lll), grado ACS, 100 mg/L, Sigma
Aldrich

Solucion estandar de arsenato de sodio dibasico heptahidratado, grado ACS, 100
mg/L, Sigma Aldrich

Jeringas de plastico de 3 mL

Tubos de polipropileno 15 mL, Corning

Agua nanopura

Acido nitrico, HNOs, Grado ultratraza, Fisher scientific

Metanol, Grado HPLC, Fisher scientific
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3.7.2 Evaluacion del procedimiento de preconcentracion

El procedimiento empleado para la preconcentracion de las especies de As (lll) y As
(V) fue modificado del trabajo descrito por O’Reilly [55]. Previamente, la columna
Strata® SAX fue acondicionada con 6 mL de metanol y agua (1:1). Se prepararon
muestras de agua enriquecidas con 25 pug/mL de arsenito y arsenato,
respectivamente. Posteriormente, se hicieron pasar 20 mL de esta solucién por la
columna Strata® SAX, se recuper6 el arsenito (20 mL) y se pasaron 5 mL de acido
nitrico 0.1 M para eluir As (V). Una vez evaluado el porcentaje de recuperacion de las
especies de As (lll) y As (V), el procedimiento se aplicO6 a muestras de leche
liofilizadas enriquecidas con las especies de arsenito y arsenato (25 ug/L) para
evaluar la recuperacién de estas especies de la muestra real, y finalmente, el
procedimiento fue aplicado a las muestras problema. Todas las pruebas se realizaron

por triplicado.

3.8 Correlacion de metales analizados en leche bovina cruda

Para determinar la correlacién de los metales evaluados (As, Cd, Cu, Fe, Pb y Zn) en
leche bovina cruda y para el caso del As también en agua, se utilizd el coeficiente de
correlaciébn de Pearson para un intervalo de confianza del 95%, empleando el

programa estadistico Minitab 16.
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4. RESULTADOS

4.1 Obtencion de la muestras

Se muestrearon 7 zonas mineras de los 3 estados de estudio y se obtuvo un total de

32 muestras de leche y 7 muestras de agua de consumo para ganado (Tabla 10).

Tabla 10. Zonas de muestreo para la evaluacion de la contaminacién de As en leche

Zona Coordenadas | Clave No. de No. de
muestras muestras
(leche) (agua)
DURANGO

Carlos Real | N 24° 17.523", CR 5 1
W 104°27.739°

Colonia N 24° 09.318°, | CH 4 1
Hidalgo W 104°35.316°

Ejido N 24° 02.184, EA 5 1
"Arenal" W 104°23.196°

Labor de N 24° 11.324°, LG 5 1
Guadalupe | W 104°35.122°

SAN LUIS POTOSI
Cerrito N 23° 407, CB 3 1
Blanco W 100° 35°
ZACATECAS

Guadalupe | N 22°43.102’, G 5 1
W102°28.284°

Rincon de N 22° 43.910°, RR 5 1
Romos W 102°28.75"
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Las muestras de estudio se colectaron en las zonas mineras (Figura 3).

a)
2%
Durango
Pueblo Nuevo: Eiido Arenal
> Durango: Labor de Gpe,
Colonia Hidalgo y Carlos Real
b)

il Zacatecas: Guadalupe y
Rincén de Romos
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- San Luis Potosi
ol

San Luis Potosi: Cerrito Blanco

Figura 3. Regiones mineras de Durango (a), Zacatecas (b) y San Luis Potosi (c)
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4.2 Parametros analiticos para la determinacion de metales en leche por
ICP-MS
Los parametros analiticos para la determinacién de As, Pb, Cd, Cu, Zn y Fe por ICP-

MS se muestran en la Tabla 11.

4.2.1 Metales esenciales
Para el caso de la determinacién de Cu, Zn y Fe, el rango de trabajo fue de 0-200
Mg/L. Los coeficientes de correlacion obtenidos fueron superiores o iguales a 0.9990,
lo que muestra la linealidad del método. En el caso del Zn y Fe los limites de
deteccion fueron mayores que para los otros metales de estudio. EI ICP-MS (ELAN
DRC-e, Perkin-Elmer SCIEX) empleado en este estudio tiene un detector de tipo
cuadrupolo. Para la determinacion de elementos como arsénico, selenio, cromo,
hierro y niquel empleando deteccién por ICP-MS de tipo cuadrupolo se han reportado
interferencias poliatbmicas generadas por componentes naturales de la muestra y/o
provenientes del proceso de preparacion de la misma, los cuales pueden incrementar

el limite de deteccidén. Para la determinacion del Fe se emple6 para el analisis el

., 57 . . ,
isdtopo ~ Fe, donde las interferencias mas comunes observadas son “°Ar'°OH*,

“0ca’®oH* [56].

4.2.2 Metales pesados
Los rangos de trabajo para la determinacién de As, Pb y Cd fueron de 0 a 200 ug/L, y
presentaron buena linealidad con base en los coeficientes de correlacion que fueron

mayores a 0.9990.
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Tabla 11. Pardametros analiticos para la determinacién de metales mediante ICP-MS

Isotopo Rang?“%(?l_t)rabajo Ecuacion de la recta ng:ir(;igc‘;eé:e LOD (ug/L) LOQ (pg/L)
"As 0-200 y = 2045.1[As] - 1418.4 0.9997 0.02 0.06
=TS 0-200 y = 8307.3[Pb] - 7652.5 0.9995 0.05 0.17
"ed 0-200 y = 2574.1[Cd] - 1665.3 1.0000 0.01 0.04
*cu 0-200 y = 8070.2[Cu] + 5733.6  0.9998 0.54 1.79
*Zn 0-200 y = 1038.5[Zn] + 5692.1 0.9995 1.67 5.58
*Fe 0-200 y = 547.38[Fe] + 3319 0.9979 6.29 20.96

4.3 Validacion del método analitico para la determinacion de metales
pesados en muestras de leche

En primera instancia se empled la técnica de fluorescencia atémica con sistema de
generacion de hidruros (AFS/HG) como método analitico para la determinacion de
arsénico total. Esta técnica analitica mostré un limite de deteccién de 0.14 ug/L el
cual es comparable con el limite de deteccién alcanzado con la técnica de ICP-MS,
ademas de que es una técnica de bajo costo y facil operacion, se evaluaron

diferentes métodos de digestién por microondas que se presentan en la tabla 12,
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donde se emplearon relaciones de volumenes de HNOj;, H,O, y HCI, asi como

tiempos y temperaturas para digerir las muestras de leche enriquecidas en las que se

determind el porcentaje de recuperacion de arsénico total.

Tabla 12. Procedimientos de digestidén empleados para determinar As total por

AFS/HG
Cantidad de Relacion de reactivos Programa microondas Porcentaje de
muestra empleados recuperacion
(%)
0.20 ¢ HCl = 3.5 mL Pre-digestion: 15 min 5718
HNO, = 1.5 mL 10minde T, -200°C
H,0,=1mL 25 min a 200°C
0.25¢ HClI =3.5mL Pre-digestion: 15 min 605
HNO, = 1.5 mL 10 minde T, -200°C
H,0,=1mL 25 min a 200°C
0.50 g HCl =4 mL Pre-digestion: 10 min 789
HNO, = 2mL 20mindeT,_ -210C
H,O,=1mL 25 min a 210°C
1.009g HCl =5 mL Pre-digestion: 15 min Digestion
H,0, =1 mL 10minde T, -200°C incompleta

Digestion: 25 min a 200°C

*Muestra de leche liofilizada enriquecida con 500 ug/L

Como se puede observar el mayor porcentaje de recuperacion de As obtenido fue de

78+9%, cuando empled mayor cantidad de acido nitrico. Debido a la naturaleza de la

muestra, que contiene una gran cantidad de acidos grasos y proteinas, mayor

contenido de &cido nitrico favorece la digestion de la muestra ya que es un oxidante

fuerte y permite, por tanto, obtener un mayor porcentaje de recuperacion de As; sin

embargo, al emplear este método en las muestras reales donde la concentracion de

arsénico es menor y estar limitados por no exceder la cantidad de acido nitrico que
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suprime la sefal para As en el equipo de AFS, los resultados no fueron satisfactorios,
por lo cual se decidié llevar a cabo la cuantificacidn empleando la técnica de ICP-MS,
cuya respuesta no se ve afectado por la cantidad de HNO3 en la muestra y permitié
asi, utilizar mayor cantidad de acido nitrico durante el proceso de digestién por
microondas de las muestras alcanzando mayor destruccién de la materia organica de
la leche y mejorando asi el porcentaje de recuperacion de As. Ademas el ICP-MS
alcanza limites de deteccién comparables a los obtenidos por AFS/HG [50].

El procedimiento seleccionado para la digestion de las muestras de leche empleado
fue el procedimiento EPA 3052 [57] ligeramente modificado que se describe en la
seccion 3.3.1. En la tabla 13 se muestran los resultados de recuperacidén con base en
esta metodologia empleando muestras de leche enriquecidas con 500 pg/L de As
total. La cuantificacion se llevo a cabo por ICP-MS. El porcentaje de recuperacion de
As total estuvo entre 100 y 109%. Estos resultados permitieron confirmar que la
determinacién de arsénico después de digestion acida de las muestras proporciona

resultados confiables.

Tabla 13. Porcentaje de recuperacion de As total en leche cruda bovina empleando el
método de digestion seleccionado

Concentracion Concentracion % de
As anadido As recuperacion
(ng/L) determinada de As total
por ICP-MS
500 523.1+22.2 100.2-109.1%

*Desviacién estandar paran =3
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Ademés este meétodo de digestion por microondas también fue aplicado para la
determinacién de metales pesados en un material de referencia (ERM-BD151, LGC-
standards, leche en polvo) que esta certificado para metales pesados de importancia
ambiental cadmio, cobre y plomo; los resultados se muestran en la tabla 14. Como se
puede observar no existe diferencia estadisticamente significativa entre los valores
obtenidos y el valor certificado a un nivel de confianza del 95%, asegurandonos que
el método empleado permite una correcta cuantificacion de estos metales.

Una vez que el método para la determinacion de As y metales pesados fue validado
mediante estudios de recuperacion y el analisis del material de referencia certificado,
respectivamente, se procedidé a analizar las muestras procedentes de las zonas de

estudio.

Tabla 14. Determinacion de Cu, Pb y Cd en el material de referencia certificado
ERM-BD151 (leche en polvo LGC-standards).

Concentracién
Valor certificado | obtenida
Metal (mg/kg)* (mg/kg)*
Cu 5+0.23 4.72+0.23
Pb 0.207+0.014 0.22+0.04
Cd 0.106+0.013 0.084+0.004

*Intervalo de confianza (a = 0.05)
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4.4 Determinacion de metales pesados en leche cruda

441 Plomo

La concentracién promedio de plomo en leche cruda bovina en Durango, Zacatecas y
San Luis Potosi fue de 3.41, 20.23 y 62.86 ug/kg, respectivamente (Tabla 15), siendo
la concentracion en el estado de San Luis Potosi la que superé el limite permisible
establecido por la Comision Europea que indica un valor de 20 pg/kg [36]. En el
municipio de Matehuala, donde se localiza la zona de estudio (Cerrito Blanco) se
realizan principalmente actividades mineras donde se explota oro, plata y cobre; asi
la presencia de residuos de plomo se vincula directamente con la fundicién primaria y
secundaria de estos metales, lo que justifica su procedencia en la zona de crianza del
ganado de donde se obtuvieron las muestras [58]. Para el caso de Zacatecas, tres
organismos de los 10 muestreados superaron también el nivel permisible. Cabe
resaltar que la zona muestreada de Guadalupe presenta una zona de descargas de
residuos industriales que se le conoce como el Lago de “Saladillo”, por lo que el agua
de consumo podria ser una fuente importante de contaminacién por este metal [59,

60].

Las concentraciones de Pb en leche bovina para las zonas de estudio se muestran en
la Figura 4, los valores mas altos se encuentran en Zacatecas (Rio de Romos) y en
San Luis Potosi (Cerrito Blanco). Las concentraciones de Pb en muestras de leche de
las zonas de estudio fueron superiores a las reportadas para zonas donde no hay
problemas de contaminacion donde se describen concentraciones de plomo cercanos

a 0.05 mg/L [34].
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Tabla 15. Concentracion promedio de Pb en leche bovina cruda para los estados de
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Zona No. de Promedio | Rango
muestras (mg/kg) | (Mg/kg)
Durango 19 3.41 ND-6
Zacatecas 10 20.23 ND-41
San Luis 3 62.86 ND-64
Potosi
*ND: no detectable
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Figura 4. Concentracion promedio de Pb en leche cruda bovina y su desviacion
estandar paran =3
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4.4.2 Cadmio

El cadmio al igual que el plomo es un metal muy toxico y en la leche se encuentra
normalmente en concentraciones bajas. Este metal se emplea en la fabricacion de
algunos pesticidas y fertilizantes por lo cual se presenta en constante contacto en
establos cercanos a areas de cultivo, de aqui una de las posibles fuentes de
contaminacion del ganado. El cadmio generalmente se encuentra como impureza en
aleaciones de zinc, durante la ordefa y procesado de la leche puede contaminarse
por esas aleaciones, logrando asi el Cd unirse a los —SH de las proteinas del suero

[33].

En la tabla 16 se muestran las concentraciones promedio de Cd de los tres estados
Durango, Zacatecas y San Luis Potosi que fueron de 2.19, 2.88 y 27.84 ug/kg,
respectivamente. Las concentraciones encontradas Unicamente para el estado de
San Luis Potosi superaron en 10 veces aproximadamente el valor reportado fue 1.2-
5.0 ug/kg [61]. El cadmio se encuentra en aleaciones de zinc, plomo y cobre
principalmente, siendo Matehuala uno de los municipios de San Luis Potosi donde se
explotan metales como el oro, plata y cobre, por lo que la mineria puede ser una
fuente de contaminacion, y se considera que el consumo de la leche producida en

esa zona representa un riesgo muy importante para la salud [58].

Las concentraciones de Cd en leche bovina cruda de sitios de estudio se muestran en
la Figura 5. Como puede verse en la zona de Cerrito Blanco en San Luis Potosi se

encontraron las concentraciones mas altas de Cd.
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Tabla 16. Concentracion promedio de Cd en leche bovina cruda para los estados

evaluados

Zona No.de | Promedio | Rango
muestras | (ug/kg) | (Hg/kg)
Durango 19 219 ND-4
Zacatecas 10 2.88 ND-5
San Luis 3 27.84 ND-28
Potosi
*ND: no detectable
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Figura 5. Concentracién promedio de Cd en leche cruda bovina y su desviacion

estandar paran =3
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4.4.3 Zinc

El zinc es uno de los minerales esenciales importantes en la dieta humana y en leche
bovina suele presentarse en concentraciones de 3.92 mg/L. Los valores promedio de
concentracion de zinc en este estudio se muestran en la Tabla 17. Las
concentraciones promedio para el estado de Durango, Zacatecas y San Luis Potosi
fueron 15.85, 9.66 y 10.63 mg/kg, respectivamente. En todos los estados el valor
promedio superé el valor reportado de 3.24 mg/kg que fue encontrado en un estudio
realizado en muestras de leche procedentes de Rumania [62]. Las concentraciones
de Zn en las muestras de leche bovina cruda se muestran en la Figura 6. Los valores
mas altos se encontraron en el estado de Durango para zonas del Ejido del Arenal y
la colonia Hidalgo, ademas de Rincon de Romos en Zacatecas, este ultimo estado
con explotacién de zinc en yacimientos de vetas y cuerpos estratiformes por lo cual
se justifica su presencia en el ambiente de cria de ganado analizado en el presente
trabajo y que las concentraciones fueron superiores a valores previamente reportados

en otros estudios que se encuentran entre 2 a 3.24 mg/kg [60, 62].

Tabla 17. Concentracion promedio de Zn en leche bovina cruda para los estados
evaluados

Zona No. de | promedio | Rango
muestras | (mg/kg) | (mg/kg)
Durango 19 15.85 ND-24
Zacatecas 10 9.66 3-22
San Luis 3 10.03 6-13
Potosi

*ND: no detectable
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Figura 6. Concentraciones promedio de Zn en leche cruda bovina y su desviacion
estandar paran =3

4.4.4 Hierro

El hierro es uno de los metales esenciales para el hombre. La concentracion de hierro
de 0.20-0.25 mg/kg fue encontrada en muestras de leche procedente de zonas donde
no existen problemas de contaminacién, y puede variar dependiendo de la raza de la
vaca y etapa de lactacion. A diferencia de los otros metales, la alimentacién del
ganado no influye en la concentracién en este alimento [33]. La presencia de hierro
en la leche es esencial no solo por la calidad nutrimental ademas porque inhibe la

oxidacién de las grasas que dafan la calidad del alimento [63].
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La concentracion promedio de hierro en las muestras de leche de los tres estados
analizados Durango, Zacatecas y San Luis Potosi fue de 16.7, 19.36 y 10.2 mg/kg,
respectivamente; en todos los estados la media se encuentra por debajo de lo ya
reportado en otros estudios de 21.73 mg/kg [62], sin embargo, para los casos de la
colonia Carlos Real (Durango) y Rincon de Romos (Zacatecas), existen organismos

que presentaron concentraciones que duplican el valor ya reportado (tabla 18).

En particular los estados de Durango y Zacatecas presentaron las mayores
concentraciones de hierro (Figura 7), en estos estados se realizan actividades
mineras principalmente en Cerro de Mercado, Rio Chico (Carlos Real, Durango) en

donde la pirita y el hierro son explotados [60, 64].

Tabla 18. Concentracion promedio de Fe en leche bovina cruda por estado evaluado.

Zona No. de | Concentracion | Rango
muestras promedio (mg/kg)
(mg/kg)
Durango 19 16.7 6-43
Zacatecas 10 19.36 8-45
San Luis 3 10.2 6-15
Potosi
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Figura 7. Concentraciones promedio de Fe en leche cruda bovina y su desviacion
estandar paran =3

4.4.5 Cobre

De los estados evaluados, Zacatecas y San Luis Potosi en particular presentan vetas
en las que se explota este mineral esencial, el cobre (Cu), por lo que la determinacién
de su concentracién es importante para evaluar la calidad ambiental de las zonas de
crianza del ganado y su analisis de riesgo para el consumidor [58, 60]. En general las
zonas analizadas (Figura 8) superaron ampliamente el valor reportado por trabajos
anteriores (1.98 ug/kg) [42]. Como se muestra en la Tabla 19, las concentraciones
promedio en los tres estados Durango, Zacatecas y San Luis Potosi fueron de
131.34, 104.38 y 117.45 ug/kg, respectivamente; sin embargo, en estudios realizados

en Corea por Khan y col. en 2014, reportaron la concentracién de Cu de muestras de
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leche fresca comercial de 383 ug/kg [65], lo cual fue mayor a lo descrito en el

presente estudio.

Tabla 19. Concentracion promedio de Cu en leche bovina cruda por estado evaluado.
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Figura 8. Concentracion promedio de Cu en leche cruda bovina y su desviacion
estandar paran =3
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4.4.6 Arsénico

En diversas investigaciones se ha demostrado que la principal fuente de
contaminacion de la leche es a través del alimento y del agua consumidos por los
organismos [21, 25]. La contaminacion por arsénico del agua y alimentos a través de
los cuales se incorpora este elemento a los organismos productores de leche puede
provenir de diversas fuentes naturales y antropogénicas, destacandose entre ellas la
mineria. También se ha descrito que el uso inadecuado de raticidas, pinturas e

insecticidas pueden contribuir a la contaminacién por arsénico en la leche [66].

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron concentraciones promedio de
arsénico en los tres estados Durango, Zacatecas y San Luis Potosi de 265.02, 184.64
y 288.82 ug/kg, respectivamente (Tabla 20). En todos los estados el valor promedio
superod el limite permisible por la Comision Europea de 100 pg/kg [36] por lo cual se
considera un alimento que no es apropiado para el consumo humano e indica que
existe una fuente de contaminacién importante por este metaloide en las zonas donde
habita el ganado, siendo los tres estados con importancia en actividad minera. En
Durango, en el ejido “Arenal”, que pertenece a la region minera de Pueblo Nuevo se
lleva a cabo la explotacion de oro (Au), plata (Ag), plomo (Pb) y zinc (Zn). Las otras
zonas de estudio (labor de Guadalupe, colonia Hidalgo y Carlos Real) pertenecen a la
region minera de Durango donde se explotan hierro (Fe) y pirita [64]. En el estado de
San Luis Potosi, en la zona de estudio Cerrito Blanco los minerales Ag, Au 'y Cu son
los principales metales extraidos [58]. Para el caso de Zacatecas, las zonas que
fueron muestreadas del municipio de Guadalupe pertenecen a la zona minera de

Zacatecas donde se extraen los metales de Ag, Pb, Zn, Cu y Cd [60] (Figura 3). Estas
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actividades pueden incrementar la velocidad de liberacion de arsénico a partir de
sulfuros minerales porque los exponen a procesos de meteorizacion durante las
tareas de excavacion. En el caso de las zonas de estudio todas producen Au y Cu

cuya fundicidén generan polvos de arsénico [58, 60, 64].

La concentracion de As en leche bovina cruda se muestra en la Figura 9. Las
concentraciones mas altas se encuentran en Durango en las zonas del Ejido del
Arenal y la colonia Carlos Real, seguida de Cerrito Blanco en San Luis Potosi. En
este estudio encontramos valores superiores a los descritos por Fangstrom y col. en
2008 [52] que reportaron una concentracion de 0.20 a 19 ug/kg en leche materna y
también a los valores reportados por Meharg y col. [40] de 8 pg/L en leche de arroz,

por lo cual se confirma el serio problema de contaminacion en las zonas de estudio.

Tabla 20. Concentracion promedio de As en leche bovina cruda por estado evaluado

Zona No.de Promedio Rango

muestras (ug/kg) (ng/kg)

Durango 19 265.02 53-472

Zacatecas 10 184.64 102-271

San Luis 3 288.82 241-338
Potosi
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4.5 Extraccion de especies de arsénico en leche

A continuacién se procedio a realizar la especiacion de As inorganico en leche, para
ello, preliminarmente se evaluaron 3 agentes extractantes acido nitrico 0.5%, acido
trifluoroacético 0.2 M y &cido fosférico 0.3 M, los cuales estaban reportados para la
extraccion de especies de arsénico en diferentes matrices de alimentos [39, 41], pero
no para leche. Los resultados se muestran en la Tabla 21. El agente extractante que
presentd mayor porcentaje de extraccion fue el 4cido fosforico 0.3 M, presentando el
100% de recuperacion. Con base en estudios realizados con muestras de
suplementos alimenticios y prenatales, en donde se realizé la extraccién de especies
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de arsénico, de igual manera el acido fosforico fue el mejor agente extractante
comparado con otros extractantes organicos, buffer, acidos y enzimas. El mecanismo
de accion del &cido fosforico es actuar sobre los enlaces As-S, liberando las especies
arsenicales debido a la similitud quimica entre el As y P, actuando el fésforo como

desorbente que sustituye al As(V), y que se encuentra en la matriz de estudio [41].

Tabla 21. Porcentaje de extraccién de As en muestras de leche

Agente extractante Concentracion % de
As (pg/L) recuperacion
Acido fosforico 0.3 M 405.91+2.6 113.0
Acido nitrico 0.5% 175.95+27.35 49.0
Acido trifluoroacético 163.25+27.71 45.5
0.2M

* Muestra de leche liofilizada enriquecida con 359 pg/L As>O3

** Desviacién estandar paran = 3

4.6 Validacion de proceso de extraccion y separacion de especies inorganicas
de As

Primeramente, la evaluacion de la separacion de especies de As se realizé
empleando una mezcla de estandares con las especies de As (lll) y As (V) de 25
hg/L, a partir del cual se calculd el porcentaje de recuperaciéon. En la Tabla 22 se
muestran los resultados siendo para As (V) 97% y para As (lll) 92%; teniendo un alto
porcentaje de recuperacion con las soluciones estandar, se procedié a aplicar el
procedimiento de separaciéon de especies de As en los extractos de leche cruda
enriquecida con 25 pg/L de las especies de As (lll) y As (V) obtenidos empleando

HsPO4 a 0.3 M obteniendo porcentajes de recuperacion mostrados en la Tabla 23. El
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porcentaje de recuperacion para As (V) fue de 103% y para As (lll) de 83%, siendo
ese ultimo valor mas bajo que el que se presentd en las muestras de agua, sin
embargo, el alto contenido de lipidos, proteinas asi como otros minerales en la
muestra de leche que pueden disminuir o afectar la recuperacion de la especie de As

(1) de la fase estacionaria empleada durante el procedimiento de preconcentracion.

Tabla 22. Porcentajes de recuperacién de As (lll) y As (V) para una mezcla de
estandares de As (lll) y As (V)

., .. | Porcentaje
Concentracion | Concentracidn de
Especie adicionada encontrada recuperacion
(ho/L) (o/L) (%)
As(V) 25 24.4+2.8 97
As(lll) 25 22.94+1 92

Tabla 23. Porcentajes de recuperacion de As (lll) y As (V) en extracto de leche

enriquecida con especies inorganicas de As

Porcentaje
Concentracion | Concentracién de
adicionada encontrada |recuperacién
Especie (ug/l) (ug/l) (%)
As(V) 25 25.95+4.50 103
As(ll1) 25 20.91+5.48 83

56



4.7 Determinacion de especies inorganicas de As en muestras de leche cruda
bovina

Con las condiciones establecidas para la extraccion de especies inorganicas de As y
la separacion cromatografica off-line, empleando cartuchos de intercambio anidnico
(Strata® SAX), se procedid a determinar las especies inorganicas en las muestras de
estudio, porque de acuerdo a los estudios descritos son las especies principales en
este tipo de matriz ademas son las que presentan mayor grado de toxicidad. Las
muestras donde se determinaron las especies de As fueron las que presentaron la
concentracion mas alta de arsénico, el Ejido “Arenal” del estado de Durango y la
comunidad de Cerrito Blanco en San Luis Potosi. Se encontraron para el ejido
“‘Arenal” porcentajes de As (V) del 47 al 76% del contenido total de As y en Cerrito
Blanco del 59 al 66%. Para el caso de As (lll) la zona seleccionada de Durango los
porcentajes fueron de 13 al 42% y para la zona de San Luis Potosi el 22-37% (Tabla
24). Comparando los resultados con los reportados por Cava (2003), quien encontro
que el 62.5% del arsénico en las muestras de leche se encontraba en la forma de As
(V), valor que se encuentra dentro del porcentaje reportado en este trabajo, podemos
deducir que en este proyecto los valores concuerdan con los ya reportados y siendo
el As (V) menos téxico que el As (lIl), se puede considerar menor riesgo el consumo
de este producto, sin embargo el caracter acumulativo de este metaloide constituye
un problema de salud importante. Otro estudio realizado por Jackson, en 2012,
también reporta que la especie de As (V) es la forma mayoritaria en las muestras de
leche [37, 38]. Cabe resaltar que en ambos estudios no se detect6 la presencia de

especies organicas de arsénico.
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En cuanto a los porcentajes de As (lll) fueron menores a los reportados por Datta y
col (2010), que encontraron que el 52.4% de As estaba como As (lll) en muestras de
leche de arroz y se reportd que mas del 80% de arsénico total se encontraba en las
formas inorganicas [51]. En este estudio se recuperd del 79 al100% de arsénico total

sumando ambas especies As (Ill) y As (V).

Tabla 24. Concentracion de As (lll) y As (V) en muestras de leche de la zona de

estudio
Especies de Arsénico
Muestra '?Sg-l;ﬁé?l As (ll1) Porcentaje de As (V) I;grzzn(tsj)e
(hg/kg)* As (Ill), % (hg/kg)* %
Cerrito Blanco 1 | 262.56+13.31 57.92+1.35 22 154.7314.57 59
Cerrito Blanco 2 | 330.91+5.79 | 96.81+4.71 29 198.72+28.01 60
Cerrito Blanco 3 | 237.02+10.14 | 87.14+£13.82 37 157.36120.84 66
Ejido Arenal 1 234.96+4.16 | 31.00%1.73 13 175.76+3.28 75
Ejido Arenal 2 380.71+8.71 | 89.93+27.93 15 242.20+21.86 64
Ejido Arenal 3 364.07+3.58 | 95.6418.73 26 228.70+25.72 63
Ejido Arenal 4 168.37+£6.02 | 70.45+25.26 42 79.60+19.33 47
Ejido Arenal 5 164.7+1.57 34.0612.44 21 125.50+24 76

* Desviacién estandar paran =3

4.8 Calculo del factor de biotransferencia de especies inorganicas de As en
leche bovina cruda a través del agua de consumo en la zona de estudio

Para calcular el FBT de especies inorganicas de As se determind la concentracion de
As total en agua. Preliminarmente, los resultados de concentracién de arsénico en
agua se validaron mediante el andlisis del material de referencia certificado BCR®
certified reference material (elementos traza, agua subterranea). La concentracién de

arsénico en el material de referencia certificado por ICP-MS fue de 10.07+0.33 pg/L
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que al compararlo con el valor certificado (10.8+0.4 pg/L); no hubo diferencias
estadisticamente significativas a un nivel de confianza del 95%. Posteriormente se
procedié a analizar las muestras de agua procedentes de la zona de estudio. Los
resultados se reportan en la Tabla 25. Como puede observarse, con excepcion de
Labor de Guadalupe en Durango y Rincén de Romos en Zacatecas, los sitios de
muestreo presentaron concentraciones mayores a los niveles de arsénico permitidos

para agua de consumo que establece la norma oficial mexicana (25 pg/L).

Tabla 25. Concentracion de As en agua de las zonas de estudio

Zona Clave Concentracion
(po/L)*
DURANGO
Ejido Arenal EA 33.1 £6.7
Colonia Hidalgo CH 65.518.1
Labor de Guadalupe LG 7.5%0.0
Carlos Real CR 40.00.8
ZACATECAS
Guadalupe G 25.610.0
Rincon de Romos RR 20.5+0.0
SAN LUIS POTOSI
Cerrito Blanco |CB  |288.30.0

* Desviacién estandar paran =3

Para el calculo del FBT de las especies inorganicas de As se tomd en consideracion
las concentraciones de As total en las muestras de agua y de cada especie de As en

cada espécimen de estudio, los valores se muestran en la Tabla 26. Como se puede
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observar la especie que presentd mayor biotransferencia fue As (V) que comparado

con la especie de As (lll), presenta menor toxicidad (ver Tabla 1).

Tabla 26. Factor de biotransferencia de especies inorganicas de As determinados en
la zona de estudio

FBT (dias/L)
Durango San Luis Potosi
Especie | EJIDO "ARENAL" CERRITO
de As BLANCO

As (lll) | 8.7x10°-2.7x102 | 1.8x10°-5.1x10°
As (V) | 4.3x10%-6.8x10% | 4.2x10° - 1.2x10®

También es importante mencionar que los valores del factor de biotransferencia para
As (lll) y As (V) fueron mayores que valores previamente reportados para arsénico
total en estudios realizados (Tabla 27), indicando que las zonas de estudio presentan
una fuente importante de contaminacion por actividad antropogénica y representan un
riesgo latente para la poblacion que habita en estas zonas. Por lo que es de interés
realizar estudios posteriores de evaluacion de riesgo para la salud humana y
establecer alguna medida para reducir las concentraciones de As en agua en estas

zonas contaminadas.
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Tabla 27. Factor de biotransferencia para As total reportados en la literatura

FBT REPORTADO PARA As REFERENCIA
5 -4
46x10 a 57x10 [37]
-4
6x10 [26]
6 5
2.6x10 a1.5x10 [25]

4.9 Correlacion de metales analizados en leche bovina cruda

En varios estudios se ha tratado de correlacionar la presencia de metales esenciales

y téxicos en leche para evaluar si la concentracién de los metales esenciales se ve

afectada por la presencia de los metales téxicos. Asi, en el presente trabajo surgié el

interés de establecer la correlacién entre la concentracidon de arsénico en leche con la

concentracion de otros metales en leche y con la concentracion de As en agua de

consumo, para establecer el grado de asociacién entre las variables analizadas. Se

llevé a cabo un analisis de correlacion de Pearson para n=29 (tabla 28). La

concentracion de As en leche presentd una correlacion positiva y significativa

(p=<0.05) con la concentracién de Zn, Cu y Fe en leche, pero no hubo una correlacién

con la concentracion de As en agua; lo cual indica que hay una asociacién entre As-

Zn, As-Fe y As-Cu, pero no entre las concentraciones de As en leche y en agua.
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Tabla 28. Coeficientes de correlacion de Pearson para el contenido de As y de

metales de estudio en leche

As leche Zn leche Fe leche Cu leche As agua
As leche 1.0000 0.6695* 0.5400* 0.6706* 0.1253
Zn leche 1.0000 0.576497* | 0.5557* -0.1029
Fe leche 1.000000 0.2530 -0.2629
Cu leche 1.0000 0.05910
As agua 1.0000

* Las correlaciones son significativas a p < 0.05 (para n=29)

Esta asociacién puede deberse a la fuente comun de contaminacién de la leche en
las zonas de estudio, que fue la mineria. Estudios realizados también han mostrado
una correlaciéon significativa entre metales analizados en muestras de leche. En
Pakistan se evalu6 la presencia de los metales Ca, Mg, Cu, Zn, Fe, Mn, Pb, Cd, Cry
Ni, en leche, se encontré que los datos mostraron que la concentracién de plomo
estaba correlacionada (<0.01) con el hierro y el cromo a un nivel de
significacién<0.05. El niquel se encontré que se correlaciond (<0.05) sélo con zincy
cromo [67]. En otro estudio en Polonia se determiné las concentraciones de metales
pesados téxicos cadmio (Cd) y plomo (Pb) y los principales metales esenciales Ca,
Mg, P, Cu, Fe, Mn, Se y Zn en muestras de leche para dos variedades de vacas
Simmental (n=20) y Holstein-Friesian (n = 20) criadas en granjas organicas,
obteniendo correlaciones significativas positivas para ambas razas de los siguientes

elementos: Pb-Cd, Pb-Se, Cd-Se, Cd-Mn, Zn-Cu, Zn-P, Ca-P, Ca- Mg y Mg-P [68].

Estos resultados aunado a que no existe correlacion positiva con la concentracion de
As en agua y leche sugieren que debe realizarse una evaluacién posterior de las
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concentraciones de As en las zonas de estudio de tanto el suelo y aire en donde
pastan y también del alimento que consumen que nos permita las fuentes de
contaminacion de As en leche de las zonas de estudio, considerando que el modelo
matematico empleado para la determinacion del FBT que fue descrito por Steven
[26], incluye solamente para el calculo la concentracién de As en el agua de consumo

como principal fuente de transferencia de As hacia la leche.
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5. CONCLUSIONES

La zona de San Luis Potosi fue la que presenté mayor problema de contaminacion
por metales téxicos (As y Pb) en leche, superando las concentraciones establecidos

por la Comision Europea, representando asi un riesgo para los consumidores.

Las concentraciones de metales esenciales (Cu, Fe y Zn) en leche, fueron altas
comparadas con los valores ya reportados en otros estudios, lo que indica graves
problemas de contaminacion, principalmente por actividad minera de las zonas de

estudio.

La concentracién de As en agua para la mayoria de las zonas de estudio (71%)
superoé el limite permisible y las concentraciones mas altas en leche se presentaron

en San Luis Potosi y Durango, siendo este ultimo importante productor de leche.

Se desarroll6 un método de determinacion de especies inorganicas de As en leche
que incluye la extraccion de especies inorganicas de arsénico empleando acido
fosférico 0.3 M asistido por microondas a 90°C y la separacién para las especies de
arsénico usando un cartucho de intercambio anidnico, obteniendo porcentajes de
recuperacion para As (lll) y As (V) del 83 y 100%, respectivamente en las muestras

de leche.
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En las muestras de leche procedentes de las zonas de estudio se encontré que la

especie mayoritaria fue As (V) con porcentajes del 47 al 76% del As total.

El factor de biotransferencia para las especies de arsénico inorganico en leche bovina
cruda determinado a través del agua de consumo en las zonas de estudio fue mayor

que 1 x 10° dias/L.

La correlacion positiva y significativa (p<0.05) encontrada entre los metales Fe, Cu y
Zn, leche y el As en leche sugieren una fuente de contaminacién comun que pudiera
estar asociada a las actividades de mineria que se desarrollan en las zonas de
estudio, por lo que debe considerarse otro modelo para el calculo del factor de

biotransferencia, que incluya las concentraciones de As en alimento, en suelo, etc.
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