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RESUMEN
Angel Anastacio Saucedo Velez Fecha de graduacion: mayo de 2016.
Universidad Autonoma de Nuevo Leo6n - Facultad de Ciencias Quimicas.

Titulo de tesis: DESARROLLO DE UN METODO DE EXTRACCION ASISTIDO POR
MICROONDAS PARA LA DETERMINACION DE COMPUESTOS
ORGANOARSENICALES EN MUESTRAS DE PIENSO DE LA INDUSTRIA DE
ALIMENTOS BALANCEADOS.

Numero de paginas: 103.

Candidato para el Grado de Maestro en Ciencias con Orientacion en Quimica Analitica
Ambiental.

Area de estudio: Quimica Analitica Ambiental.

Proposito y método de estudio:

El proposito del estudio fue desarrollar un método de extraccion asistido por microondas para la
determinacién de roxarsona, nitarsona y &cido p-arsanilico en muestras comerciales de pienso. Las
muestras de pienso fueron obtenidas de diferentes forrajeras localizadas en el area metropolitana de
Monterrey. El contenido de arsénico total se determindé mediante Espectroscopia de Fluorescencia
Atdmica con sistema de generacién de hidruros (HG-AFS) después de digestion acida asistida por
microondas de las muestras siguiendo el procedimiento EPA 3052 modificado. Se desarrollé un
método asistido por microondas para la determinacion de los compuestos organoarsenicales en
piensos, las condiciones empleadas fueron H3PO4 1.5 M, temperatura de 120°C durante 45 min. El
andlisis de los compuestos organoarsenicales se llevo a cabo mediante HPLC-UV-HG-AFS
obteniendo un LOD de 0.2 pg/L. En la parte de confirmacidn de la presencia de p-ASA se desarrollé
una metodologia para la derivatizacién con 1,3-propanoditiol y analisis mediante GC-MS. En esta
Gltima etapa se propuso la implementacién de un nuevo agente extractante: el HCI 0.5M/MeOH 1:1
(v/v) obteniéndose recuperaciones superiores al 97% y un LOD de 24.23 ug/L.

Contribuciones y conclusiones:

En los estudios de recuperacion de arsénico total en las muestras de pienso se alcanzaron porcentajes
de recuperacion dentro del rango de 69.0% a 99.2% para la determinacion de estos compuestos en
diferentes muestras de pienso. La principal especie detectada fue el acido p-arsanilico en un rango de
concentraciones de 5.50 a 57.45 mg p-ASA/kg-pienso para la metodologia HPLC-HG-UV-AFSy de
4.85a57.17 mg p-ASA/kg-pienso mediante GC-MS, siendo esta Gltima técnica una herramienta para
confirmar la presencia inequivoca de p-ASA. Con ello, queda en evidencia el uso de estos compuestos
de arsénico como agente de engorda, coexistiendo éste como un factor contaminante de alimentos y
mantos acuiferos, lo cual podria representar un riesgo para salud humana.

(Estudiante) Q.F.B. Angel A. Saucedo Velez (Director) Dr. Jorge L. Guzman Mar
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I.  INTRODUCCION

1.1 CONTAMINACION AMBIENTAL DEBIDO AL DESARROLLO INDUSTRIAL

A nivel mundial, la contaminacion ambiental es uno de los problemas mas criticos a
solucionar; la presencia de agentes fisicos, quimicos y/o bioldgicos en el agua, aire y suelo,
continta incrementandose proporcionalmente con el aumento de las actividades industriales
y agricolas. En la actualidad, México enfrenta importantes desafios en materia de
degradacion ambiental y en particular, con respecto a la calidad del agua, suelo y aire. La
mayor causa del deterioro continuo del ambiente es el insostenible modelo de produccién y
consumo, particularmente en los paises industrializados (1-3).

El incremento de industrias genera residuos que tienen un efecto negativo sobre el ambiente,
deteriorando la calidad de los recursos naturales. Dentro de estos procesos industriales, se
encuentran los dedicadas a la produccion de alimentos balanceados para animales (4).

1.2 INDUSTRIA DE ALIMENTOS BALANCEADOS PARA ANIMALES

La normativa europea define pienso como ‘“cualquier sustancia o producto, incluidos los
aditivos, destinado a la alimentacion por via oral de los animales, tanto si ha sido
transformado entera o parcialmente”. Un pienso (compuesto) “es un alimento para los
animales”, constituido por una mezcla de materias primas (vegetales y/o animales y/o
minerales) que son transformadas o no con el fin de lograr un alimento nutritivo y sano para
los animales (5). Existen dos tipos de pienso:

a) Completos: son una combinacion de ingredientes que aportan al animal todos los
nutrientes que necesita, y son los que se utilizan normalmente en la alimentacion de
aves, cerdos y en los animales de compafiia.

b) Complementarios: son aquellos que estdn formulados para combinarse con otras
materias primas. Estos piensos se combinan con forrajes y son utilizados
frecuentemente en la alimentacion de caballos y rumiantes (vacas, ovejas, cabras,
etc.).

Por otra parte, para el tratamiento de animales con trastornos de salud y unicamente en los
casos estrictamente necesarios, 10s piensos pueden estar formulados para llevar algun tipo de
medicamento. En este caso se utiliza exclusivamente como via de suministro de la
medicacion. Su elaboracién necesita autorizacion administrativa y su utilizacion debe estar
prescrita por un veterinario. Este tipo de pienso se denomina pienso medicamentoso (6).

Las materias primas que forman un pienso son principalmente cereales, que representan
alrededor del 50-60% de la composicion final del pienso, principalmente maiz, cebada y trigo

(7).



Los siguientes ingredientes mayoritarios son las materias primas proteaginosas y
oleaginosas, principalmente soya, que representa alrededor del 14%. Los frutos o las semillas
de las plantas proteaginosas y oleaginosas se caracterizan por su elevado contenido en
proteina. Ademas se utilizan para extraer aceites (girasol, colza, etc.) (8). Los piensos de
forma minoritaria contienen una serie de ingredientes que confieren el equilibrio necesario
para que cumplan con los requisitos nutricionales necesarios para mantener la salud y el
bienestar de los animales como son minerales, vitaminas, etc. (4, 8-11).

La produccion mundial de alimento balanceado (pienso) para animales fue de 963 millones
de toneladas en el afio 2013, estando México en el cuarto lugar con una produccion de 29
millones de toneladas (Figura 1) (4, 12). En México hay 552 transformadoras de bienes
agricolas en alimentos balanceados, distribuidas principalmente en los estados de Jalisco,
México, Michoacén, Puebla, Chiapas, Querétaro, Distrito Federal y Nuevo Le6n de acuerdo
al Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) (13, 14).

Brasil
6%

Italia
1%
Corea
1% Tailandia
1% canada
Holanda 2% N ! 3 Meéxico
1%  Francia eémania pysia  Japon Espafia 3%

2% 2% 2% 2% 3%

Figura 1. Produccion mundial de alimentos balanceados en el afio 2012.
FUENTE: Elaborada por el Consejo Nacional de Fabricantes de Alimentos Balanceados y de la
Nutricion Animal, A.C., con datos de IFIF / 2013 Alltech Global Feed Summary.

1.3 COMPUESTOS ORGANOARSENICALES

Los compuestos organoarsenicales se adicionan a los piensos con el fin de controlar
enfermedades, favorecer el incremento de peso, proporcionar un mejor plumaje, aumentar la
produccion de huevos en pollos y para ayudar en la pigmentacion de la carne en las aves y
cerdos de corral (15, 16). Son cuatro los aditivos organoarsenicales aprobados por la
Administracion de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos Americanos (FDA-USA, por
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sus siglas en inglés) para la prevencion de enfermedades en el ganado: roxarsona (ROX),
acido p-arsanilico (P-ASA), nitarsona (NIT) y carbarsona (CAB) (Tabla 1), siendo este
altimo compuesto el de menor uso (17). Estos compuestos son solubles en agua, pueden ser
excretados a través de las heces de los animales tratados sin sufrir grandes cambios y también
son desechados durante el proceso de fabricacion en el agua residual de las industrias que se
dedican a la fabricacién de alimentos para ganado (17-21). Estudios realizados por Garbarino
etal. (17), Rutherford et al. (22), Chiou et al. (23) entre otros, han puesto en duda la seguridad
al utilizar estos compuestos organoarsenicales como aditivos de engorda.

Tabla 1. Compuestos organoarsenicales, propiedades y usos.

Acido p-Arsanilico Carbarsona Nitarsona Roxarsona
Nombre IUPAC Acido 4-aminofenil SEERAS Acido 4-nitrofenil ACIdo 3-nitro-4-
. carbamilaminofenil L hidroxifenil
arsonico - arsonico -
arsonico arsonico
Nombre comercial Atoxyl Carb-O-Sep Histostat-50 3-nitro
Nombre abreviado p-ASA p-UPAA p-NPAA 3-NHPAA
ARS CAR NIT ROX
Formula molecular CeHgAsSNO3 C7HaAsN204 CeHsASNOs CeASNHgOs
Masa molecular 217.05 260.08 247.04 263.04
(g/mol)
Estructura oH Q OH Q
O——As—OH HO——As——OH O—As——OH HO——As——OH
NO,
NH, O\C __NH NO, OH
L
Porcentaje de 34.6 28.8 30.4 28.5
arsenico (%)
Numero CAS 98-50-0 121-59-5 98-72-6 121-19-7
Uso | Pollos, pavos, cerdos Pavos Pollos, pavos Pollos, pavos

1.3.1 ROXARSONA (ROX)

La roxarsona (acido (4-hidroxi-3-nitrofenil) arsonico) es un compuesto organoarsenical
derivado de acido fenilarsonico que se utiliza ampliamente para la produccion de aves de
corral como aditivo para piensos que mejora la absorcion de los nutrientes del alimento en
los animales, aumentando la ganancia de peso y mejorando el rendimiento de la alimentacion,
y como un coccidiostatico, se empled por primera vez en la década de 1940 (24). El farmaco
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se aprobd para su uso en aves de corral y/o en cerdos, junto con la nitarsona, &cido arsanilico
y carbarsona (25). La roxarsona es conocida en el mercado con el nombre de 3-nitro por
Zoetis, filial de Pfizer (26).

La roxarsona presenta en su estructura arsénico (As) organico pentavalente. El riesgo de
intoxicacion por roxarsona se produce por una sobredosis accidental o deliberada. La dosis
recomendada de roxarsona es de 25 a 50 mg/kg. En pollos una dosis de 100 mg/kg reduce el
crecimiento muscular (27, 28).

La roxarsona se utiliza en el pienso para prevenir la enfermedad de coccidiosis que es causada
por especies del género Eimeria. Se han reportado infecciones por las siguientes especies: E.
acervulina, E. maxima, E. tenella, E. brunetti, E. mitis, E. mivati, E. hagani, E. necatrix y E.
praecox (18, 29). Ademas, la roxarsona se administra en combinacién con ionéforos y otros
antibidticos, incluyendo la bacitracina, disalicilato de metileno, lincomicina, virginiamicina,
y tilosina para combatir los parasitos intestinales y las infecciones (30).

1.3.2 ACIDO P-ARSANILICO (P-ASA)

El &cido p-arsanilico (acido (4-aminofenil) arsdnico) ha sido ampliamente utilizado en la
industria de aves de corral y cerdos para promover el crecimiento y prevenir la disenteria
(31). Ademas es recomendado para la prevencion y tratamiento de la coccidiosis (32, 33).
También es utilizado por la industria de la alimentacion para promover el crecimiento,
aumentar la eficiencia de alimentacion y controlar la enfermedad de la cabeza negra
(histomoniasis). Para la promocion del crecimiento, el acido p-arsanilico se incorpora
generalmente en alimentos para cerdos a niveles entre 50 y 100 mg/kg y en aves de corral se
adiciona a 100 mg/kg (20, 34). El acido p-arsanilico es conocido en el mercado con el nombre
de Pro-Gen Plus Feed Supplement de Fleming Laboratories (35). El &cido p-arsanilico mejora
la eficiencia de la alimentacion en la codorniz; sin embargo, el arsénico se deposita en los
huevos, el rifion, el higado y el corazon (36).Un estudio realizado por Aschbacher (37)
detecto la presencia de acido p-arsanilico en higado y rifiones de cerdos y pollos. Ademas,
los productos metabolicos de acido p-arsanilico se detectaron en las heces, la orina y la bilis,
lo que sugiere que la absorcion, distribucion y metabolismo de los compuestos
organoarsenicales no son insignificantes.

1.3.3 NITARSONA (NIT)

La nitarsona (&cido (4-nitrofenil) arsonico) se utiliza para el tratamiento y prevencion de
histomoniasis en pavos provocada por Histomonas meleagridis (15). Comercialmente es
conocida como Histostat, distribuido por Zoetis una filiar de Pfizer. La nitarsona es el Gnico
farmaco antiparasitario de uso veterinario a base de arsénico que actualmente esta aprobado



en el tratamiento de ganado de engorda. La dosis recomendada para este compuesto en la
dieta de pavos con una edad de entre 2 a 12 semanas de vida es de 185.7 mg/kg (38, 39).

1.3.4 CARBARSONA (CAR)

La carbarsona (&cido (4-carbamoilaminofenil) arsonico) distribuida en el mercado con el
nombre de Carb-O-Sep, es utilizado en las dietas de aves de corral para la prevencion de
enterohepatitis infecciosa o histomoniasis (enfermedad de la cabeza negra o tiflohepatitis del
pavo), la cual es una enfermedad parasitaria producida por el protozoo Histomonas
meleagridis afectando a gallinaceas en general y especialmente a los pavos. También es
utilizado en el tratamiento de la amebiasis provocado por Entamoeba histolytica (40, 41). En
las aves de corral, la carbarsona se administra en dosis de 75 mg/kg para el tratamiento de la
amebiasis y histomoniasis en los pavos (42). En 2013, la carbarsona fue retirada del mercado
de USA (43).

1.4 PROHIBICION DEL USO DE COMPUESTOS ORGANOARSENICALES

A partir del afio 1999, se prohibi6 el uso de la roxarsona en el tratamiento de ganado avicola
en la Unién Europea (44). En el caso de USA, en 2008 la FDA retir6 del mercado la roxarsona
al encontrar resultados que indicaron que las aves tratadas con este compuesto presentaron
un aumento en la cantidad de arsénico en tejidos siendo una via que significativamente
contribuye a la exposicion de arsénico (24, 45). Derivado del mismo estudio, en 2013 la
empresa farmacéutica Zoetis retird del mercado el acido p-arsanilico y carbarsona en USA.
La nitarsona al igual que todas sus mezclas con agentes de engorda sera retirada del mercado
en USA para finales del 2015 (46, 47). Sin embargo, para los paises de Latinoamérica y, en
especial México aln no se tiene una regulacion para la venta y utilizacion de estos
compuestos organoarsenicales como agentes de engorda para ganado (48).

1.5 PROBLEMATICA AMBIENTAL ASOCIADA AL USO DE COMPUESTOS
ORGANOARSENICALES

La roxarsona, acido p-arsanilico y nitarsona se consideran compuestos inofensivos para el
hombre, sin embargo, son rapidamente transformadas durante el compostaje y almacenaje
del estiércol (17) y su aplicacion como fertilizante en los suelos agricolas (49).

Debido a que el uso excesivo de fertilizantes convencionales, especialmente los
nitrogenados, puede causar la degradacion de los suelos y la disminucién de la calidad del
agua superficial y subterranea. En los Gltimos afios el empleo alternativo de abono organico
ha tomado especial relevancia, y su uso ha sido enmarcado bajo el contexto de una agricultura
sostenible (50).



Entre los abonos mas utilizados se destaca el estiércol de pollo, por su alto contenido en
nitrogeno y fosforo (51). En relacion a esto, el uso de roxarsona en la alimentacion de pollos
de engorda y de &cido p-arsanilico en los cerdos (52, 53) es discutible, ya que estos
compuestos organoarsenicales son eliminados en los desechos sin cambios en su estructura
quimica y por lo tanto, tenderan a acumularse en el estiércol del ganado (54).

En el caso del pollo, durante la fase de crecimiento, en los 42 dias de administracion de
roxarsona en la dieta, cada pollo excreta aproximadamente 150 mg del compuesto (55) lo
que equivale a una concentracion de 30 a 50 mg/kg de arsénico en el estiércol. Cuando estos
productos se utilizan como fertilizantes, se aplican dosis entre 1 a 2 toneladas/hectérea (17).
Diversos autores han reportado concentraciones de arsénico entre 14 y 47 mg/kg en el
estiércol de aves de corral, cuando fueron alimentados con roxarsona (55, 56). Estudios
realizados por Garbarino et al. (17) y Rutherford et al. (22) para la determinacion de especies
arsenicales en extractos de suelo, revelaron que los suelos tratados con estiércol de ave
contenian cinco a seis veces mas arsénico que los suelos no tratados.

Existe evidencia clara de que la roxarsona puede permanecer en la superficie del suelo, como
también puede ser movilizada por los procesos de lixiviacion y escorrentia hacia estratos mas
profundos del suelo agricola, en donde estaria sujeta a sufrir procesos de biotransformacion
a compuestos arsenicales inorganicos mas maviles y toxicos (57).

El aumento de la movilidad de los productos de degradacién de los compuestos
organoarsenicales representa una amenaza para la calidad del suelo y las aguas subterraneas.
En la Figura 2 se muestran los mecanismos posibles por el cual el ser humano esta expuesto
a la contaminacion por los compuestos organoarsenicales (58).

Entre los productos de transformacion de los compuestos organoarsenicales como la
roxarsona se incluyen compuestos inorganicos, como arseniato (As (V), AsO4>), arsenito
(As (I11), AsOy), asi como una variedad de compuestos arsenicales organicos como &cido
monometilarsénico (MMA) y é&cido dimetilarsénico (DMA) (20, 58). Los compuestos
arsenicales inorganico y arsenicales metilados producto de la transformacion de la roxarsona
podrian constituir un riesgo significativo para la salud (24, 59, 60). Los metabolitos
pentavalentes MMA y DMA son menos toxicos que las especies inorganicas de As(lll) y
As(V) (61). La toxicidad del arsénico es bien conocida y no sélo depende del estado de
oxidacion, sino también de su forma quimica, siendo méas toxicas las especies inorganicas.
El As (I11) es 60 veces més toxico que el As (V) para humanos (62, 63). Asi el empleo de
aditivos organoarsenicales ha sido considerada como una fuente de contaminacion ambiental
en las Gltimas décadas (64).
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Figura 2. Fuentes de ingesta de compuestos organoarsenicales (58).
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1.6 ARSENICO

El arsénico es el elemento numero 33 de la tabla periddica de los elementos y tiene dos formas
comunes de oxidacion: el trivalente As (I11) y el pentavalente As (V). El arsénico tiene la
capacidad de formar componentes organicos e inorganicos en el ambiente y el cuerpo
humano (65).

El arsenito es capaz de unirse a los grupos sulfhidrilo de las enzimas (receptor de
glucocorticoides, GR) e inhibir diversas actividades enzimaticas relacionadas con el
metabolismo celular y la respiracién. La intoxicacion cronica por arsénico produce anorexia
acompafada de alteraciones gastrointestinales, neuritis periférica, conjuntivitis y lesiones de
la piel que incluyen hiperqueratosis y melanosis. Este oscurecimiento de la piel es
caracteristico de una exposicion prolongada a arsénico y puede ser un factor en el desarrollo
de cancer de piel (66).

El arseniato al ser un analogo del fosfato, entra a la célula por medio de vias especificas para
el transporte de fosfatos, inhibiendo la fosforilacion oxidativa. A pesar de que el As (V) no
interacta directamente con el &cido desoxirribonucleico (ADN), los efectos indirectos del
arseniato pueden crear una alteracion de la expresidn génica, a través de la interrupcion de la
metilacion del ADN, la inhibicion de la reparacion del ADN, del estrés oxidativo, o la
alteracion de la modulacion de las vias de transduccion de sefiales (67-69).

De igual forma el As (V) que es absorbido se reduce a As (I11) en la sangre. EI As (I1) es
considerado biologicamente la forma mas toxica del arsénico, que sufre de una metilacion
primaria en el higado formandose el MMA y DMA, siendo estos metabolitos excretados mas
rapidamente que las especies de arsénico inorganicos (70, 71).



Los humanos pueden estar expuestos al arsénico a partir de una variedad de fuentes en el
ambiente, incluyendo alimentos, agua potable y el aire (Figura 2). Después de la ingestion y
la absorcion, la mayoria de las especies de arsénico inorganico se eliminan rapidamente de
la sangre (vida media entre una y dos h). Aproximadamente el 40 al 70% del arsénico que es
absorbido y metabolizado, se excreta en 48 h. A través de anélisis de orina, se ha informado
que el MMA 'y el DMA son facilmente y rapidamente absorbidos, aproximadamente 75-85%,
a traveés del tracto gastrointestinal (68, 69, 72, 73).

Los signos de las enfermedades cronicas por exposicion a largo plazo a baja concentracion
de arsénico son: decoloracion de la piel, indigestion cronica y calambres en el estdbmago. La
exposicion a largo plazo puede producir cancer de piel, pulmon, rifién e higado, ademas de
dafio cardiovascular (74), y depresion del sistema inmunolégico (75) .

Bajo este contexto, la fertilizacion de suelo agricola con estiércol de pollo y la excreta de
orina implicarian un transporte probable de especies organoarsenicales desde el estiércol al
suelo, con el consecuente impacto en la salud. Por otro lado, también existe el riesgo de
contaminacion por arsénico del agua para consumo humano, tales como agua superficial o
subterranea.

Asi, el objetivo del presente estudio es implementar una metodologia de extraccion asisitida
por microondas y deteccion por el sitema de HPLC-UV-HG-AFS para la determinacion de
ROX, NIT y p-ASA en muestras de pienso y una posterior confirmacion de las especies
detectadas por el sistema GC-MS.

1.7 MARCO TEORICO

1.7.1 EXTRACCION ASISTIDA POR MICROONDAS

En los ultimos afios el uso de la tecnologia de microondas para la preparacion de muestras
ha sido ampliamente utilizado para la separacién de analitos en diferentes matrices
ambientales, alimentos y muestras bioldgicas (76-80). Las razones de la gran difusion de la
tecnologia de microondas se relacionan con las ventajas que esta posee sobre las tecnologias
mas tradicionales, en la Tabla 2 se mencionan dichas ventajas.



Tabla 2 Ventajas del calentamiento por microondas sobre el calentamiento convencional
(81-84).

Calentamiento convencional

Calentamiento por microondas

Se produce de la superficie hacia el interior,
menos homogéneo

Se produce directamente dentro de la mezcla, mas
homogéneo

El contenedor debe estar en contacto con la
mezcla para provocar el calentamiento

No se requiere contacto fisico con el contenedor

Se requiere de una fuente térmica

Las ondas electromagnéticas provocan el
calentamiento

El calentamiento es por conduccién

El calentamiento es dieléctrico, volumétrico y
selectivo

La transferencia de energia va del contenedor
hacia la mezcla

Se calienta la mezcla mientras que el contenedor
provoca perdida de calor

Los componentes de la mezcla se calientan por
igual

Existe un calentamiento especifico sobre
moléculas con momento dipolar

La velocidad de calentamiento es menor

La velocidad de calentamiento es mayor

La temperatura maxima esta limitada por el punto
de ebullicion de la mezcla

Se puede generar sobrecalentamiento

Poco amigable con el medio ambiente

Amigable con el medio ambiente

Uso de volumenes de reactivos mayores a 50 mL

Uso de volumenes de reactivos desde 5 a 50 mL

Procedimientos poco reproducibles

Procedimientos mas reproducibles

Perdida de elementos volatiles

Recuperacion cuantitativa de elementos volatiles

La radiacién por microondas calienta solamente la fase liquida, mientras que los vapores no
absorben energia de microondas. La temperatura de la fase de vapor es por lo tanto inferior
a la temperatura de la fase liquida y se da la condensacion de vapor en las paredes de los

vasos (84, 85).

1.7.2 SISTEMAS DE MICROONDAS

Los equipos de microondas utilizados para el tratamiento de la muestra, se pueden clasificar
en dos grupos de acuerdo a cémo se aplica la energia de microondas a la muestra:

e Sistemas multimodo, donde la radiacion de microondas se dispersa de forma aleatoria
en una cavidad, de tal forma que se tiene una radiacion uniforme dentro de la zona de
la cavidad y la muestra es irradia de manera uniforme.

e Sistema focalizado o monomodo, donde la radiacion de microondas se concentra en
una zona restringida, aqui la muestra se somete a un campo eléctrico mucho mas

fuerte que en el caso anterior.

Por lo general los sistemas multimodo son del tipo de recipiente cerrados y los sistemas

monomodo utilizan recipientes del tipo abierto.



En los Ilamados sistemas de vasos abiertos, las extracciones proceden bajo presion
atmosférica. Como consecuencia de ello, la temperatura maxima posible se determina por el
punto de ebullicién del disolvente a esa presion. Tales sistemas utilizan un sistema de
microondas focalizado, de modo que el calentamiento de la muestra es homogénea y muy
eficiente. Las pérdidas de vapores se impiden por la presencia de un sistema de reflujo como
se ilustra en la (Figura 3a) (85) en la parte superior del recipiente de extraccion. Esta técnica
es nombrada MAE focalizado (FMAE, por sus siglas en inglés).

En el caso de sistema de vasos cerrados, la muestra se sumerge en un recipiente que contiene
un disolvente que al recibir la radiacion de microondas tiene la propiedad de absorberla. Al
ser irradiado con energia de microondas el disolvente se puede calentar muy por encima de
su punto de ebullicion y al utilizar vasos cerrados se puede trabajar a altas presiones (Figura
3b). Este sistema es generalmente nombrado como MAE presurizado (PMAE, por sus siglas
en inglés) (86-88).

Sistema de reflujo ———————3

Microondas difundidas

A

Magnetron

Magnetron

\/
—

i 1 Vaso cerrado

|+ Solvente

r Guia de onda

NG

™
Microondas focalizado Sedimento

Sedimento

a. Horno de microondas focalizado b. Horno de microondas multimodo

Figura 3. Vista esquematica del (a) horno de microondas focalizado y del (b) horno de
microondas multi-modo (88)

1.7.3 TEORIA DE MICROONDAS

Las microondas son ondas de radio de alta frecuencia (campos de radiofrecuencia) e igual
que la radiacién visible, son parte del espectro electromagnético. La irradiacion por
microondas es una irradiacion electromagnética en el rango de frecuencia de 0.3 a 300 GHz,
que corresponde a longitudes de ondade 1 mmalm.

Los hornos de microondas hoy en dia operan a una frecuencia de 2.45 GHz (correspondiente
a una longitud de onda de 12.25 cm) con el fin de evitar la interferencia con las
telecomunicaciones, las redes inalambricas, y las frecuencias de telefonia celular (89-91). Al
incidir la radiacién de microondas sobre un cuerpo que tiene material dielectrico, se ve
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afectada la rotacion de las moléculas de la sustancia que lo forma, mientras que su estructura
molecular se mantiene inalterable. La energia de microondas consiste en un campo eléctrico
y un campo magnético (Figura 4), aunque solamente el campo eléctrico transfiere energia
en forma de calor a la sustancia con la que dicha radiacion entra en contacto y de tal forma
las moléculas vibren, muevan u oscilen mas rapidamente.

Campo eléctrico

H

£ = Campo eléctrico
H = Campo magnético
¢ = Velocidad de la luz
A = Longitud de onda
Campo magnétic?-_.y

.
e

-
.
-
-t

C

— A
2.45 GHz=12.25cm
Figura 4. Propagacion de la onda electromagnética.
Las microondas son reflejadas, transmitidas o absorbidas por los materiales en sus
trayectorias, de manera similar a la luz. Los materiales metalicos reflejan totalmente las

microondas mientras que los materiales no metalicos como el vidrio y algunos plasticos son
mayormente transparente a las microondas (92) (Figura 5).

Metales

(@)

Solventes

(b)
<

Teflon, Vidrio, Cuarzo

(c)

<

Figura 5. La interaccion de las microondas con diferentes materiales: (a) conductores
eléctricos. (b) materiales absorbentes y (c) aislantes.

Los materiales que contienen agua, por ejemplo los alimentos, los fluidos o los tejidos,
rapidamente absorben la energia de las microondas, la cual después es convertida en calor
(83).
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1.7.4 TEORIA DEL CALENTAMIENTO POR MICROONDAS

Mientras que, por ejemplo, en un proceso convencional empleando un bafio de agua, el
calentamiento es dirigido a través de la sustancia pasando primeramente a través de las
paredes del recipiente para finalmente llegar al disolvente y los reactivos, en el caso de la
radiacion de microondas el acoplamiento con las moléculas se lleva a cabo directamente en
el interior del medio, que puede ser un alimento, una disolucion acuosa, 0 por extension un
determinado medio de reaccion. En la Figura 6 se expone esquematicamente este mecanismo
(93-95).

Dado que el proceso no es dependiente de la conductividad térmica del material del
recipiente, el resultado es un supercalentamiento localizado de forma instantanea. Los dos
mecanismos de transferencia de energia de la radiacion de microondas para conseguir el
calentamiento de la muestra son la rotacion dieléctrica y la conduccion ionica.

corrientes de
conveccion

Bafio de agua

>

500 K

Calentamiento por conduccidén

Muestra con la mezcla de

' disolventes {absorbe la

energia de microondas)

A\

300

Sobrecalentamiento

localizado

Microondas

=

Pared del vaso
(trasparente a la energia

Calentamiento por microondas de microondas)

=

Figura 6. Mecanismo de calentamiento de una sustancia en contacto con la radiacion por
microondas.

1.7.4.1 MECANISMO DE ROTACION DIELECTRICA.

Para que un material pueda generar calor cuando es irradiado con microondas debe poseer
un momento dipolar. Cuando este material es expuesto a radiacion de frecuencias de
microondas, los dipolos de las moléculas se alinean segun el campo eléctrico aplicado.

Como el campo aplicado oscila, las moléculas que se comportan como dipolos intentan
alinearse con éste, y durante este proceso la energia se pierde en forma de calor mediante
friccion molecular y pérdidas dieléctricas. La cantidad de calor generado es directamente
proporcional a la habilidad de alinearse de los dipolos con el campo aplicado. Si los dipolos
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no tienen suficiente tiempo para alinearse o se reorientan demasiado rapido con el campo, la
muestra no se calienta.

A 2.45 GHz el campo rota 4.9 x 10° veces/s y se encuentra situado entre estos dos extremos
mencionados anteriormente, da tiempo a los dipolos para alinearse con el campo, pero no
para seguir la alternancia de éste. De esta forma, se genera una diferencia de fase entre la
orientacion del campo y el dipolo. Esta diferencia de fase causa que la energia se pierda en
forma de calor por fricciones o colisiones moleculares y por pérdidas dieléctricas dando lugar
a la calefaccion dieléctrica.

Es preciso remarcar que la interaccion entre la irradiacion microondas y los liquidos polares
ocurre cuando la frecuencia de la radiacion es similar a la frecuencia del proceso de relajacién
rotacional y, por lo tanto, no es un fendbmeno de resonancia de mecanica cuantica (Figura 7).

Tendencia é= rotacion

1) @ ©))

Figura 7. Mecanismo de rotacion dieléctrica.

En el tiempo (1) la molécula de agua esta alineada con el campo eléctrico de la onda. En el
tiempo (2) el campo invierte su direccion y tiende a girar la molécula. En el tiempo (3) la
direccion de la ola de nuevo se cambia y la molécula tiende a seguir. EI proceso se repite

4.9 x 10° veces por segundo (92).

Los gases no pueden ser calentados mediante radiacion de microondas ya que las distancias
entre las moléculas en rotacion son demasiado grandes, ademas, no poseen momentos
dipolares adecuados para las pérdidas dieléctricas. A su vez, los sélidos cristalinos son
practicamente transparentes a la radiacion de microondas, ya que si las moléculas se
encuentran formando una estructura cristalina no pueden moverse libremente como en el
caso de los liquidos (92, 95, 96).
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1.7.4.2 MECANISMO DE CONDUCCION IONICA

El otro mecanismo principal de calefaccion es la conduccion iénica. Durante la aplicacion
del campo electromagnético oscilante las particulas cargadas disueltas (iones) en una muestra
oscilan de un lado a otro provocando colisiones con los &tomos o moléculas vecinas. Estas
colisiones causan agitacion o movimiento produciendo calor. Asi, si dos muestras que
contienen la misma cantidad de agua desionizada y agua mineral, respectivamente, son
calentadas con radiacion microondas a una potencia de irradiacion fija el mismo tiempo, el
agua mineral se calentard mas rapido debido al contenido en iones (Figura 8).

Los efectos de la conduccion i6nica son particularmente importantes cuando se esta
trabajando con liquidos i6nicos y en microondas. ElI mecanismo de la conductividad es
mucho maés fuerte que el de la rotacion dipolar en cuanto a la generacion de calor se refiere
(92).

Las fricciones que ocurren en ambos mecanismos producen incrementos rapidos y eficientes
de temperatura en la solucion. Con frecuencia el agua es el componente mayoritario presente
en los procesos de extraccion o digestion, por tal motivo, la rotacién del momento dipolar
del agua es la que generalmente contribuye mas al incremento de temperatura.

B: campo eléctrico
E E: campo magnético

Figura 8. Conduccion idnica.

Cualquier compuesto que posea un dipolo importante, o alguna especie i6nica, puede
interactuar con las microondas, y asi se incrementard la temperatura. La cantidad de las
especies que interactian con la radiacion de microondas, es el factor mas importante en el
calentamiento de la mezcla sometida al proceso de digestion (97).
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1.7.5 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA ATOMICA

Los atomos 0 moléculas que son excitados a altos niveles de energia pueden caer a niveles
mas bajos emitiendo radiacion (emision o luminiscencia). Para los atomos excitados por una
fuente de energia a alta temperatura esta emision de luz es cominmente Ilamada emision
atdbmica y Optica (espectroscopia de emision atémica) y para los atomos excitados con
radiacion electromagnética, es llamada fluorescencia (espectroscopia de fluorescencia
atomica, AFS).

En AFS, un atomo neutro en fase gaseosa es capaz de emitir un fotdn, tras haber sido excitado
mediante la absorcion de otro fotdn proveniente de una fuente de radiacion intensa. Existen
tres tipos de transiciones, principalmente: de resonancia, Stokes y anti-Stokes.

En el primer caso (Figura 9a), los niveles energéticos basales y excitados involucrados en
los fendmenos de absorcion y emision son los mismos. Sus lineas de emision son las mas
intensas, debido a que estas transiciones son las mas probables. En las transiciones no
resonantes (Stokes y anti-Stokes), los fotones absorbidos y emitidos tienen distinta energia.

En la transicion Stokes (Figura 9b), el &tomo absorbe radiacién y pasa del estado basal a un
estado excitado 2, seguido por fluorescencia para quedar en un estado excitado intermedio y
finalmente llegar al estado basal a través de un fendmeno no radiante. En la transicion anti-
Stokes, se llega a un estado excitado 1 a través de un fendmeno no radiante y al estado
excitado 2 por absorcién de radiacion, donde al regresar a su estado basal se emite
fluorescencia (Figura 9c). Las lineas fluorescentes no resonantes se utilizan generalmente
cuando la excitacion es por laser (98).

Estado excitado 2

b4 Estado excitado 1

e = = = =

ki N

2 Estado basal

(a) (b) (c)

Figura 9. Diagrama simplificado de niveles de energia para ilustrar AFS
a) transicion de resonancia, b) transicion Stokes y c) transicién anti-Stokes. Lineas
continuas, absorcion o emision de radiacion; lineas discontinuas, procesos no radiantes.

Las técnicas analiticas basadas en la fluorescencia atdbmica se han aplicado a la determinacion
de metales y metaloides en materiales como aceites lubricantes, agua de mar, muestras
geoldgicas, metalurgicas, clinicas, ambientales, agricolas, alimentos, etc. (99).
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1.7.5.1 INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA (IF)

La Intensidad de Fluorescencia (IF) es la medida de la luz emitida por una molécula
fluorescente (fluoréforo) tras ser excitada por un haz de fotones de mayor intensidad y con
una longitud de onda menor. Una molécula es excitada por la radiacion producida por una
fuente y filtrada a una longitud de onda especifica por un sistema monocromador.

La muestra excitada emite radiacion, normalmente con menor energia y a una longitud de
onda mayor que la radiacion de excitacion y fluoresce durante microsegundos tras la
excitacion. La radiacion emitida es filtrada, recogida y detectada por un tubo
fotomultiplicador (PMT), y es cuantificada en unidades de intensidad de fluorescencia

En ausencia de autoabsorcion, la intensidad de fluorescencia (IF) es directamente
proporcional a la concentracion (C) de la sustancia absorbente, pero solo a concentraciones
relativamente bajas (99).

1.7.6 SISTEMA DE GENERACION DE HIDRUROS

Las técnicas de generacion de hidruros representan un método para introducir como un gas
muestras que contienen compuestos volatiles de algunos elementos como son arsénico,
antimonio, estafio, selenio, bismuto y plomo en un atomizador. Tal procedimiento reduce los
limites de deteccion para estos elementos, aumentando la sensibilidad por un factor de 10 a
100. Los hidruros volatiles se generan al afiadir una disolucion acuosa acidificada de la
muestra a un pequefio volumen de una disolucién acuosa al 1% de borohidruro de sodio
contenida en un recipiente de vidrio. Una reaccion caracteristica es como se muestra en la
Reaccion 1:

BBH;(QC) + 3H(-'(-16) + 4H3A503(ac) - 3H3803(ac) + 4ASH3(g) + 3H20(l) (ReaCCién l)

El hidruro volatil (arsina AsHz) se arrastra hacia la camara de atomizacion mediante un gas
inerte. La camara es por lo regular un tubo de silice calentado entre 300 a 450°C, un horno
de tubo o en una flama donde tiene lugar la descomposicion del hidruro, lo que da lugar a la
formacién de &tomos del analito. La concentracion del analito se mide entonces por absorcion
0 emision. La sefial tiene una forma de pico similar a la que se obtiene con la atomizacion
electrotérmica (99).
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1.7.7 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA EFICIENCIA (HPLC, HIGH-
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY)

La cromatografia es una técnica instrumental (Milhail Tswett, 1906) que ha evolucionado
enormemente en los Ultimos afios desde la década de los setenta, inicialmente concebida
como método de separacidn, ha llegado a convertirse en una fuente inagotable de métodos
de analisis (100).

El proceso cromatografico contempla la separacion de los componentes de una mezcla, para
ello, una muestra de la mezcla (o el extracto de una muestra) sera disuelta en una fase mavil
(en este caso un liquido). La fase movil es impulsada a través de una fase estacionaria, que
debe ser inmiscible con ella, y que debé de ser solida (cromatografia liquido-solido) (100,
101).

Las fases estacionarias son seleccionadas de tal forma que los componentes de las muestras
presenten diferencias en cuanto a sus propiedades fisicoquimicas (solubilidad, tamafio, fuerza
iGnica, polaridad, afinidad, etc.) para cada fase. Las interacciones quimicas entre la fase
movil y la muestra, y entre la muestra y la fase estacionaria, determinan el grado de migracion
y separacion de los compuestos contenidos en la muestra (102). Como resultado de estas
diferencias en la movilidad de los componentes de una muestra estos se separaran uno de
otro (100).

En la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés), la muestra es
inyectada en el seno de la fase movil, donde es soluble, y es transportada a través de una
columna por el flujo continuo de fase mdvil a alta presion. La fase estacionaria esta formada
por particulas de pequefio didmetro, por tanto, con una gran superficie de interaccion,
contenidas en la columna. Este proceso cinético es conocido con el nombre de elucién. La
velocidad a la que un analito se mueve a través de la columna, con respecto a los demas
presentes en la mezcla, esta determinada por el tiempo que permanece en la fase movil.

Los instrumentos modernos para la cromatografia de liquidos de alta resolucion estan
equipados a menudo con valvulas de alimentacion que introducen los solventes desde dos o
mas recipientes a una velocidad que varia en forma continua (Figura 10). La relacion de
volumen de los solventes se puede modificar lineal o exponencialmente con el tiempo.
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Figura 10. Diagrama esquematico que muestra los componentes de un HPLC
(99).

1.7.8 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA EFICIENCIA EN FASE
REVERSA

Todas las formas de cromatografia de liquidos son procesos de migracién diferencial, donde
los componentes de la muestra son selectivamente retenidos por una fase estacionaria y
eluidos secuencialmente mediante el cambio de polaridad de la fase movil. En la
cromatografia de fase reversa se utiliza una fase estacionaria de particulas de silice
quimicamente modificadas con hidrocarburos saturados, insaturados o aromaéticos de
diferentes tipos, usualmente un grupo funcional octadecilo u octilo que convierte a la fase
estacionaria en una matriz apolar y una fase maovil polar con ello la cromatografia en fase
reversa permite separar moléculas en base a su polaridad. Para este tipo de cromatografia se
emplean mezclas de solventes polares, tales como agua, acetonitrilo, acetato de etilo, acetona
y alcoholes alifaticos.

Las moléculas se retienen en la columna en funcién de las interacciones hidrofébicas que
establecen con la silice modificada. Aunque las interacciones hidrofobicas son en general
bastante débiles, son también a menudo muy numerosas y para eluir las moléculas es
necesario disminuir la polaridad del disolvente; para ello se puede substituir el agua de la
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fase movil con un solvente organico cuya concentracion se va aumentando gradualmente
(103).

1.7.9 ESPECIACION QUIMICA DE LOS COMPUESTOS ORGANOARSENICALES

Es de suma importancia la especiacion de los compuestos organoarsenicales, ya que de ello
depende su destino y el posible impacto en los procesos ambientales. Los valores de pKa
para los compuestos organoarsenicales se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Constantes de disociacién &cidas para los compuestos organoarsenicales

Compuesto pPKaz PKaz pKas  Referencia
Acido p-arsanilico | 2.00 400  8.90 (104)
Carbarsona 380 8.10 - (58)
Nitarsona 220 7.78 . (105)
Roxarsona . 345 595 915 (105)

La carbarsona, nitarsona, y roxarsona son especies neutras a pH por debajo de pKai; la
primera constante de disociacion &cida para estos tres compuestos es en el rango de pH de
2.20a3.45. Amayor pH, estas se convierten en especies anidnicas debido a la desprotonacién
de los grupos carboxilo y arseniato que tienen en su estructura.

En el caso del acido p-arsanilico al trabajar en valores de pH por debajo de su pKas, el grupo
amino de la estructura quimica se encuentra protonado de tal forma que la carga neta en la
molécula sera positiva; a valores de pH entre su pKa y pKa2 el grupo hidroxi esta
desprotonado y el grupo amino protonado dando una carga cero en la estructura; a valores
superiores del pKa2 el grupo hidroxi y amino se encuentran desprotonados siendo la carga
neta negativa. El grado de disociacion de los compuestos organoarsenicales afecta la
interaccion con solidos, suelo, agua, y su reaccion a través de medios fotoliticos y
acumulacion en los organismos vivos. Estas propiedades también influyen en la seleccion de
los métodos de extraccion para el analisis de los compuestos organoarsenicales (58).

1.7.10 DERIVATIZACION

Uno de los pasos para el desarrollo de técnicas analiticas es el tratamiento de la muestra, es
una etapa crucial para el analisis de muestras complejas y constituye uno de los pasos mas
importantes del proceso analitico, dado que permite convertir la matriz original en una simple
y acorde para el analisis; para ello se llevan a cabo diversos porcesos que tienen como
objetivo la remocidn de interferencias, aumentar la concentracién del analito, incremento de
la robustez del método haciéndolo independiente de la variaciones de la matriz y también
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transformar al elemento estudiado en una especie apta para su deteccion o separacion, este
ultimo aspecto se conoce como derivatizacion (106).

La derivatizacion es una técnica que implica una reaccion quimica entre el analito y un
reactivo para cambiar las propiedades quimicas y fisicas del mismo. La derivatizacién es
comunmente aplicada sobre todo en Cromatografia de Gases (CG) con la finalidad de obtener
especies mas volatiles y no emplear temperaturas demasiado altas que puedan descomponer
los analitos en el equipo o también con la finalidad de insertar un grupo funcional a la
estructura de lamolécula de estudio que aumente su resolucion y sensibilidad en la deteccion.

La derivatizacion suele llevarse a cabo en disolucién, es decir, las muestras acuosas son
mezcladas directamente con la disolucioén del reactivo, formandose derivados mas adecuados
para su aislamiento y preconcentracion, asi como para su deteccion (107).

Dada la afinidad del arsénico para formar enlaces fuertes con azufre, muchos métodos para
el analisis por GC se han desarrollado utilizando diversos mercaptanos tales como 1-
etanotiol, 1-propanotiol (108), 2,3-dimercapto-1-propanol (109), toluen-3,4-ditiol (110)
tioglicol metilato (111) metiltioglicolato, etiltioglicolato, 1,3-propanoditiol y 1,5-
pentanoditiol (112). Diversos trabajos reportados en la literatura, concuerdan que el mejor
agente derivatizante para los compuestos organicos de arsénico tales como MMA, DMA y
roxarsona es el 1,3-propanoditiol (113, 114). En la Figura 11 se muestra la reaccion tipica
de derivatizacion utilizando 1,3-propanoditiol.

)

o S. .S

HO. I _.OH A “As” + 5H,0
,AIS + HS/\/\SH + 2H3O+ —_ é 2
R

Figura 11. Reaccion general de derivatizacion con 1,3-propanoditiol

1.7.11 CROMATOGRAFIA DE GASES

Como ya se ha mencionado en la seccién 1.7.7 la cromatografia es una técnica que permite
separar los diferentes componentes de una matriz basada en el intercambio de los solutos
entre 2 fases.

En cromatografia de gases (CG), la muestra se volatiliza y se inyecta en una columna
cromatografica a una temperatura controlada. La elucion se produce por el flujo de una fase
movil de gas portador (quimicamente inerte), la fase maévil no interacciona con las moléculas
del analito cuya Unica funcidn es la del transporte de este a través de la columna. El helio es
el gas para fase mdvil mas comdn, pero también se usan argdn, nitrégeno e hidrégeno. En
este punto se produce la separacion de los componentes de la mezcla por medio de un
mecanismo de particion (cromatografia de gas-liquido) o de adsorscion (cromatografia gas-
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solido), que finalmente son determinados gracias a un detector que amplifica la sefial
integrandola y dando lugar a los resultados analiticos. Una clave para que se lleva a cabo la
separacion es la presion de vapor de los compuestos que en terminaos generales a mayor
presion de vapor menor sera el tiempo de retencion en la columna (115).

Existen fundamentalmente dos tipos de cromatografia de gases:

Cromatografia Gas-Solido (CGS) cuya fase estacionaria es un sélido y el tipo de
equilibrio con la fase movil es una adsorcion.

Cromatografia Gas-Liquido (CGL) cuya fase estacionaria es un liquido adsorbido
sobre un solido, el equilibrio lo marca el coeficiente de reparto.

Esta técnica ha sido la mas empleada por exactitud, sensibilidad y reproducibilidad, dado que
permite la separacion e identificacion de mezclas complejas al proporcionar informacion
estructural cuando el detector es un espectrémetro de masas (116).

Los componentes basicos de cromatografo de gases acoplado a espectrometria de masas se
muestran en la Figura 12 y los cuales son (117):

v’ Gas portador. Su propdsito es transportar los componentes volatiles de la muestra a

través de la columna. El gas es inerte y no reacciona con la muestra y la fase
estacionaria.

Puerto de inyeccion. Existen tres técnicas de inyeccidn de muestras (gas o liquido)
las cuales son modo Split, Split-less y on column. Tanto en el modo Split y Split-less
se inyecta y vaporiza la muestra en una cdmara de vaporizacion, pero en el modo Split
solo se envia una pequefia fraccion de la muestra a la columna y en el modo Split-less
toda la muestra es dirigida a la columna, de tal forma que el modo Split-less es es
adecuado para el analisis de trazas o de componentes muy volatiles. Por otro lado, la
técnica on column se lleva a cabo en frio, eliminando la etapa de vaporizacion,
principalmente para evitar una descomposicioén de compuestos termolébiles.
Columna y horno. Se utilizan principalmente dos tipos de columna, las empacadas y
las capilares, su longitud puede variar entre 5 a 100 m. Normalmente se configuran
como helicoides con diametros de 10 a 30 cm, para poder colocarse en un horno
termostatizado. EI horno termostatizado proporciona tantos programas de aumento
constante de temperatura (isotérmica) o definidas (rampa de temperatura) para un
control practico de la temperatura ya que es una variable importante para la
separacion de los compuestos de la matriz.

Detector. Es un dispositivo que mide la concentracion de cada uno de los
componentes de la muestra y geneta una sefial eléctica proporcional a la concentacién.
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Figura 12. Diagrama esquematico del sistema GC-MS

1.7.12 DETECTOR DE ESPECTROMETRIA DE MASAS

El espectrometro de masas es considerado uno de los detectores mas potentes para la

cromatografia de gases. El espectrometro de masas debe de ser capaz de desempefiar cuatro
funciones:

v" lonizacion de la muestra.

v Aceleracién de los iones por un campo eléctrico.

v Dispersion de los iones segiin su masa/carga.

v Deteccidn de los iones y produccion de la correspondiente sefial eléctrica.

Para desempefar estas funciones el espectrometro debe de constar de cuatro partes
independientes (Figura 13):

v Un sistema para la introduccidn de la muestra.
v Una fuente de iones.

v Analizador de masas.

v’ Sistema detector y adquisicion de datos.
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Figura 13. Componentes de un espectrometro de masas.

El objetivo del sistema de entrada es la introduccién de una cantidad pequefia de la muestra
en la fuente de iones, donde los componentes de la muestra son trasformados en iones
gaseosos gracias al bombardeo con electrones, fotones, iones 0 moléculas. Otra manera de
lograr la ionizacion es aplicar energia térmica o eléctrica. Lo mas habitual de la salida de la
fuente de iones es un flujo de iones positivos o también iones negativos gaseosos que son
acelerados en el analizador de masas.

La funcion del analizador de masas es que se lleve a cabo la separacion de los iones
producidos por diferentes métodos en una fuente de iones, de acuerdo a su relacion masa-
carga (m/z) para que puedan llegar al detector.

Un espectrémetro de masas contiene un transductor que convierte el haz de iones en una
sefial eléctrica que pueda ser procesada, almacenada y mostrada. Los epectrometros de masas
requieren un complejo sistema de vacio para mantener una presion baja para asegurar la
colisiones no frecuentes para producir y conservar iones y electrones libres (99).

El trabajo realizado en esta tesis se basa en la metodologia analitica de GC-MS con una fuente
de iones por impacto de electrones, analizaror de cuadrupolo (Q) y multiplicador de
electrones, el siguiente apartado se centrara en estos elementos.
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1.7.12.1 ANALIZADOR DE MASAS

En la ionizacion por impacto de electrones la muestra entra en la fuente desde la interfaz de
GC-MS donde los electrones emitidos por un filamento entran a la camara de ionizacion que
es guiado por un campo magnético. Los electrones son emitidos por un filamento caliente de
tungsteno o renio y se aceleran por un potencial de aproximadamente 70 eV que son aplicados
entre el filamento y el &nodo. Los electrones de alta energia interactian con las moléculas de
la muestra, ionizandolas y fragmentandolas. El voltaje positivo empuja los iones positivos y
pasan a través de varias lentes electrostaticas concentrando los iones en un haz apretado que
es dirigido hacia el analizador de masas.

La parte principal de un instrumento cuadrupolar son las cuatro barras cilindricas de silice
fundida (cuarzo) recubiertas con una fina capa de oro acomodadas en paralelo y conectadas
de manera opuestas, de ellas un par estan conectadas al polo positivo y otro par estan al polo
negativo. A cada par de barras se les aplica voltajes variables de corriente. Para la obtencion
de un espectro de masas los iones son acelerados en el espacio entre las barras mediante una
diferencia de potencial de 5 a 10 V. Todos los iones que tengan un determinado valor de m/z
Ilegan al transductor y los demés iones chocan con las barras y se convierten en moléculas
neutras (Figura 14) (99).

Ion con
trayectoria

inestable Transductor de

iones

_—

|-

- Ion con
Fuente .
trayectonia

estable

de iones e

Figura 14. Espectrometro de masas cuadrupolar.

El detector en el analizador es un dinodo conversor de alta energia (HED) acoplado a un
multiplicador de electrones (EM) el cual recibe los iones que han pasado a través del
analizador de masas y son golpeados por el dinodo, el cual genera una sefial eléctrica
proporcional al nimero de iones que lo golpean. Los electrones secundarios del dinodo son
acelerados y enfocados hacia un segundo dinodo, el cual también emite electrones
secundarios, de ese modo la amplificacion es llevada a través de un efecto “cascada”(99).
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Il.  ANTECEDENTES
2.1 METODOS DE EXTRACCION DE COMPUESTOS ORGANOARSENICALES

Liu et al. (2015) desarrollaron un método de extraccion enzimatica para la determinacion de
acido  N-acetil-4-hidroxi-m-arsanilico (NAHAA), arseniato, arsenito, roxarsona,
arsenobetaina (AsB), MMA y DMA en muestras de carne de pollo por HPLC-ICP-MS y
HPLC-ESI-MS. Para la extraccién se pes6 0.3 g de muestra y se agregaron 30 mg de papaina
y 5 mL de agua desionizada. La extraccion fue asistida por ultrasonido durante dos ciclos de
dos min. Posteriormente, la muestra se incub6 en un bafio maria a 60°C durante seis horas.
El sobrenadante se analizé por HPLC. En este trabajo se reportaron porcentajes de extraccion
de 88% para arsénico total en las muestras de estudio (118). El analisis de muestras de pollos
que reciben alimentacion que contenia roxarsona mostré la presencia de: (concentracién en
Hg/kg £ desviacion estandar) AsB (10£4), As (I11) (113+7), As (V) (7£2), MMA (51+5),
DMA (64+6) y roxarsona (18+1), ademas de cuatro especies de arsénico no identificadas con
una concentracion aproximada entre 1-10 pg/kg.

Huang et al. (2014) determinaron las especies de As (111), As (V), DMA, MMA, 3-A-HPA
(&cido 3-amino-4-hidroxi fenil arsonico), 4-HPAA (&cido 4-hidroxi fenil arsonico) y ROX
en muestras de suelo, fertilizante del tipo gallinaza y diferentes vegetales recogidos después
de 33,48, 50, 54 y 68 dias de crecimiento donde se empled gallinaza como fertilizante
mediante la técnica de HPLC-HG-AFS. Para la extraccion de estas especies en muestras de
suelo y gallinaza se utilizd 10 mL de HsPO4 0.1 M/ NaH2PO4 0.1 M (1:9 v/v) y agua para el
los vegetalesy se puso en bafio maria a 50°C durante 10 h. El sobrenadante se paso a través
de un cartucho Cyg para la remocion de pigmentos y compuestos organicos hidrofobicos. El
filtrado se liofilizd y se disolvié en agua y se analizé por HPLC-HG-AFS. Las recuperaciones
de las especies de arsénico estudiadas estuvieron en un rango de 45.8 a 98.8% en gallinaza,
de 60.3 a 104.1% en suelos, de 58.6 a 99.1% en los brotes de los vegetales y de 60.1 a 96.5%
en raices de vegetales. Los resultados reflejan que el As podria ser absorbido por los vegetales
a través de la roxarsona presente en la gallinaza que se emplea como fertilizante organico
(19).

Yao et al. (2013 y 2012) separaron por HPLC-HG-AFS siete compuestos organoarsenicales
entre ellos ROX, 3-A-HPA, 4-A-HPA, MMA, DMA, As (V) y As (I11) en muestras de suelo,
estiércol de pollo, plantas y muestras de alimentos balanceados. En las muestras de suelo y
estiércol se pesaron 1.0 y 2.0 g de muestra respectivamente, y para la extraccion de los
compuestos organoarsenicales se utilizo 10 mL de NaH2PO4/H3PO4 (0.1 M de PO4*) (9:1
v/v) en bafio maria a 55°C durante 10 h, pasando este tiempo se extrajo asistido por
ultrasonidos durante 20 min, y se centrifug6 a 4000 rpm durante 10 min. El sobrenadante fue
separado Yy el residuo re-extraido con 5 mL de extractante. Los residuos de mezclaron y
aforados a 20 mL y finalmente se filtraron las muestras. En el caso de las muestras de plantas
el procedimiento fue igual, pero se utilizd agua para extraer 0.25 g de muestra. Las
recuperaciones para ROX, 3-A-HPA, 4-A-HPA, MMA, DMA, As (V) y As (111) en muestras
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de plantas fueron en el rango de 62.2 a 103.7%. En muestras de estiércol se reportaron
recuperaciones entre 54.4 y 104% y para las muestras de suelo de 66.1 a 99.8% (119) y (120).

Liu et al. (2008) determinaron ROX y p-ASA por HPLC-HG-AFS en tres tipos de alimentos
balanceados para animales, utilizando como agente extractactante metanol al 20% (v/v) en
agua. Para ello 1.0 g de muestra se le adicion6 75 mL del agente extractante, la extraccion se
realiz6 en bafio de ultrasonido durante 15 min, seguido de 30 min en agitacion,
posteriormente la muestra se filtrd. La evaluacién de la recuperacién de especies de arsénico
por el método propuesto se llevd a cabo analizando muestras fortificadas, reportando
porcentajes entre 77 a 83% (121).

Chen et al. (2011) utilizaron una mezcla de metanol/acido acético (90:10, v/v) para la
extraccion de ROX, NIT y p-ASA en muestras de alimento balanceado y su posterior
deteccion por HPLC-UV-Vis. Para la extraccion cinco gramos de muestra se agitaron durante
15 min con el agente extractante, se sonicd en un bafio ultrasénico durante 10 min y se
centrifugaron. Al extracto obtenido se agrego sulfato de cobre (1) (CuzSO4) al 2% para la
precipitacion de proteinas. EI sobrenadante se pas6 por un cartucho de intercambio aniénico
fuerte (SAX, por sus siglas en inglés), se eluy6é con 5 mL de &cido férmico/metanol (5:95,
v/V) y se evaporé hasta sequedad bajo una corriente de nitrégeno. El residuo seco se disolvio
con 2 mL de una mezcla al 1% é&cido acético/metanol (97:3, v/v). La evaluacion de la
recuperacion del método se llevd a cabo analizando muestras fortificadas con roxarsona,
nitarsona y acido p-arsanilico reportando porcentajes de recuperacién de los compuestos
organoarsenicales del 81 a 91% (122).

Al igual que en los trabajos anteriores, Wang et al. (2011) determinaron p-ASA por HPLC-
UV-Vis en alimento para ganado. Para la extraccion se utilizo6 NaOH 25 mM, donde las
muestras se dejaron por 30 min a bafio maria a 50°C con agitacion ocasional, se centrifugo a
3500 rpm por 10 min, pasandose el sobrenadante por un filtro del.2 um y el sedimento se
volvid a extraer dos veces con 20 mL de NaOH 0.025 M y se adicionaron al sobrenadante 5
mL una disolucion de sulfato de cobre (1%, p/v) para precipitar las proteinas, por ultimo se
filtr6 a través de una membrana de nylon de 0.22 um. Se reportaron porcentajes de
recuperacion de 93 a 98% (34).

Liu et al. (2013) desarrollaron un método para la cuantificacion de ROX, p-ASA, As (l1),
As (V), DMA y MMA en muestras de sedimentos y suelos utilizando HPLC-ICP-MS. Para
la extraccion 0.5 g de muestra se extrajo con 5 mL de 0.5 M H3PO4 durante 16 h a temperatura
ambiente. Posteriormente el sobrenadante se centrifugd a 5000 rpm vy se filtro. Para evaluar
el rendimiento de extraccion, una muestra de suelo fortificado se prepar6 a partir del suelo
que no contenia los analitos. Se reportaron en las muestras de estudio porcentajes de
recuperacion para As(l1l), DMA, MMA, As(V), ASA, y ROX de 101+0.87, 102+2.8,
101+1.0, 114+3.3, 102+6.4 y 103+2.6%, respectivamente (123).
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2.2 METODOS DESCRITOS PARA LA DETERMINACION DE COMPUESTOS
ORGANOARSENICALES

Peng et al. (2014) determinaron arsenobetaina (AsB), As (111), DMA, As (V), 3-AHPAA, N-
AHPAA, ROX vy &cido 4-amino fenilarsénico (4-APAA) en muestras de higado de pollo.
Para la separacion cromatogréfica se utilizé una columna de intercambio aniénica PRP-
X110S y dos fases moviles: a) 5% de metanol y b) una mezcla de bicarbonato de amonio 60
mM con 5% de metanol y pH 8.75, la deteccion se realizd de forma simultanea por
espectrometria de masas con fuente de plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) y por
espectrometria de masas en tandem con ionizacion por electrospray (ESI-MS/MS). Los
limites de deteccidn reportadas con las dos técnicas fueron de 0.001 a 2.2 pg/L (124).

Jackson et al. (2011) determinaron ROX, p-ASA vy sus precursores (MMA, DMA, arseniato
y arsenito) en gallinaza utilizando como agente extractante agua. Las muestras se separaron
por cromatografia idnica y deteccion en linea por ICP-MS. Se utilizaron tres diferentes
columnas: la AS14 con un grupo funcional alquilo de amonio cuaternario utilizando como
eluyente NaH>PO4s 0.01 M (pH 7.2), la AS16 con grupo funcional alcanol de amonio
cuaternario y eluyente NaOH 0.05 M y la AS7 con grupo funcional alquilo de amonio
cuaternario usando HNO3z en concentraciones de 0.05 y 0.0025 M como eluyente. Los limites
de deteccion fueron menores empleando las columnas AS16 y AS7 (<0.05 pg/L). La
principal especie de arsénico detectada en el extracto acuoso de gallinaza fue roxarsona,
ademas se encontraron concentraciones traza de DMA y As(V) (125).

Cui et al. (2012) utilizaron cromatografia de liquidos de alta resolucion con generacion de
hidruros y oxidacién ultravioleta acoplada a espectrometria de fluorescencia atomica (HPLC-
UV-HG-AFS) para la determinacion de p-ASA, ROX y NIT en muestras de tejido animal.
Para la separacion cromatografica emplearon una columna en fase reversa Cig con una fase
movil de 5:95, v/v metanol/KH2PO4 0.050 M (con 0.1% v/v de acido trifluoroacético) pH
1.67, un caudal de 1.2 mL/min reportando un tiempo de analisis de 20 min. Para la generacion
de hidruros se utilizé 20% KBHa al 5% de KOH. El limite de deteccion para p-ASA, NIT y
ROX fue de 0.24, 0.74 y 0.41 pg/L, respectivamente (15).

Guo et al. (2013), emplearon cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) acoplada
a un espectrometro de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) para determinar
p-ASA, &cido 4-hidroxifenil arsonico (4-OH), ROX, &cido fenilarsonico (PAA), As(V) y
acido 4-nitrofenil arsénico (4-NPAA) en muestras de pollo y alimento balanceado. Las
condiciones reportadas para la separacién cromatogréfica fueron el empleo de una columna
CAPCELL PACK Cyg con fase mévil metanol/agua (5:95, % v/v), butanosulfonato de sodio
0.0025 M como par iénico y acido malonico 0.01 M con un caudal de 1 mL/min a una
temperatura de 55°C y tiempo total de analisis de 20 min. Se report6 un limite de deteccion
para p-ASA de 10 ng/L, As(V) de 16 ng/L, 4-OH de 2.5 ng/L, 3-NHPA de 1.4 ng/L, PA de
3.1 ng/L y ROX de 2 ng/L (104).

Otro estudio sobre la determinacion de los tres compuestos de estudio fue el realizado por
Monasterio et al. (2011) que utilizaron cromatografia de liquido de fase reversa con pares
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ibnicos empleando deteccidn por espectroscopia de fluorescencia atdbmica con sistema de
generacion de hidruros (IP-HPLC-HG-AFS) para la determinacion de p-ASA, ROX y NIT
en muestras de orina, carne y alimento balanceado. Este método de HPLC con elucién
isocratica utilizé6 una columna de fase reversa Zorbax SB-AQ Cis con una fase mavil
compuesta de una mezcla de cido citrico 0.020 M y hexanosulfonato de sodio 0.005 M con
un caudal de 0.9 mL/min; para la foto-oxidacidn de utilizé como oxidante K2S20g al 2% (p/v)
en NaOH al 2% (p/v) y para la generacion de hidruros se utilizO NaBH4 al 1.1% (p/v) en
NaOH al 1% (p/v). Los limites de deteccion para el p-ASA, ROX y NIT fueron de 0.6, 1.6 y
1.6 pg/L, respectivamente y el tiempo de analisis fue de 16 min (126).

Chen et al. (2011) determinaron ROX, NIT, p-ASA y CAR en muestras de alimento
balanceado utilizando cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) con deteccion
UV. En este trabajo se empled cromatografia de fase reversa (columna Zorbax SB-Aq Cis a
temperatura de separacion 40°C) con una fase mavil de acido acético/ metanol al 1% (97/3
%v/v) a un caudal de 0.7 mL/min, volumen de inyeccion de 50 pL, y deteccion UV (260 nm)
dando untiempo total de analisis de 20 min. Los limites de cuantificacion reportados en este
trabajo fueron de 1 a 2 pg/g para los compuestos organoarsenicales (122).

Li et al. (2011) desarrollaron un método basado en la micro-extraccion liquido-liquido-
liquido y fibra hueca (HF-LLLME) combinado con determinacion por electroforesis capilar
y detector de ultravioleta (CE/UV) para la especiacion de cinco compuestos
organoarsenicales: PAA, 4-APAA, 4-H-PAA, ROX y 4-NPAA en muestras de pienso para
cerdo, desecho de cerdos, suelos y agua. Para la separacion se utilizd un capilar de silice
fundida con un didmetro interno de 50 umy 48.5 cm de longitud a una temperatura controlada
de 25°C. La deteccion fue a 210 nm. En la parte de la separacién se utilizé 25 mM NaHCOs
/ Na2COs (1:1, % (v/v)) a pH 9.75 como electrolito de fondo. Con esta metodologia se
reportan limites de deteccion de 6.9 pg/L para 4-APAA, 1.56 pg/L para 4-NPAA, 11.8 pg/L
para PAA, 5.6 pg/L para 4-HPAA y 10.2 pg/L para ROX (127).

Rosal et al. (2005) determinaron ROX vy seis productos de degradacion de este compuesto:
As(111), As(V), DMA, MMA, 3-AHPAA y 4-HPAA en muestras de excreta de gallina
mediante electroforesis capilar y deteccion por ICP-MS. Se utilizé un capilar de silice
fundida de 75 um de didmetro interno y 120 cm de longitud. El método analitico emple6 para
la separacion un buffer de fosfatos 20 mM a pH 5.7 (NaH2PO4-H,O/Na;HPO4-7H,0, 1:1, %
(p/p) y se aplicd un voltaje de 30 kV. Los limites de deteccion reportados con la utilizacién
de esta técnica fueron en un rango de 0.97 a 3.2 pg/L. El tiempo total de andlisis reportado
fue 15 min (128).

Roerdink et al. (2004) desarrollaron un método para la cuantificacion de roxarsona y sus
posibles metabolitos de degradacion en muestras de aguas superficiales. EI método
desarrollado incluye una derivatizacién con 1,3-propanoditiol y separacion por cromatografia
de gases con detector de masas cuadrupolar en paralelo con trampa de iones (QIT-MS) y
detector fotométrico de llama pulsante (PFPD). Para la separacién cromatogréafica se utilizé
una columna MS CP-Sil 8 (30 m x 0.25 mm con 0.25 um de pelicula). El puerto de inyeccion
se mantuvo a 250°C durante 1 min para la etapa de desorcion. La temperatura inicial de la
columna se mantuvo a 70°C durante 1 min luego pasando una rampa de 20°C/min hasta
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165°C, seguido de 8°C/min hasta 213°C y finalmente 50°C/min para alcanzar 303°C donde
se mantuvo durante 2 min (tiempo de analisis total 15.75 min). La la temperatura en el
detector de MS se mantuvo a 275°C. Con este método se reportaron limites de deteccion de
2.69 ng/L y recuperaciones de ROX de 103+10.9% en las muestras de agua superficial (113).

2.3 ANALISIS CRITICO

La determinacion de &cido p-arsanilico (p-ASA), nitarsona (NIT) y roxarsona (ROX) en los
piensos es crucial para comprender los mecanismos de transporte y destino final de estas
especies de arsénico, asi como su impacto al ambiente (58). Por lo cual es necesario
implementar nuevas técnicas que permitan la extraccion, separacion y determinacion de estos
aditivos en matrices ambientales, que permitan ahorrar costos y tiempo de andlisis. Para la
extraccion de compuestos organoarsenicales en diferentes matrices se han empleado
solventes polares, asistido en algunos casos por ultrasonido, requiriendo tiempo largo para la
extraccién ademas que se requiere tratar nuevamente la muestra para mejorar los porcentajes
de recuperacion y el empleo de volimenes grandes de disolventes (122, 129-132). Una
alternativa dentro de los procedimientos de extraccion lo constituye el uso de la extraccion
asistida por microondas (MAE, por sus siglas en inglés), que ha demostrado ser una
herramienta rapida y sencilla que permite recuperaciones cuantitativas y reduce la cantidad
de disolventes y muestras necesarias para la extraccion, ademas de permitir el control de
parametros que afectan a la eficacia de extraccion (temperatura, potencia y tiempo de
extraccién) para conseguir que el compuesto o compuestos de interés pasen de la muestra al
disolvente adecuado. Ademas el uso de un sistema de recipientes cerrados otorga la ventaja
que no se produzca contaminacion o pérdida de compuestos volatiles durante la extraccion
(133).

Para el caso de la determinacion, se reportan el uso de diferentes técnicas de separacion y
deteccion para estos compuestos en diferentes matrices, como es el caso de la cromatografia
de liquidos de alta resolucion con fase reversa con detector UV (HPLC-UV) para la
determinacion en alimento balanceado (122) este detector tiene la desventaja de que solo
puede ser utilizados para sustancias que absorben en un rango de longitud de onda del UV-
Vis, y que no es selectiva por la presencia de otros compuestos que absorban a la longitud de
onda del analito. También se describe el uso de la cromatografia de liquidos de alta resolucion
acoplado a la espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (HPLC-ICP-
MS) para su aplicacion en agua superficial, sedimentos y suelos cercanos a granjas de cerdos
(123, 132, 134-136) que presenta las desventaja de altos costos de adquisicion y
mantenimiento y complejidad de uso del equipo. También se describe el uso de la
electroforesis capilar acoplado a ICP-MS (128) y UV-Vis (127) que aungue es una técnica
cromatografica que presenta resolucion cromatografica comparada a la obtenida por
cromatografia de gases, su aplicacion a muestras reales se limitada por los efectos de matriz.
De igual forma también se describe el uso de la cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas (113), una de las limitaciones con la cromatografia de gases es que
implica el uso de agentes derivatizantes para llevar a cabo la separacion de compuestos
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organicos polares, sin embargo, acoplada a detector de espectrometria de masas (GC-MS)
permite una identificacion inequivoca de los compuestos de estudio. Otra técnica descrita es
la cromatografia de liquidos de alta resolucién de fase reversa acoplada a un sistema
deteccion por espectrometria de fluorescencia atomica con sistema de generacion de hidruros
(HPLC-HG-AFS) que se ha utilizado para la determinacién de estos componentes en
diferentes matrices como muestras de higado de cerdos y de pollos (15), pechuga de pollo
(129) y alimento balanceado (120, 121), siendo esta técnica una alternativa que proporciona
bajos costos de operacion y mantenimiento demas que presenta sensibilidades comparables
con ICP-MS para la determinacion de arsénico (137).

En base a lo anterior, se selecciono la cromatografia de liquidos de alta resolucién de fase
reversa acoplada a un sistema deteccion por espectrometria de fluorescencia atémica con
sistema de generacién de hidruros (HPLC-HG-AFS) como técnica de separacién y deteccidn
de los compuestos organoarsenicales, pero ademas se selecciono la cromatografia de gases
acoplada a detector de espectrometria de masas (GC-MS) como técnica para la confirmacion
estructural de los analitos detectados. Asi en este trabajo se propone el desarrollo de un
método para la determinacién de compuestos organoarsenicales en alimentos balanceados
para animales que se produzcan en la industria forrajera de la regidn, este proyecto consto de
un etapa de tratamiento de muestra con extraccion asistida por microondas y un
procedimiento de analisis que incluye tanto la determinacion por HPLC acoplado a un
detector de fluorescencia atomica con sistema de generacién de hidruros o bien el empleo de
la GC acoplado a espectrometria de masas para la identificacion inequivoca de los
compuestos organoarsenicales en el pienso.

I1l.  APORTACION CIENTIFICA

Desarrollar un método de extraccion asistido por microondas para su aplicacion en la
determinacion de ROX, NIT y p-ASA en pienso, por espectrometria de fluorescencia atomica
con sistema de generacion de hidruros.

IV. HIPOTESIS

El método de extraccion asistida por microondas para la determinacion ROX, NIT y p-ASA
en muestras de pienso permite obtener porcentajes de recuperacion > 95% en un tiempo <60
min.
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V. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un método de extraccidn asistida por microondas para la determinacion de NIT,
ROX 'y p-ASA, en pienso proveniente de la industria de alimentos balanceados.

VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtener muestras de pienso de las industrias dedicadadas a la fabricacion y distribucion
dentro del area metropolitana de Monterrey.

Determinar el contenido total de arsénico mediante HG-AFS en las muestras de estudio.

Implementar una metodologia de separacion y deteccién de los compuestos ROX, NIT y
p-ASA por HPLC/HG-AFS.

Evaluar, bajo las mismas condiciones, los agentes extractantes reportados en la literatura
para la extraccion de ROX, NIT y P-ASA en pienso.

Desarrollar un método de extraccion asistida por microondas (MAE) para ROX, NIT y
p-ASA en pienso.

Desarrollar una metodologia alternativa de determinaciébn de compuestos
organoasenicales por GC-MS.

Implementar un procedimiento de extraccion alternativa para la determinacion p-ASA en
muestras de pienso compatible con GC-MS.

Comparar los métodos propuestos para la determinacion de compuestos
organoarsenicales.

. Aplicar el procedimiento de extraccion propuesto para la determinacion de NIT, ROX y
p-ASA en muestras de pienso.

-31-



7.1 REACTIVOS

Reactivo

VII.

METODOLOGIA

Tabla 4 Reactivos

Formula quimica

Purezay casa comercial

Acido nitrico
Peroxido de hidrogeno
Persulfato de potasio
Tiourea

Acido L-ascorbico
Yoduro de potasio
Acido fosforico
Metanol

Acido acético glacial
CRM DORM-2

CRM BCR-279

Roxarsona

Nitarsona

Acido p-arsanilico
Estandar de arsénico
1000 mg/L

Sulfato de cobre (I1)

Agua grado reactivo
analitico

Borohidruro de sodio
1,3-propanoditiol
N-Hexano

Metanol

Acido clorhidrico fumante
Helio comprimido

HNO3

H20:

K2S,0s
CH4N>2S
CeHsOs

Kl

HsPO4

CHsOH

C2H402
Mdsculo de pescado
Lechuga marina

CeAsSNHsO6
CeHsASNOs
CeHsASNO3
As203

CuSOq
H.O

NaBH4
HS(CH.)sSH
CeHas
CH30OH

HCI

Ho
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grado ultratraza, (Fisher scientific)
grado ultratraza, (Fisher scientific)
pureza >99.9% (Sigma-Aldrich)
pureza >99.0% (Sigma-Aldrich)
grado reactivo (Sigma-Aldrich)
pureza >99.5% (Sigma-Aldrich)
pureza >99.0% (Sigma-Aldrich)
grado HPLC (M-TEDIA)

grado ACS (FERMONT)

National Research Council, Canada
IRMM - Institute for Reference
Materials and Measurements, Bélgica
pureza 99.9% (Sigma-Aldrich)
pureza 99.6% (Sigma-Aldrich)
pureza >99.0% (Sigma-Aldrich)
(Sigma-Aldrich)

pureza >99.0% (Sigma-Aldrich)
resistividad de 18.0 MQ cmY,
Barnstead, Thermo Scientific

pureza >99.0% (Sigma-Aldrich)
pureza 99% (Sigma-Aldrich)

>95%, (Fluka Analytical)

99.99%, Fisher Scientific

37%, grado ACS, EMSURE

> 99.999%, Alphagaz, Air Liquide
Espafa



7.2 MATERIALES Y EQUIPO

Material

Columna de fase reversa
para HPLC

Guarda columna para

HPLC Cg fase reversa
Jeringa de inyeccion para
HPLC

Micropipetas

Bafio de agua con agitacion
reciproca

Filtros de disco

Tubos de polipropileno
Balanza analitica

Mortero y pistilo de
porcelana

Horno de microondas
Centrifuga

Campana de humos

Barra de agitacion
magnética recubierta de

PTFE

Vial de 12x32mm. Rosca
Corta HP. Vidrio Claro.
Septa de Silicona/PTFE
Vial de vidrio transparente

Pipetas pasteur en vidrio
Jeringa 5ml

Filtro PVDF

Micropipeta

Balanza analitica AB204-
SIFACT

Termometro electrénico de
contacto

Plancha de calentamiento
Cromatografo de gases

Columna capilar DB-5MS

Tabla 5 Materiales y equipo

Casa comercial y especificaciones
Luna Cg, 5um 150 x 4.60 mm, Phenomenex

4 x 3 mm, Phenomenex
capacidad 100 pL modelo 810, Hamilton

capacidad de 200 pL y 1000 pL, BioPette, Labnet Inc.
capacidad 14.5L, Thermo Scientific

de teflon adaptables a jeringa con tamafio de membrana de
0.45 um, Phenomenex.

capacidad de 15 y 50 mL, (Corning)
TP-214, Denver intruments
100 mL, Coorstek

MARS 6, CEM

ST 16, Thermo scientific

CH 110, Prendo

8 mm largo x 3 mm diametro, MAGC-008-030, Lab box

0.3 mL., 8004-WM-H/i3u, CromLab.

Blanca, 1 mm, G004-HP-CB-SWFR10, CromLab.

con tapa de melamina verde con revestimiento PTFE, 7
ml, 27150-U, SUPELCO

230 mm

BD Plastipak.

0.2 um

100-1,000 pL, 20-200 uL, Eppendorf research plus

10 mg-220 g, METTLER TOLEDO

IKA ETS-D5

IKA RCT basic

Agilent 6890N network GC system con detector selectivo
de masas Agilent 5973 Network.

(methyl 5% phenyl polysiloxane 30m x 0.25mm i.d. x
0.25um) Agilent.
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Cromatdgrafo de liquidos de | detector UV-Vis (Series 200, Perkin-Elmer)
alta resolucion
Modulo de bomba HPLC (SY-8100, Rayleigh Analytical Instrument Corporation)
Espectrometro de | AF-640, Rayleigh Analytical Instrument Corporation
fluorescencia atomica con
sistema de generacion de
hidruros

7.3 OBTENCION DE MUESTRAS DE PIENSO

Las muestras comerciales de pienso se obtuvieron de diferentes establecimientos dedicados
a la produccion, distribucion y venta de alimento balanceado ubicadas dentro del Area
Metropolitana de Monterrey (AMM), tomando como criterio industrias que produzcan
alimento balanceado, ademas que en el producto comercial se especifique la utilizacion de
alguno de los agentes de engorda de estudio. La ubicacion de los establecimientos donde se
colectaron las muestras se observa en la Figura 15, se obtuvieron siete tipos de muestras de
pienso correspondientes a alimentos para pollo de engorda, gallo de pelea, caballo y cerdo
en engorda.

General
Escobedo
";3%2‘"
Apodaca
San Nicolas
de los Garza
Monterrey Guadalupe
~ MUNICIPIO FORRAJERA
MONTERREY | Forrajera “Las Espigas”
ESCOBEDO | Agronutrientes del Norte
APODACA | Forrajera Elizondo
GUADALUPE | Forrajera “La Milpa”

Figura 15. Ubicacién de los Sitios de muestreo de pienso en el AMM.
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7.3 PRETRATAMIENTO Y CONSERVACION DE LAS MUESTRAS

Las muestras de alimento balanceado para animales se pulverizaron utilizando un mortero y
pistilo ceramico para la reduccion del tamafio de particula. El polvo obtenido se paso a través
de un tamiz (WS TYLER) con un tamafio de poro de 250 um, al final las muestras se
almacenaron en bolsas con cierre hermético y se almacenaron a temperatura controlada de
4°C hasta el momento de su analisis.

7.4 DETERMINACION DE ARSENICO TOTAL Y COMPUESTOS
ORGANOARSENICALES

Antes del empleo de los equipos de AFS para determinacion de As total y de HPLC-HG-
AFS para la separacion de compuestos, se prepararon los estandares para la curva de
calibracion, en el caso de arsénico total de 8 puntos en un rango de 0-160 pg As/L a partir de
un estandar de 1000 pg As/L (As203) que fue usada para la determinacion de arsénico total
por AFS-HG, utilizando en todos los casos agua nanopura (18.0 MQ cm).

Para el analisis por cromatografia se prepararon estandares de 100 mg As/L de los
compuestos en estudio pesando 35.5 mg de la sal, en el caso de roxarsona (CsAsSNHgOs),
32.8 mg en el caso de nitarsona (CeHeASNOs) y 29 mg en el caso del &cido p-arsanilico
(CeHsAsSNO:3) obtenidos de Sigma-Aldrich y aforados a 100 mL con agua.

En el caso de la especiacion de arsénico por HPLC-HG-AFS se prepard una curva de
calibracién de 8 puntos en un rango de 0 a 1000 pg As/L tomando alicuotas de cada estandar
de los compuestos preparados anteriormente y de 6 puntos en un rango de 0 a 1200 pug As/L
para el caso de especiacion en HPLC/UV-Vis. En todos los casos para la preparacion de los
reactivos se utilizé agua nano pura 18.0 MQ cm.

Para la validacion del método analitico se tom6 en cuenta el calculd del coeficiente de
correlacion utilizando el software de Excel 2013 (Microsoft), ademas se calcularon los
limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ) en base a lo descrito por Ellison en
2009 (138) utilizando las siguientes ecuaciones:

3.3

LOD =s X —~ (Ecuacion 1)

LOQ =s X % (Ecuacion 2)
Donde:

b = pendiente de la curva de calibracion.

s = desviacion estandar (medicion de 10 blancos reactivos).
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La preparacion del borohidruro 2% p/v con NaOH 0.2% p/v se realiz6 pesando 5.0 g de
(NaBH4 pureza >99.0% Sigma-Aldrich), se agregaron 0.5 g de NaOH para asegurar la
estabilidad del borohidruro de sodio y se afor6é con agua nano pura a 250 mL. En el caso de
la preparacion de HCI al 10% v/v se pipeteo una alicuota de 50 mL de HClconc. Y Se aforo a
500 mL con agua nano pura. El reactivo de persulfato de potasio (K2S20s) al 2% v/v con
NaOH 0.2% p/v se prepard pesando 5 g de la sal y 0.5 g de NaOH para asegurar la estabilidad
del reactivo, finalmente se afor6 a 250 mL. En el caso de la mezcla de Kl al 12%/tiourea al
10% (1:1 v/v) se pesaron 6.0 g de Kl y 5.0 g de tiourea y se aforé a 50 mL. Finalmente, para
la preparacion de la fase movil se tomé un alicuota 20 mL &cido acético glacial (C2H402) y
se afor6 a 1 L, de igual forma se tomaron 40 mL de metanol (CHsOH) y se mezclaron en una
relacion de 96% &cido acético/4% metanol, seguido de la desgasificacion en bafio de
ultrasonido durante 30 min.

7.5 PROCEDIMIENTO ANALITICO

7.5.1 DIGESTION ACIDA ASISTIDA POR MICROONDAS (MAD)

Para la determinacion de As total se realizé una modificacion del método 3052 (139) descrito
por la Agencia de Proteccion Ambiental de USA (EPA, por sus siglas en inglés) que describe
el procedimiento de digestion &cida asistida por microondas; para ello se utilizaron
incialmente 0.25 g de pienso, 2.5 mL de HNO3conc. ¥ 2.5 mL de HClconc. Posteriormente, las
condiciones fueron modificadas para mejorar los resultados de digestion. En la etapa de
digestion MAD se utilizo el programa de digestion descrito en la Tabla 6.

Tabla 6. Programa de digestion empleado para las muestras: 0.2 g de muestra, 3 mL de
HNO3conc_, 1 mL de HCIconc_ y 1 mL de HZOZ

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

-36-



7.5.2 CUANTIFICACION DE ARSENICO TOTAL

Las muestras digeridas se recuperaron y diluyeron a un volumen final de 50 mL con agua
nanopura, se centrifugaron durante 10 min a 8,000 rpm; posteriormente del sobrenadante se
tomo una alicuota de 1 mL, a la que se le adicion6 1 mL de la mezcla de tiourea al 10% (p/v)
/K1l 10% (p/v), y se aforé a un volumen de 5 mL con agua nanopura. La mezcla se dejo
reaccionar durante 30 min. Finalmente se determind el contenido de arsénico total por HG-
AFS bajo las condiciones descritas en la Tabla 7. Cada muestra se analizo6 por triplicado y
se midio un blanco reactivo.

Tabla 7. Condiciones para la determinacion de arsénico total por HG-AFS.

Reductor | Mezcla de Kl al 10%-tiourea al 10% (1:1 v/v)
Acarreador | HCI al 10%(p/v) a 3.0 mL/min
Generacion de Hidruros | NaBHs al 2% (p/v) en 0.5% (p/v) de NaOH, 3.0 mL/min
Lampara | Catodo hueco de As (193.7 nm)
Voltaje PMT | 280 V
Corriente lampara | 100 mA
Temperatura de atomizacion 300 °C
Tipo de atomizacion | Flama
Gas acarreador | Argén (600 mL/min)

En la parte de medicion de As total, se midieron una serie de estandares de arsénico en el
equipo de HG-AFS, y se obtuvo la intensidad de fluorescencia (IF) para arsénico medido en
funcién de la concentracion de los estandares. A partir de los datos obtenidos se calculd
aplicando el modelo de regresion por el método de minimos cuadrados (Ecuacion 3):

y=mx+b (Ecuacion 3)

Donde b es la ordenada al origen, y m es la pendiente de la recta, x es la variable independiente
(concentracién de As) y y es la variable dependiente (IF). Para determinar una concentracién
desconocida cx a partir de la ecuacion de la recta, se obtiene yx que es el valor de la respuesta
del instrumento para la concentracion de As en la muestra, y la pendiente y la ordenada al
origen se usan para calcular la concentracién desconocida cx como se muestra en la Ecuacion
4:

(Ecuacion 4)
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7.5.3 VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA LA DETERMINACION DE
ARSENICO TOTAL EN ALIMENTO BALANCEADO PARA ANIMALES

Se llevd a cabo mediante el analisis de dos materiales de referencia certificado (CRM, por
sus siglas en inglés): el DORM-2 y BCR-279 cuyos valores certificados para arsénico total
se describenen las Tablas 8 y 9, respectivamente. En los materiales de referencia certificados
se realiz6 el procedimiento de digestion acida asistida por microondas descrito en la seccion
7.5.1 para las muestras de alimento balanceado.

Tabla 8. Valores certificados del CRM BCR-279

Elemento Valor certificado mg/kg+l.C.*
Arsénico 3.09+0.21
Cadmio 0.274+0.022
Cobre 13.1+0.4
Plomo 13.1+0.4
Selenio 0.59+0.04
Zinc 51.3x1.2

* |.C.=Intervalo de confianza, nivel de confianza del 95% |

Tabla 9. Valores certificados del CRM DORM-2

Elemento Valor certificado mg/kg+l.C.*
Aluminio 10.9+1.7
Arsénico 18+1.1
Cadmio 0.043+0.008
Cobalto 0.182+0.031
Cromo 34.7£5.5
Cobre 2.34+0.16
Hierro 142+10
Plomo 0.065+0.007
Manganeso 3.66+0.34
Mercurio 4.64+0.26
Niquel 19.4+3.1
Selenio 1.4+0.09
Plata 0.041+0.013

* |.C.=Intervalo de confianza, nivel de confianza del 95% |
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754 METODOLOGIA PARA LA SEPARACION CROMATOGRAFICA DE
ROXARSONA, NITARSONA Y ACIDO P-ARSANILICO

Para la separacion cromatografica por HPLC/UV-Vis se utilizaron las condiciones reportadas
en la Tabla 10, logrando una separacion de ROX, NIT y p-ASA en un tiempo de analisis
menor a 10 min.

Tabla 10. Condiciones de trabajo en el HPLC/UV-Vis

Fase movil 2% Acido Acético/Metanol (96:4, v/v)
Caudal 1 mL/min
Fase estacionaria Cg Luna 5 pm, 150 x 4.60 mm
Volumen de inyeccién 20 pL
Detector UV (A=223 nm)

755 EXTRACCION DE LOS COMPUESTOS ORGANOARSENICALES DEL
ALIMENTO BALANCEADO PARA ANIMALES

Para la extraccion de las especies de estudio se evaluaron diferentes agentes extractantes
descritos para la extraccion de compuestos organoarsenicales en muestras de pienso. En la
Tabla 11 se muestran los agentes extractantes que se seleccionaron. Las condiciones en las
gue fueron evaluados los extractantes se tomaron del trabajo reportado por Liu et al. (123),
del cual se considero la cantidad de muestra, volumen de agente extractante, temperatura y
tiempo de extraccion. Para la preparacion de cada reactivo de extraccion se tomaron en cuenta
las condiciones reportadas en cada estudio. Se seleccion6 aquel agente extractante que
presentd el mayor porcentaje de As extraido frente a la concentracion de arsénico total
obtenido de la digestion &cida para el alimento balanceado para animales. La evaluacion se
realizd para cada procedimiento por triplicado.
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Tabla 11. Agentes extractantes evaluados para la extraccion de compuestos
organoarsenicales.

Extractante Condiciones Referencia
Metanol 20%, viv 0.5g de muestra, 10mL de (121)
Metanol/acido acético (90:10, v/v) agente extractante, (122)
NaOH 25 mmol/L calentamiento por (34)
H3P0O40.5 M bafio maria a 50°C durante 16 h (123)
NaH2PO/HsPO4 0.5M (90:10, viv), pH 2.32 | Y agitacion mecanica constante (120)

Primero se obtuvo la ecuacion de la recta (Ecuacién 3), y para el célculo de la concentracién
de As en las muestras se utilizd la Ecuacion 4. Posteriormente se determind el porcentaje de
arsenico recuperado usando la Ecuacion 5:

Arsénico Total—Arsénico Extraido

Porcentaje de recuperacion % = x 100 (Ecuacion 5)

Arsénico Total

7.5.6 DESARROLLO Y OPTIMIZACION DEL METODO DE EXTRACCION ASISTIDA
POR MICROONDAS (MAE) PARA ROX, NIT Y P-ASA EN ALIMENTO
BALANCEADO PARA ANIMALES

Se selecciond el mejor agente extractante para la implementacion de una metodologia de
extraccion asistida por microondas. Las condiciones de extraccion por MAE se optimizaron
utilizando primeramente un disefio de experimentos factorial 32 con repeticion en el punto
central para evaluar la concentracion del agente extractante y la temperatura de extraccion,
seguido de un segundo disefio de experimentos factorial 32 con repeticion en el punto central
para evaluar la concetracion y el tiempo de extraccion. Para el analisis de los resultados se
utiliz6 el programa estadistico STATISTICA 10 de StatSoft, Inc. Se seleccionaron las
mejores condiciones tomando como variable respuesta el porcentaje de extraccion de
arsénico total. La validacion de la etapa de extraccion se realizd mediante estudios de
recuperacion tanto de arsénico total como de los compuestos organoarsenicales para asegurar
la estabilidad de las especies extraidas empleando para la muestra etiquetada como Pollo 1,
la cual contiene 19.83 mg As/kg de pienso. No se llevo a cabo la validacion mediante el
analisis de un material de referencia certificado ya que no se encuentra disponible
comercialmente un material para estos compuestos de estudio. En la Tabla 12 se reportan las
condiciones de extraccion seleccionadas.
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Tabla 12. Condiciones de extraccién seleccionadas.

Parametro | Condicién
Agente extractante | 10 mL H3PO4 1.5 M
Temperatura | 120°C
Tiempo | 45 min

7.5.7 EXTRACCION DE COMPUESTOS ORGANOARSENICALES EN MUESTRAS
COMERCIALES

Una vez optimizado el método MAE se analizaron muestras comerciales de pienso para
determinar los compuestos organoarsenicales empleando las condiciones reportadas en la
Tabla 12. Las muestras fueron analizadas por HPLC-UV/HG-AFS vy las condiciones de
trabajo estan reportadas en la Tabla 13.

Tabla 13. Condiciones para la determinacion de especies organoarsenicales en muestras
comerciales de pienso por HPLC-UV-HG-AFS.

Parametro

Fase movil

Caudal
Columna
Volumen de inyeccion
Oxidacién UV
Velocidad de la bomba para oxidacion
Solucién &acida y velocidad de bomba
Agente reductor y velocidad de bomba
Gas acarreador
Corriente PMT
Temperatura del quemador

Condicion
Acido Acético 2%/
Metanol (96:4, v/v)
1 mL/min
Cg Luna (5 um, 150 x 4.60 mm)
300 uL
K2S20s al 2% a 1 mL/min
0.5 mL/min
HCl al 10% a 3.0 mL/min
NaBH, al 2% en NaOH al 0.5% a 3.0 mL/min
Argon (700 mL/min)
290V
300°C

De igual forma se calcul6 la concentracion de arsénico en las muestras por medio de la
Ecuacion 4 y el porcentaje de arsénico recuperado empleando la Ecuacion 5.
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7.5.8 DERIVATIZACION DE COMPUESTOS ORGANOARSENICALES PARA SU
ANALISIS POR GC-MS

Para la etapa de la derivatizacion de ROX, NIT y p-ASA se desarroll6 una metodologia
basada en el trabajo de Roerdink et al. (113) utilizdndose para la reaccién el reactivo 1,3-
propanoditiol al 5% (v/v) con un tiempo de reaccion de 30 min a un pH 2 asegurando con
ello la mejor respuesta. En la Figura 16 se representa el mecanismo de reaccién para los
compuestos organoarsenicales, el cual es dado por la reacccion del grupo reductor SH del
tiol o ditiol con el grupo OH" de los compuestos de arsénico perdiendose H2O en la reaccion,
esto da como resultado un tioéter (dithiaarsenolines ciclicos) en la disolucion acuosa (113).

CHs A iy
As
a) HO’(';A'S OH + HS ™sH + 2H 0t T 878+ S0
o)
Ho.8 o &
As S\AS/S
AA
b) + HS N"sH t 2H0t S~ ——— + 5H,0
NO, NO,
OH OH

Figura 16. Reaccion de derivacion de compuestos organoarsenicals con 1,3-propanoditiol
al 5% para formar dithiaarsenolinas ciclicos. Se muestran las reacciones para a) MMA 'y b)
roxarsona (113).

7.5.9 SEPARACION CROMATOGRAFICA DE P-ASA POR GC-MS

Para la implementacion de la técnica de separacion cromatografica por GC-MS se tomé como
referencia el trabajo reportado por Richter et al. (112) y se modificé para tener la mejor
respuesta en el equipo de trabajo. En la Tabla 14 se presentan las condiciones de operacion
del equipo de GC-MS.

De igual manera se prepar6 una solucion patron de 100 mg As/L de cada uno de los
compuestos organoarsenicales. Posteriormente se prepard una solucion de trabajo de 10 mg
As/L de cada compuesto organoarsenical para obtener los fragmentos caracteristicos en GC-
MS. Al igual que se prepararon 7 estandares para la construccion de la curva de calibracion
en un rango de 30 a 2850 pg p-ASA/L.
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Tabla 14. Condiciones de operacion para el analisis de p-ASA por GC-MS.

6890N Network GC system / 5973

Equipo Network Mass Selective Detector
Cuadrupolo con fuente de impacto
Detector de electrones (EI)
Columna DB-5MS (30 m x 0.250 mm con
0.25 um, Apolar)
Temperatura 60°C durante 1 min
Rampa de temperatura 25°C/min hasta 300°C y mantener
durante 12.6 min
Gas acarreador H, >99.999%
Flujo de gas acarreador 2 mL/min (42 cm/s)

Volumen de inyeccion 2 uL (Splitless)
Temperatura del inyector | 250°C

Solvent delay 4 min
Emv mode Relative
Relative voltage 106 V
MS sourse 230°C
MS quad 150°C

Temperatura de la interface | 280°C
7.5.10 EXTRACCION DE p-ASA EN MUESTRAS DE PIENSO

Tomando en cuenta que el agente extractante seleccionado para los compuestos
organoarsenicales fue el HsPOys, resulta que el PO4> presenta propiedades estructurales y
quimica similares al As (V) y con lo cual el riesgo por la posible formacion de gases nocivos
provenientes de la reaccion de derivatizacion con 1,3-propanoditiol, por lo que se desarrollo
un método alternativo para la extraccion de p-ASA en las muestras de pienso analizadas. Para
tal caso se propusé como agente extractante la mezcla HCl/metanol. Para la extraccion se
pesaron 0.2 g de la muestra y se le adicioné 5 mL de HCI 0.5 M/metanol (1:1, v/v); la
extraccion se realiz6 durante 16 h en agitacion constante a 70°C en bafio maria. Una vez que
la muestra se encontro a temperatura ambiente, el extracto se hizo pasar a través de un filtro
de PVDF 0.2 um, se afor6 25 mL y de ser necesario el extracto se acidificé a pH 2 con HCI
5M; posteriormente se tomo una alicuota de 2 mL y se realizo el proceso de derivatizacion
descrito en la seccion 9.4.3. Cada extraccion se realizo por triplicadoy se utilizé la NIT como
patron interno a una concentracion de 500 pg NIT/L.
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 EVALUACION DE LAS CONDICIONES PARA LA DIGESTION ACIDA VIA
MICROONDAS

Para la digestion de las muestras de pienso se realizd una modificacion del método 3052
descrito por la EPA variando la relacién de acido nitrico (HNOs3), &cido clorhidrico (HCI) y
peroxido de hidrogeno (H20.) empleado. En la Tabla 15 se describe las diferentes relaciones
de &cido evaluadas y los resultados obtenidos medidos en la intensidad de fluorescencia (IF)
obtenida de una muestra etiquetada como Pollo 1 enriquecida con un patrén estandar de As
(1) con una concentracion de 500 pg/L.

Tabla 15. Evaluacion de la relacion de acidos empleados en la digestion asistida por
microondas en la intensidad de fluorescencia para una muestra de pienso

HNO3conc. HClconc. H20:2al 30% IF
1 2 2 4038.5
2 1 2 1991.9
3 1 1 6938.5
3 - 2 3943.1
3.7 - 1.3 1577.6
4 1 - 1697.9

Como se puede observar en la Tabla 15 la relacion de acidos que proporciond los mejores
resultados fue 3 mL de HNOsconc, 1 mL de HCleone. y 1 mL de H2O; al 30%. Esta relacion
permiti6 una digestion completa de la materia organica que se traduce en una mejor respuesta
(IF). El acido nitrico, es un potente agente oxidante, que puede disolver una cantidad del
material organico. El acido clorhidrico, por su parte, proporciona iones cloruro, que se
coordinan con los iones libres de los metales producto de la oxidacién, sacando los iones de
la disolucion. Esto permite que siga oxidandose el material organico, por lo que el material
organico acaba mineralizandose. El papel del peréxido de oxigeno es acelerar el proceso de
la oxidacion de la materia organica (98).

8.2 EVALUACION DEL PORCENTAIJE DE BOROHIDRURO PARA LA
DETERMINACION DE As POR HG-AFS

Para la determinacion de As por HG-AFS, se requiere la formacion de hidruro de arsénico,
que es una especie volatil, el cual se forma al hacer reaccionar la muestra con borohidruro de
sodio en medio acido. Se evaluaron diferentes porcentajes de borohidruro (1, 2 y 3%) en
medio basico (NaOH 0.5%) que asegure la generacion de arsina. Para ello se utilizd una
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muestra de alimento balanceado digerida bajo las condiciones de la seccion 7.5.1 y
enriquecida con 100 pg/L arseniato. En la Figura 17 se muestra el efecto en la variacion de
la concentracion de NaBHs en la IF.

12400
12200 .
12000
11800

11600

IF

11400

11200

11000

1080

1 2 3
NaBH, (%)

Figura 17. Efecto del porcentaje de NaBHs /NaOH 0.5% en el IF.

Como se observa al incrementar el porcentaje de NaBH4 mayor es la respuesta al generarse
la arsina, sin embargo, a porcentajes superiores al 2% de NaBHa se presenta una disminucion
de la IF, posiblemente debido a una mayor produccién de hidrégeno que satura el medio
disminuyendo la generacion de arsina (140).

8.3 OPTIMIZACION DE AGENTE REDUCTOR

Previo a la medicién de arsénico total, se evalud el efecto del agente reductor sobre la
intensidad de fluorescencia (IF). Se tomaron como base los trabajos realizados por Wei et al.
(141) que emplearon una mezcla de tiourea y acido ascorbico al 5% (% p/v) y dos Santos et
al. (142) que describen el uso de una mezcla de ioduro de potasio (KI) al 10% con acido
ascorbico al 2% (% p/v). Para los experimentos se utilizé una muestra de 10 mL conteniendo
50 pg/L de arseniato que se le adicioné el agente reductor y se dejo en reposo durante 30
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min. En la Tabla 16 se muestra los experimentos realizados entre mezclas con diferentes
relaciones de volumen entre los agentes reductores y sus resultados obtenidos.

Tabla 16. Efecto de la concentracion del agente reductor sobre la IF

Experimento IF
200 pL de tiourea/acido ascorbico 10:1 al 5% (p/v) 132.1
200 L de tiourea/acido ascorbico 10:1 al 10% (p/v) 258.3
200 pL de Kl/acido ascorbico 10:1 al 5% (p/v) 137.9
200 pL de Kl/acido ascérbico 10:1 al 10% (p/v) 225.9
200 pL de tiourea/Kl/acido ascorbico 10:10:1 al 10% (p/v) 596.2
400 pL de tiourea/Kl/acido ascorbico 10:10:1 al 10% (p/v) 1118.7
1 mL de tiourea/Kl/acido ascorbico 10:10:1 al 10% (p/v) 2447.9

Al incrementar la concentracion de los agentes reductores se incremento la respuesta (IF), la
combinacién de estos reductores indica mejores IF, siendo que al utilizar 1 mL de una mezcla
de tiourea/Kl/acido ascorbico al 10% se obtienen los mejores resultados, fijando esta como
la condicion para la medicion de arsénico por HG-AFS.

Las condiciones finales de operacion para la medicion de arsénico total por HG-AFS fueron
el empleo de 1 mL de tiourea/Kl/acido ascérbico al 10% (10:10:1) (% p/v) con un tiempo de
reaccion de 30 min. En la deteccidn de especies de arsénico para la produccion de la arsina
por AFS fueron: NaBH4 2%/NaOH 0.5% y HCI 10%, bajo estas condiciones se obtuvieron
limites de deteccion de 0.02 pg/kg.

8.4 PARAMETROS ANALITICOS PARA LA DETERMINACION DE ARSENICO
TOTAL EN MUESTRAS DE ALIMENTO BALANCEADO

Los parametros analiticos calculados para la medicién de arsénico total por HG-AFS se
muestran en la Tabla 17. El valor de correlacion obtenido de 0.9999 indica que la correlacion
entre las mediciones realizadas del método es significativa, realizando una prueba t se obtiene
un valor de teaiculada de 158.10 contra el valor de ttabuiada de 2.45 cuando n= 8 con un 0=0.05
demostrando que la linealidad entre los puntos es significativa. Se obtiene un limite de
cuantificacion de 0.06 pg/kg. En este sentido se encuentra que la medicion de As por HG-
AFS se obtienen resultados comparables que con ICP-MS como ya lo mencioné Gomez-
Ariza et al. (137), presentando el método por HG-AFS la ventaja de ser mas econémico y
sencillo de operar en comparacion con otras técnicas de deteccion.
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Tabla 17. Parametros analiticos para determinacion de As total por HG-AFS

Analito As
Rango de trabajo (ug/kg) 0.06-200
Ecuacion de la recta IF =320.61(As) + 268.23
Coeficiente de correlacion 0.9999
LOD (ug/kg) 0.02
LOQ (ug/kg) 0.06
Desviacion estandar relativa (%) 1.57

8.5 EVALUACION DE LA EXACTITUD DEL METODO ANALITICO PARA LA
DETERMINACION DE ARSENICO TOTAL

Empleando la técnica de fluorescencia atomica con sistema de generacion de hidruros (HG-
AFS) como método de determinacion de arsénico total, por las ventajas que ofrece como:
facil operacion, buena sensibilidad, y bajo costo de operacién, se evaluo la exactitud del
método de digestion por microondas utilizando los materiales de referencia certificados
DORM-2 y el BCR 279, reportandose sus valores certificados para arsénico total en las
Tablas 8 y 9. Como se muestra en la Tabla 18, la concentracidn obtenida se encuentra dentro
del valor certificado a un nivel de confianza del 95% y n = 3.

Tabla 18. Resultados del contenido de arsénico total en materiales de referencia obtenidos
después de digestion acida.

Concentracion* (mg/kg)

MRC ‘ HG-AFS Valor certificado
BCR 279 ‘ 2.94+0.30 3.09+0.21
DORM2 19084119 18.00+1.10

*n=3, Promedio % intervalo de confianza, a=0.05

8.6 DETERMINACION DE ARSENICO TOTAL EN MUESTRAS COMERCIALES DE
ALIMENTO BALANCEADO

Una vez que el método para la determinacién de As total fue validado mediante el anlisis
de los materiales de referencia certificados, se procedio a realizar el analisis de las muestras
comerciales de alimento balanceado para animales.

El contenido de arsénico total fue determinado en las muestras comerciales de alimento
balanceado y se resumen en la Tabla 19, se detectd arsénico en todas las muestras analizadas,
siendo la muestra etiquetada como pollo 1 la que presentd mayor concentracion de As total
(19.83 mg As/kg), esta muestra corresponde a un tipo de alimento para pollo de engorda en
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crecimiento. Esta concentracion fue ligeramente mayor a lo reportado por Yao et al. (120)
reportando concentraciones que van de 0.1 hasta 17.7 mg As/kg en alimento balanceado y al
igual son considerablemente més altos que los reportados por Nicholson et al. (143)
determinaron concentraciones de arsénico en alimento balanceado entre 0.10 a 0.23 mg
As/kg.

Estos resultados corroboran que el adicionar roxarsona, nitarsona o acido p-arsanilico al
alimento balanceado pudiera contribuir a la contaminacion de arsénico en carne de animales
gue son tratados con estos compuestos (24). Por otra parte, estos compuestos son expulsados
del organismo en la excreta y al ser utilizada como abono en tierras de cultivo también se
puede presentar contaminacion de arsénico por la degradacion natural de los compuestos
organoarsenicales, ademas de contaminacion a mantos acuiferos por lixiviacion durante las
etapas de riego o lluvia (22).

Tabla 19. Concentracion de arsénico total contenida en muestras de pienso.

Muestra Concentracion

(mg/kgxl.C.*)
Pollo 1 19.83+2.73
Pollo 2 1.97+0.02
Pollo 3 13.1+1.24
Cerdo 1 4.29+0.20
Cerdo 2 1.83+0.07
Gallo de pelea 1.69+0.02
Caballo 1.47+0.50

*n=3, |.C.= intervalo de confianza, a=0.05

Por otro lado, es de suma importancia determinar que especie 0 especies de arsénico
contribuyen a la concentracion total de arsénico, teniendo esto como objetivo se pasé a
desarrollar un método cromatografico para la separacion y deteccion de roxarsona, nitarsona
y acido p-arsanilico para su determinacién en muestras comerciales previamente tratadas
mediante extraccion asistida por microondas. El siguiente paso fue el desarrollo de una
técnica de separacion cromatografica para estos tres compuestos de arsenico con una buena
resolucién con tiempos de retencion cortos, teniendo en cuenta esto, se procedio a establecer
las condiciones por HPLC con deteccion UV.
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8.7 SEPARACION ROX, NIT Y p-ASA POR HPLC-UV/VIS
8.7.1 IMPLEMENTACION DEL METODO CROMATOGRAFICO

Para la separacion cromatografica de ROX, NIT y p-ASA con deteccion espectrofotométrica
UV-Vis se determind primeramente la longitud de onda maxima (Amax) en la cual los
compuestos organoarsenicales tienen una mayor absorcion, en la Figura 18 se aprecian los
espectros de absorcion de 200 a 300 nm obtenidas en un espectrometro de UV-Vis de los tres
compuestos organoarsenicales, apreciandose bandas de absorcidn, cuyas longitudes de onda
méaxima son reportados en la Tabla 20. Para la seleccion de la longitud de onda de trabajo se
analizo por HPLC/UV-Vis la respuesta medida en absorbancia que tienen estos compuestos
en cada Amax, para ello se utiliz6 como base el trabajo realizado por Chen et al. (122) y los
resultados de la separacion en los diferentes Amax S muestra en la Figura 18.

— ROX

Absorbancia

200 250 300 350 400

Longitud de onda (nm)

Figura 18. Espectros de absorcién de ROX (azul), NIT (rojo) y p-ASA (verde) a
concentracion de 1 mg/L.

Como se observa en la Figura 18 se evaluo la respuesta de ROX, NIT y p-ASA a las
longitudes de onda de 223, 243 y 260 nm en la separacién por HPLC con deteccién de
ultravioleta.

Se puede observar en la Figura 19 que los compuestos a una A = 223 nm tienen una mejor
intensidad de respuesta que al ser medido a 243 y 260 nm, por lo cual se selecciono la
longitud de onda de 223 nm para el analisis de los compuestos mediante HPLC.
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Para la separacion cromatografica en HPLC/UV-Vis se modificé el método reportados por
Chen et al. (122) con el fin de reducir el tiempo de analisis que asegure la separacion de los
compuestos. Para los experimentos se utilizé una columna Cg Luna con tamafio de particula
de 5 um y medidas de 150 x 4.60 mm.

Como primer paso se modificd el porcentaje de acido acético en la fase movil, en este caso
se vario 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0%. En la Figura 20 se puede apreciar que al aumentar la
concentracion de acido acético en la fase movil se reduce el tiempo de retencion de los
compuestos organoarsenicales, ademas que se evita un efecto de ensanchamiento de los picos
cromatogréficos.

Tabla 20. Longitud de onda maxima de las especies de estudio

Compuesto Amax
roxarsona 223 nm
nitarsona 243 nm

acido p-arsanilico 260 nm

263.

243.
223.

203.
183.
163.
143.
123.
103.
83.

63.

43.

23.

3.9 v 223 nm
oo 1 2

Absorbancia

34 s 6 (7)8 9. 100 11 12 13
Tiempo (min
Figura 19. Separacion cromatografica y seleccion de la longitud de onda de trabajo para la
separacion de ROX, NIT y p-ASA a 1 mg/L.
Fase mavil: 1% acido acético/metanol (97:3, v/v), caudal de 1 mL/min y columna de fase

reversa Cs.
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En la Figura 20 se muestra el efecto que tiene la concentracidn de acido acético en el tiempo
de retencion. Al trabajar con acido acetico al 2% el pH de trabajo es 1.88, a este pH las
moléculas de nitarsona y roxarsona se encuentran con polaridad neutro ya que su pKaz es 2.0
y 3.45 respectivamente; en cambio, como se mencioné en la seccion 1.7.9, el &cido p-
arsanilico se encuentra de forma catiénica a un pH inferior a 1.90 dado que su pKaz es de
1.90, esto se ve reflejado en el tiempo de retencidn observado en la Figura 20, donde al
utilizar una columna del tipo Cg se tiene que los compuestos apolares presentan mas
interaccién con la columna, aumentando su tiempo de retencion, en el caso del p-ASA al
contar en su estructura con un grupo amino y al estar presente la molécula en un medio acido,
este grupo adquiere una carga positiva, resultando con una interaccion mas afin a la fase
movil y reteniéndose menos en la columna. Partiendo de este resultado se selecciono &cido
acético al 2% como la mejor condicion de trabajo.

Como segundo paso se vario el porcentaje de metanol (2, 3 y 4%), como modificador
organico, en la fase movil. En la Figura 21 se ilustra el efecto del metanol en el tiempo de
retencion de estos compuestos organoarsenicales, teniendo como resultado que aumentando
el porcentaje de metanol disminuye el tiempo de retencion debido a una disminucion de la la
polaridad de la fase mavil, de tal forma que los compuestos organoarsenicales interacttan de
manera mas efectiva con la fase estacionaria y eluyen a menor tiempo de retencién. En base
a estos resultados se seleccion la relacion de acido acético 2% / metanol (96:4, v/v) como
condicion final de trabajo, lograndose con ello una adecuada resolucién para ROX, NIT y p-
ASA, en tiempos cortos de analisis sin presentar un efecto en el ensanchamiento de los picos
cromatograficos.

En la Tabla 10 se reportan las condiciones finales para la separacion cromatografica de los
tres compuestos organoarsenicales en el sistema HPLC/UV-Vis que implicé el uso de una
columna del tipo Cg Luna (5 pm, 150 x 4.60 mm), un volumen de inyeccion de 20 pL, fase
movil de acido acético 2% / metanol (96:4, v/v) y deteccién UV (223 nm). A continuacion,
se calcularon los parametros analiticos del método cromatografico que se reportan en la
Tabla 21, ademas en la Figura 22 se muestra un cromatograma con la separacion de estos
compuestos organoarsenicales con un tiempo de analisis menor a 9 min y con limites de
deteccion en el rango de 0.06 a 0.10 mg/L.
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Tabla 21. Parametros analiticos para la separacion de de ROX, NIT y p-ASA por

HPLC/UV-Vis
Rango ..
Coeficiente * - « .
Analito de . Ecuacion de la recta de LOD LOQ DSR Tler_np 0 de_
trabajo . (mg/L)  (mg/L) (%) retencion (min)
correlacion
(mg/L)
0-ASA | 0.1-12 '2;1(2)110299 (B-ASA) - (9992 003  0.10 1.0 2.2
ROX 00612 A 66188 (ROX)- 0.9991 002  0.06 1.6 5.7
6258.6
NIT 00612 g 2o0TOHNIT) - 0.9991 002  0.06 1.9 8.2
*n=3, a=0.05 y DSR= Desviacion estandar relativa.
263.
243.
223.
203.
183.
163.
o 143 0.5%
2 123
< 103.
2 g k\- 10%
4613: ‘J K L 1.5%
23.
3. JL S k 2.0%
0. 1. 2. 3 4 5 6 7. 8 9 10 11 12 13

Tiémpo (rﬁin)

Figura 20. Efecto de la concentracion de &cido acético en el tiempo de retencion ROX,
NIT y p-ASA a una concentracién de 1 mg/L.

Fase movil: acido acético/metanol (97:3, v/v), columna C8 y detector UV (223 nm).
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Figura 21. Efecto de la concentracion de metanol en el tiempo de retencién de ROX, NIT y

Absorbancia

p-ASA a una concentracién de 1 mg/L.

Fase mavil: &cido acético 2.0 %/metanol (v/v), columna Cg y detector UV (223 nm).
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Figura 22. Cromatograma de la separacion de p-ASA, ROX y NIT (1 mg/L, cada uno), en

un sistema HPLC/UV-Vis.

Columna Cg y fase movil acido acético 2%/metanol (96:4, v/v) y detetor UV (223 nm).
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8.8 SEPARACION DE ROX, NIT Y P-ASA POR HPLC-UV/HG-AFS

Posteriormente de haber implementado el método para la determinacion de ROX, NIT y p-
ASA por HPLC-UV-Vis y aprovechando las ventajas de la técnica de AFS en cuanto limites
de deteccion, costo de operacion, sencillez en manejo, selectividad y precision, se
implementd la metodologia de separacién en un equipo de cromatografia de liquidos con
detector de fluorescencia atbmica con sistema de generacion de hidruros y fotoxidacion UV
(HPLC-UV/HG-AFS) mostrado de manera esquematica en la Figura 23.

Con el fin de obtener los mejores resultados en la generacion de la arsina, primeramente, se
desarroll6 un método para la rapida descomposicion de estos compuestos antes de la
generacion de hidruros. En este trabajo se acoplo, la técnica de foto-oxidacion UV en linea
con HPLC y HG-AFS para la especiacion de arsénico. La formacion de la arsina se logra por
la descomposicion de los compuestos organoarsenicales que son eluidos por HPLC seguidos
de una foto-oxidacion con K2S;0g en presencia de luz UV. Le sigue la reduccion de As (V)
a As(111) con NaBH4 para la formacion de la arsina e hidrogeno. La arsina al llegar a una
Ilama de difusion de hidrdégeno-argdn forma dtomos de arsénico; en esta parte la corriente de
hidrégeno continua es proporcionada por la reaccion de NaBH4 y HCI (140).

Para esta etapa se evalud el efecto de la concentracion de K»S:Os en la intensidad de
fluorescencia (IF) de los compuestos organoarsenicales, tomando como base los estudios
realizados por Monasterio et al. (126) y Liu et al. (121). En la Figura 24 se puede apreciar
el efecto que tiene la concentracion de K2S20g en la oxidacion de un estandar de ROX a una
concentracion de 100 pg/L.
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—_— Deetector AFS
HG-AFS

N Nam =

Camara de o o
separaciéon
gas/liguido

HCI al 10%, flujo: 3.0 mL/min
NaBHs+ al 2% en NaOH al 0.3%, flujo: 3.0 mL/min

LC FM: acido acético 2%/metanol (96:4, v/+), flujo: 1 mL/min

a&—1

Volumen de iveccion 300 ulL

K:S:0:s al 2%, flujo: 1 mL/min
Figura 23. Imagen esquematica de la separacion por HPLC-UV-HG-AFS (144).

2000 Caudal
—a— 1 mL/min
s00d —o— 2 mL/min
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5000
o
< 4000
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o
<
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2000
100 ) 15 20 75 30
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Figura 24. Efecto de la concentracion y caudal del K2S;0s en la oxidacion de 100 ug/L de
ROX expresado en unidades de IF: fase movil acido acético 2%/metanol (96:4, v/v),
columna Cg y para reduccién en AFS NaBH. al 2% en NaOH al 0.5%.
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En la Figura 24 se muestra que al aumentar la concentracion de K»S;0s se logra una mejora
en la eficiencia de descomposicion hasta la concentracion de 2.0% K2S,0g. Concentraciones
mayores a 2.0% conducen a una disminucién de la eficiencia debido al consumo de NaBH4
por el reductor K»S,0s, en la parte del caudal se tiene una mejor eficiencia de degradacion a
1 mL/min dado que se tiene una mejor interaccion del K2S>Og con los analitos (140). Se fijé
como parametro final el usar K2S20gal 2% a un caudal de 1 mL/min.

Las condiciones para la separacion cromatografica y deteccion por AFS se muestran en la
Tabla 13. Estas condiciones fueron evaluadas en la seccion 8.7.1y adecuadas para el sistema
de HPLC-UV-HG-AFS. En cuanto a las condiciones de corriente de la lampara, caudal del
HCl y NaBH. para la deteccion por AFS fueron tomadas de un trabajo realizado por Cui et
al. (15). Los pardmetros analiticos se reportan en la Tabla 22, los rangos de trabajo para la
determinacion de ROX, NIT y p-ASA fueron desde 0.21 a 1000 pg/L. Los coeficientes de
correlacion calculados estuvieron arriba de 0.9995 indicdndonos una buena linealidad en el
método desarrollado. En cuanto a los limites de deteccion calculados se tiene un rango de
0.07 a 0.08 pg/L siendo estos menores en comparacion a lo calculado en el equipo de HPLC-
UV-Vis, que tiene limites de deteccion en un rango de 20 a 30 pg/L y mejores que los
reportados por Cui et al. (15), por lo cual el andlisis por HG-AFS mostré LOD en un rango
de 0.07 a 0.08 pg/L para la deteccion de ROX, NIT y p-ASA.

Tabla 22. Parametros analiticos para determinacion de los compuestos de estudio por HPLC-UV-HG-

AFS.
Analito p-ASA ROX NIT
Rango de trabajo (ug/L) | 0.21-1000 0.22-1000 0.23-1000
Ecuacion de la recta | IF = 14.431(p-ASA) + IF = 14.08(ROX) + IF = 12.903(NIT)-
169.98 37.746 48.395
Cocficiente de ', g4 0.9999 0.9998
correlacion
LOD (ug/L) | 0.07 0.08 0.08
LOQ (ug/L)  0.21 0.22 0.23

8.9 EVALUACION DE AGENTES EXTRACTANTES PARA COMPUESTOS
ORGANOARSENICALES

Se evaluaron primeramente los agentes extractantes descritos en la literatura para la
extraccion de compuestos organoarsenicales (Tabla 11) empleando calentamiento
convencional (bafio maria) para determinar cual de los extractantes proporcionaba mayor
grado de extraccion de estos compuestos. Se utilizo la muestra etiquetada como Pollo 1, la

-56-



cual presentd una concentracion de arsénico total de 19.83 mg/kg de pienso. Para la
evaluacion se utilizo el porcentaje de recuperacion de arsenico total en las muestras ya que
no se cuenta con material de referencia certificado para la validacion de este procedimiento.

Tabla 23. Resultados de la evaluacion de los agentes extractantes.

Extractante \ mg As/L £ D.E.* As Extraido (%)
Metanol 20 % v/v 0.67 £0.15 3.4
NaOH 0.025M | 0.17+0.03 0.9
Acido acético 1%/metanol (10:90 v/v) 0.21+0.02 1.1
HsPO4 0.5 M | 5.93+0.09 29.9
NaH2PO4/H3PO4 0.5M (90:10 v/v), pH 2.32 7.79+0.19 39.3

*n=3, D.E.= desviacion estandar

En la Tabla 23 se puede observar que tanto el H3:POs y el buffer de fosfatos
(NaH2PO4/H3PQO4) presentaron mayor porcentaje de recuperacion de arsénico total como lo
reportd Yao et al. (145), D'Angelo et al. (146) y Peryea (1991) (147). Este ultimo autor
menciona que la solubilidad del arsénico empleando el extractante de fosfatos consiste en un
mecanismo de intercambio especifico POs-AsO4 debido a que el fosfato puede desorber
arseniato de la matriz por la similitud en las propiedades fisicoquimicas de las dos especies
(148). De esta forma se procedio a evaluar estos dos agentes extractantes a base de fosfato
mediante extraccion asistida por microondas para reducir el tiempo de preparacion e
incrementar el porcentaje de extraccion de los compuestos organoarsenicales.

8.10 EVALUACION DE AGENTE EXTRACTANTE PARA COMPUESTOS
ORGANOARSENICALES POR EXTRACION ASISTIDA POR MICROONDAS (MAE)

Se procedi6 a evaluar por el procedimiento MAE los dos agentes extractantes que
proporcionaron mejores resultados de extraccion de arsénico utilizando la muestra etiquetada
como pollo 1, ya que presentd la mayor concentracion de arsénico total de las muestras
comerciales analizadas; se pesaron 0.5 g de la muestra y 10 mL de agente extractante,
tomando en cuenta el trabajo realizado por Wolle et al. (148) se programo la rampa de
temperatura que consistio en primer paso de temperatura ambiente a 50°C durante 15 min y
se mantuvo a 50°C por 30 min. Los resultados se muestran en la Tabla 24.
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Tabla 24. Evaluaciéon de la recuperacion de As total utilizando MAE.

NaH2PO4/H3PO4 0.5M HsPO4
Recuperacion de As total (90:10, v/iv) pH: 2.3 0.5M
mg/kg+D.E*. 5.44%1.22 10.97+0.25
(%recuperacion) (27.4%) (55.3%)

*n=3, D.E.= desviacion estandar

Como se puede observar, con el acido fosforico se alcanzaron porcentajes de recuperacion
mayores de arsénico total que con el buffer de fosfatos, debido a que el acido fosférico puede
romper los enlaces de As-S y ademas, el fosfato puede desorber a los iones arseniato de la
matriz debido a la similitud en las propiedades fisicoquimicas de las dos especies (148). Estos
resultados concuerdan con lo descrito por Bohari et al. (149) y de Alam et al. (150) que
obtuvieron mayores porcentajes de recuperacion de arsénico utilizando como agente
extractante HsPO4 para muestras ambientales como suelo y plantas.

De igual forma se procedio6 a evaluar la recuperacion de los compuestos organoarsenicales
por MAE, los resultados se resumen en la Tabla 25, teniendo mayor recuperacion de ROX,
NIT y p-ASA con el empleo del &cido fosférico como agente extractante. Sin embargo, como
se pudo observar en la Tabla 24, la recuperacion de arsénico total fue de 55.3%, por lo cual
se procedio a optimizar las condiciones de extraccion para mejorar el porcentaje de
recuperacion para arsénico total.

Tabla 25. Recuperacion de especies organoarsenicales como % de recuperacion.

NaH2PO4/H3PO4 0.5M H3PO4

(90:10, v/iv) pH 2.3 05M

p-ASA (%) | 96.4 96.9
ROX (%) | 83.5 93.2
NIT (%) | 88.9 95.1

8.11 OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE EXTRACCION DE COMPUESTOS
ORGANOARSENICALES

Como se menciond en la seccion 7.5.6, se planted un disefio de experimento del tipo factorial
completo 3% con dos repeticiones en el punto central resultando 11 experimentos para
determinar los factores que influyen en la extraccion asistida por microondas (MAE). Los
factores evaluados fueron la concentracion de HsPOs4 (0.5, 1.0 y 1.5 M), y temperatura (60,
90y 120°C. Se utilizaron 0.5 g de pienso etiquetado como pollo 1 para optimizar el proceso
de extraccion. El tiempo para la extraccion se fijo en 60 min basando en un trabajo realizado
por Kirby et al. (151) para determinar compuestos de arsénico en distintas especies marinas
utilizando una metodologia asistida por microondas. En la Tabla 26 se presentan los
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experimentos realizados y las recuperaciones obtenidas de cada uno de los experimentos del
disefio factorial 32, en la Figura 25a se muestra el grafico de Pareto y en la Figura 25b se
presenta la funcion de deseabilidad cuando los datos obtenidos fueron tratados con el
software STATISTICA 10 de StatSoft.

Tabla 26. Disefio factorial 32 contemplando concentracion y temperatura.

H,PO, Temperatura Respuesta
Experimento (M) ©0) (% recuperacion

de As total)
1 0.5 60 32.67
2 0.5 90 31.20
3 0.5 120 34.41
4 1.0 60 54.71
5 1.0 90 56.45
6 1.0 120 56.56
7 1.5 60 71.93
8 1.5 90 77.50
9 1.5 120 94.75
10 1.0 90 57.56
11 1.0 90 55.34

De acuerdo con lo observado en la gréfica de Pareto Figura 25a), tanto la concentracion de
acido fosférico y la temperatura influyen positivamente en el porcentaje de recuperacién de
arsénico (p=0.05), es decir que con el incremento en los niveles para estos factores fue mayor
la recuperacién. En la funcion de deseabilidad Figura 25b), que consiste en convertir las
respuestas de multiples problemas, en un problema de una sola respuesta; esto es, la respuesta
gue se analiza es la deseabilidad total, la cual se expresa con un valor respuesta sobre una
escala de 0 a 1, se observo que la temperatura de 120°C permitio la extraccion cuantitativa y
desorber a los analitos de la matriz; por otro lado, el empleo de H3PO4 1.5 M permiti6 una
gran solubilidad de las especies debido a su capacidad para romper enlaces As-S (148).

Se aplicé un segundo disefio de experimentos para evaluar el efecto del tiempo en el
porcentaje extraido de arsénico, en este experimento se empled la temperatura de extraccion
120°C debido a que a temperaturas mayores los compuestos organoarsenicales podrian
degradarse, el experimento fue del tipo factorial 32 con repeticion en el punto central,
variando en este caso la concentracién de acido fosférico en 1.0, 1.5y 2.0 M y el tiempo de
extraccion en 30, 45 y 60 min, la temperatura se fijo en 120°C ya que en esta temperatura se
obtuvieron los mejores resultados en el disefio anterior, en la Tabla 27 se muestran los
experimentos realizados y las recuperaciones obtenidas de cada uno de los experimentos del
segundo disefio factorial 32, en la Figura 26a se muestra el grafico de Pareto y en la Figura
26b se presenta la funcion de deseabilidad de los datos obtenidos.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Recuperacion (%)
2 3-level factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=1.2321
DV: Recuperacion (%)
(2)Temperatura (°C)(L) 9.713367
1Lby2L 9.495495
1Qby2L -5.42501
1Qby2Q 3.511801
Temperatura (°C)(Q) 3.38892
1Lby2Q -1{82047
H3PO4 (M)(Q) -1)61509
p=.05
a) Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Profiles for Predicted Values and Desirability
H3PO4 (M Temperatura (°C) Desirability
110.00
94.750 : : §
g8
3 8
g
10.000
1.0000
Zz
-
a
3 15 60. 120.
b

Figura 25. a) Grafica de Pareto y b) funcién de deseabilidad para determinar las
mejores condiciones de extraccion en funcion de la concentracion de HsPOs y la
temperatura.
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Tabla 27. Disefio factorial 3> contemplando concentracién y tiempo

H,PO, Tiempo Respuesta
Experimento (M) (min.) (% recuperacion As

total)

1 1.0 30 68.87

2 1.0 45 70.93

3 1.0 60 73.95

4 1.5 30 95.74

5 1.5 45 91.08

6 1.5 60 82.54

7 2.0 30 104.85

8 2.0 45 108.49

9 2.0 60 96.94

10 1.5 45 92.75

11 1.5 45 89.41

Como se puede observar en la grafica de Pareto solamente la concentracion de &cido fosforico
presentd un efecto significativo en el porcentaje de recuperacion de arsénico total siendo
mayor al valor estandarizado de p=0.05 indicando que el tiempo puede ser modificado sin
afectar esta recuperacion. En la funcion de deseabilidad se observa que concentracion de
H3PO4 2.0 M es la méas conveniente empleando un tiempo de extraccion de 45 min se
obtienen los mejores resultados de recuperacion. Teniendo en cuenta las mejores condiciones
obtenidas que fueron la utilizacion de HsPO4 2.0 M, una temperatura de extraccion de 120°C
y un tiempo de extraccion de 45 min se procedi6 a evaluar la recuperacion de las especies de
roxarsona, nitarsona y &cido p-arsanilico, para conocer la estabilidad quimica de estas
especies a estas condiciones de extraccion.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Recuperacion (%)

2 3-level factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=2.7889
DV: Recuperacion (%)

—— D
1Lby2Q 14,0743
(1)Tiempo (min)(L) 3.91869
1Lby2L 13.88922
1Qby2L 2.791679
Tiempo (min)(Q) 2.769387
H3PO4 (M)(Q) 2.2464
1Qby2Q -.76973p
p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Profiles for Predicted Values and Desirability
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Figura 26. a) Grafica de Pareto y b) funcién de deseabilidad para la obtencion de

las mejores condiciones de extraccion en funcién de la concentracion de HsPOs y el

tiempo.
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En la Figura 27 se muestran los resultados de la evaluacion de la recuperacion de los
compuestos organoarsenicales, a partir de una concentracion de HsPO4 1.5 M se logra una
recuperacion de arsénico total del 100%; sin embargo, al evaluar la recuperacion de
compuestos organoarsenicales, para el caso del &cido p-arsanilico se presento la degradacion
de este compuesto empleando HzPO4 2.0 M, por lo que las condiciones que aseguran
estabilidad y buen porcentaje de recuperacion de los compuestos organoarsenicales (>95%)
son la extraccion a 120°C durante 45 min empleando H3POs y 1.5 M. Teniendo estas
condiciones como las oOptimas, se procedid al analisis de las muestras comerciales de
alimento balanceado.

100
90
80
70
60

50

Recuperacion
(%)

40

30

20

10

0

1M 15M 2.0M

M As Total 80.80 99.58 98.75
m p-ASA 43.09 95.82 20.97
= ROX 74.92 96.99 91.13
NIT 80.02 95.18 92.01

Figura 27. Estudio de recuperacion de arsénico total (500 pg/L), acido p-arsanilico,
roxarsona y nitarsona (concentracion a 100 pg/L, c/u) n=3.
Fase movil acido acético 2%/metanol (96:4, v/v), columna Cg y NaBH4 al 2% como agente
reductor en NaOH al 0.5% a 3.0 mL/min.
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8.12 EXTRACCION Y ANALISIS DE COMPUESTOS ORGANOARSENICALES EN
MUESTRAS COMERCIALES

8.12.1 EXTRACCION DE ARSENICO TOTAL EN MUESTRAS COMERCIALES

Se analizaron siete muestras de alimentos balanceados (Tabla 28), en los cuales se midio la
recuperacion de arsénico con las condiciones desarrolladas, las mediciones se realizaron en
el equipo de HG-AFS. Se obtuvieron porcentajes de recuperacion de arsénico total superiores
al 75% en la mayoria de las muestras excepto para la etiquetada como cerdo 1, en la cual se
obtuvo un porcentaje de recuperacion de 69%, donde posiblemente los componentes de la
muestra como agentes quelantes u otros compuestos afecten la recuperacion de compuestos
organoarsenicales (152).

Tabla 28. Concentraciones en muestras comerciales de alimento balanceado.

Muestra As total As total %
digestion (mg/L+D.E.)* extraccion (mg/L+D.E.)* Recuperacion
Pollo 1 19.83+1.10 19.35+0.10 97.6
Pollo 2 1.97+0.01 1.70+0.10 86.3
Pollo 3 13.1£0.50 12.99+0.10 99.2
Cerdo 1 4.29+0.10 2.96+0.04 69.0
Cerdo 2 1.83+0.03 1.76+£0.20 96.2
Gallo de pelea 1.69+0.01 1.32+0.05 78.1
Caballo 1.47+0.20 1.43+0.09 97.3

*n=3, D.E.= desviacion estandar

8.12.2 ANALISIS POR HPLC-UV/HG-AFS DE LOS EXTRACTOS DE MUESTRAS
COMERCIALES DE ALIMENTO BALANCEADO

Teniendo las mejores condiciones de separacion cromatografica y extraccion por MAE se
procedié a la determinacion de los compuestos organoarsenicales en las muestras
comerciales. En la Figura 28 se presentan tres cromatogramas correspondiente a) una mezcla
de estandares de los tres compuestos de estudio b) un extracto de la muestra pollo 1 y c) el
extracto de la muestra fortificado con los tres compuestos de estudio. Se pudo ver la presencia
de dos sefiales en la muestra etiquetada como pollo en los tiempos de retencién 1.65 min 'y
2.20 min. En el caso del cromatograma de la muestra fortificada, se aprecia un incremento
en laintensidad de fluorescencia de la sefial a 2.20 min, que corresponde al cido p-arsanilico,
de esta manera se corrobor6 la presencia de este compuesto como agente de engorda en los
alimentos balanceados. De igual forma se analizaron las diferentes muestras comerciales y
sus resultados se resumen en la Tabla 29.
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Especie Tiempo de retencién (min)

Especie de As no

identificada 1.65
p-ASA 294
ROX 4.03
NIT 5.73
r p-ASA
200 ~ox N
180 |- Especie no
identificada
160 |-
140 + c)

120
P’w\’\/_/\/ —————

100 e~

IF

60 |
a)

40

20

0 T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7

Tiempo (min)

Figura 28. Separacion cromatografica por HPLC-UV-HG-AFS.
a) estandares de ROX, NIT, p-ASA a concentraciones de 200 pg/L cada uno. b) extracto de
muestra pollo 1. ¢) muestra pollo 1 fortificada con la mezcla de ROX, NIT y p-ASA a 50
Hg/L; fase movil acido acético 2%/metanol (96:4, v/v), columna Cs.
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Tabla 29. Determinacion de compuestos organoarsenicales en muestras comerciales de pienso.

Muestra | Otras especies Acido Roxarsona Nitarsona As total
de As p-arsanilico  (mg/kg+D.E.*) (mg/kg+D.E.*) extraccion
(mg/kg+D.E.*) (mgkg+D.E.*) (mg/kg+D.E.
*
)
Pollo 1 12.91+0.50 6.44+0.3 N.D. N.D. 19.35+0.10
Pollo 2 0.72+0.10 0.98+0.1 N.D. N.D. 1.70+0.010
Pollo 3 8.49+0.20 4.49+0.1 N.D. N.D. 12.99+0.10
Cerdo 1 2.96+0.01 N.D. N.D. N.D. 2.96+0.01
Cerdo 2 1.76+0.07 N.D. N.D. N.D. 1.76+0.07
Gallo de 1.32+0.03 N.D. N.D. N.D. 1.32+0.03
pelea
Caballo 1.43+0.04 N.D. N.D. N.D. 1.43+0.04

N.D.: No detectado, *n=3, D.E.= desviacion estandar

Los resultados indican que el el acido p-arsanilico es el principal compuesto organoarsenical
empleado principalmente en el alimento de engorda de aves de corral, también se observan
especies de arsénico que no son retenidas por la columna Cs, las cuales podrian ser el
arseniato, arsenito o especies derivadas de la degradacion del acido p-arsanilico, esto
coincide con lo ya reportado por otros autores como Huang et al. (19) y Liu et al. (123). Las
concentraciones encontradas de acido p-arsanilico en muestras de pienso fueron menores a
lo reportado por Yao et al. (120) de 0.4 hasta 64.3 mg/kg y Wang et al. (132) que reportd
concentraciones de 32.69 mg/kg.

Como se ha mencionado, el compuesto organoarsenical contenido en las muestas de estudio
fue p-ASA y es de suma importancia realizar una confirmacion inequivoca debido a su
adicion como agente de engorda. En el siguiente apartado se discuten los resultados obtenidos
sobre la metodologia de determinacion de p-ASA mediante GC-MS que es una técnica
analitica que aporta informacion sobre la estructura del analito de estudio.

8.13 DETERMINACION DE p-ASA POR GC-MS
8.13.1 SELECCION DE LA MEJOR CONDICION DE DERIVATIZACION

Para determinar las mejores condiciones para la reaccion de derivatizacion se realizaron una
serie de experimentos donde se vario la concentracion de 1,3-propanoditiol, el tiempo de
reaccion y el pH de la solucion. En la Tabla 30 se muestran los experimentos realizados al
igual que los resultados. Se seleccionaron las condiciones que proporcionaron el mayor
rendimiento de reaccion (el resultado se expresa en area) tanto del analito (p-ASA) como
para el patron interno (NIT). La mejor condicidn se obtuvo para el experimento 6.
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Tabla 30. Evaluacion de las condiciones para la reaccion de derivatizacion. Concentracion
de trabajo para p-ASA y NIT de 10 mg As/L.

1,3

Experimento pH Tiempo propancditiol p-ASA NIT
min % Area Area

1 2 5 2 15098114 0

2 2 5 5 18602357 2762265
3 2 10 2 14807399 0

4 2 10 5 18508877 2721462
5 2 30 2 16606242 6502062
*6 2 30 5 12317774 7666836
7 3 5 2 14792107 0

8 3 5 5 17262663 0

9 3 10 2 13768613 0

10 3 10 5 14316328 0

11 3 30 2 11149724 3614224
12 3 30 5 14168087 6596239
13 4 5 2 0 0

14 4 5 5 0 0

15 4 10 2 712239 0

16 4 10 5 0 0

17 4 30 2 553448 0

18 4 30 5 1422921 0

Estos resultados para determinar las mejores condiciones de derivatizacion se aprecian en la
Figura 30. Los resultados encontrados para la derivatizacion de p-ASA concuerdan con lo
reportado por Roerdink et al. (2004) (113) ya que a pH 2 y tiempo de reaccion de 5 min se
tiene los mejores rendimientos en la reaccion al utilizar 1,3-propanoditiol al 5%. De igual
forma como se muestra en la Tabla 30 la mejor condicién para la obtencion del mejor
rendimiento en la derivatizacién de NIT son el uso de tiempo de reaccién de 30 miny 1,3-
propanoditiol al 5% a pH 2, considerando esta condicion la mas adecuada para obtener una
buena respuesta tanto del analito como del patrén interno. A tiempos mayores de 30 min de
reaccién se aprecia la formacion de compuestos no deseados como se aprecia en la Figura
29.
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Figura 29. Espectro de masas de p-ASA-1,3 propanoditiol en modo SCAN.
Reaccion llevada en condiciones de pH 3, tiempo de reaccion 1 h y 5% de 1,3-
propanoditiol.

a) . 0 —a—5min N —=—5min
1,3-propanoditiol al 2% 10 min b) _ 1,3-propanaditiol al 5% 10 min
—4— 30 min —4— 30 min
20000000 20000000
15000000 15000000
T
g
<
10000000 3:) 10000000
<
o
5000000 5000000 -
0 . . . . . 0 . . . .
2.0 25 3.0 35 4.0 2.0 25 3.0 35 4.0
pH pH

Figura 30. Resultados obtenidos para determinar la mejor condicion de derivatizacion
utilizando diferente porcentaje de derivatizante (1,3-propanoditiol)
a) al 2% y b) al 5%. Asi como variacion del pH de 2 a 4 y tiempo de reaccion de 5 a 30
min.

8.13.2 ESPECTROS DE MASAS DE p-ASA, NIT Y ROX

En la Figura 31 se muestra el espectro derivatizado de p-ASA obtenido en el modo SCAN
en GC-MS que mostré el ion molecular a una m/z de 273.00, ademas se presento el pico base
en la m/z 167.00 correspondiente posiblemente al rompimiento de los enlaces As-S, otra
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masa importante fue a m/z 198.00 posiblemente por el reareglo de enlace As-S con un grupo
metilo formando un enlace As-C.

En la Figura 32 se muestra el espectro de NIT obtenido en el modo SCAN en GC-MS, el
cual mostré el ion molecular con una m/z de 302.90 y el pico base a m/z 106.90
correspondiente a la separacion del grupo ditiol en la molécula derivatizada, otra masa
importante fue a m/z 180.90 dada por la fragmentacion del As-Ph, y por Gltimo se tuvo un
fragmento de intensidad importante a m/z 148.90.

Abundancia 1670
50000 | _ .
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42000
34000 | "
26000 | +
] .
HaC i CH LA
18000
| NH,
10000 q /\/\ + NH,
] S S 198.0 273.0
1651 910 1069 1240 1400
2000 |
T S R S
mjz--> 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

Figura 31. Espectro de masas de p-ASA-1,3 propanoditiol obtenido en modo SCAN.
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Figura 32. Espectro de masas de NIT-1,3 propanoditiol obtenido en modo SCAN.
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8.13.3 SEPARACION CROMATOGRAFICA

Teniendo los resultados de las mejores condiciones para la derivatizaciéon, se llevo a cabo la
separacion cromatografica de NIT y p-ASA mostrada en la Figura 33 con las condiciones
experimentales descritas en la Tabla 14. Como se aprecia en la Figura 33 se realizo la
separacion cromatografica de p-ASA en el GC-MS en modo SIM siguiendo el ion molecular
de cada compuesto, en el caso del p-ASA se monitoriz6 la m/z 272.9 que presento un tiempo

de retencion de 10.19 min y para la NIT la

m/z 302.9 con un tiempo de retencién de 10.19

min. La baja resolucién cromatografica entre p-ASA y NIT, posiblemente fue debido al

constante uso que se le dio a la columna.

10.196
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< 160
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: .
B 30 10.196 min. 13489 M
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Figura 33. Separacion por GC-MS de p-ASA y NIT utilizando las condiciones de analisis descritas
en la Tabla 12. Medicién en modo SIM rastreando el ion molecular.
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8.13.4 PARAMETROS ANALITICOS PARA EL ANALISIS DE p-ASA POR GC-MS

Para la curva de calibracion se prepararon 7 estandares en el rango de 0 a 2800 mg p-ASA/L
a partir del patrén de 100 mg As/L de p-ASA. En la Tabla 31 se muestra los parametros
analiticos obtenidos. EI LOD fue de 24.23 pg/L, comparando este resultado con lo obtenido
en el sistema HPLC-UV-HG-AFS (75.84 ug/L) las dos metodologias que se han desarrollado
para la deteccion de compuestos organoarsenicales, siendo el de GC-MS menor. Por otra
parte, con el sistema GC-MS se obtuvo un rango lineal de trabajo de 73-2849 pg/L y un
coeficiente de correlacion 0.9993. A modo de ejemplo en la Figura 34 se muestra la curva
de calibracion.

Tabla 31. Parametros analiticos para el sistema GC-MS.

Analito | Rango de Ecuacion dela  Coeficiente LOD LOQ DSR

trabajo recta de (Mg/L)  (Mo/lL) %
(ug/L) correlacion
p-ASA* | 73-2849 y = 0.0049 (p- 0.9993 24.23 7341 23

ASA) +0.8044
* Patron interno NIT 500 pg/L. DSR: desviacion estandar relativa, n=

10
16 -
o 14 -
= 12 A
5) 10 -
< 81
£ 6 -
S 4-
<L 2

0 . . . . . .
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Concentracion p-ASA (ug/L)

Figura 34. Curva de calibracion de p-ASA obtenida por GC-MS.
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8.13.5 VALIDACION DEL METODO GC-MS PARA LA DETERMINACION DE p-
ASA

Para la validacion del método se realizaron estudios de recuperacion de muestras fortificadas
con p-ASA utilizando como patrén interno NIT, los resultados mostrados en la Tabla 32,
donde se evaluaron dos niveles de recuperacion a 3 mg p-ASA Ly a 30 mg p-ASA L*
teniendo recuperacidnes de 85 % y 98 %, respectivamente, estos valores son la concentacion
media de 3 mediciones realizadas. Los porcentajes de recuperaciones fueron superiores al
85%, los cuales pueden considerarse aceptables de acuerdo al criterio que establece la AOAC
(80-100%) y la INECC-CCA (70-130%) (153, 154)

Tabla 32. Recuperacién de p-ASA en muestras de pienso.

Promedio recuperado Desviacion Recuperacion
p-ASA (mg L) estandar %
n=3
Adicion a 30 mg/L 29.26 0.34 98.76
p-ASA*
Adicién a 3 mg/L 2.55 0.08 85.29
p-ASA**

*Recuperacion evaluada con la muestra Pollo 1 **Recuperacion evaluada con la muestra Pollo 3

8.13.6 EXTRACCION DE p-ASA EN PIENSO

Se realiz6 el anlisis por GC-MS de las muestras comerciales de pienso obtenidas del Area
Metropolitana de Monterrey (AMM) y en la Tabla 33 se muestran los resultados, los cuales
fueron comparados con lo obtenido mediante HPLC-UV-HG-AFS (Tabla 29). A fin de
poder comparar los resultados se realizé la conversion de los resultados obtenidos mediante
HPLC-UV-HG-AFS mediante la Ecuacion 6 para dejar expresada la concentracion como p-
ASA.

74.92160-L-

(Resultado por HPLC — UV — HG — AFS) x (Tsimm Ecuacién 6
" “mol
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Tabla 33. Comparacién de las concentraciones de p-ASA obtenidas por la técnica de GC-
MS y HPLC-UV-HG-AFS al analizar las muestras obtenidas en AMM.

Muestra p-ASA HG-AFS p-ASA GC-MS
(mg/kg = 1.C.) (mg/kg + 1.C.)
Cerdo 1 N.D. N.D.
Gallo de pelea N.D. N.D.
Cerdo 2 N.D. N.D.
Caballo N.D. N.D.
Pollo 1 57.45+7.92 57.17+7.99
Pollo 2 5.50+0.07 4.85+0.92
Pollo 3 37.95+3.60 36.95+2.71

I.C.: Intervalo de confianza N.D.: No detectable n=3, o= 0.05

Los resultados muestran que las técnicas de GC-MS y HPLC-UV-HG-AFS son confiables
para el analisis de p-ASA ya que no hubo diferencia significativa en los resultados de
concentracion obtenidas por ambas técnicas a un nivel de confianza del 95% y n = 3. En la
Figura 35 se muetran una comparacion los espectros obtenidos por GC-MS de p-ASA
correspondientes a un extracto de la muestra etiquetada como Pollo 1 y a un patrén puro de
p-ASA.
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Figura 35. Comparacion de la muestra de pollo 1 derivartizada contra un estandar puro de
p-ASA a 10 mg/L.

Los patrones de fragmentacion para ambos espectros presentan m/z importantes en 279.00,
179.90 y 169.90, de tal manera que el compuesto analizado corresponde al cido p-arsanilico,
en el caso donde se presenta mayor concentracion de este compuesto es la muestra etiquetada
como pollo 1, presentando una concentracion de 57 mg/kg, que se encuentra dentro del valor
recomendado por la FDA. Si bien esta concentracién no supera la normativa, actualmente
estos compuestos estan prohibidos para su uso como agentes de engorda, dado el riesgo que
conlleva al ser ingerido y acumularse en los tejidos de los animales y/o ser excretado en las
heces de los animales tratados y su posterior uso como composta que puede conllevar la

contaminacion de suelo y agua.
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IX. CONCLUSIONES

En las muestras comerciales de pienso analizadas se encontraron concentraciones de As total
que van de 1.47 hasta 19.8 mg As/L.

Las condiciones para la separacion de los compuestos organoarsenicales en un sistema de
HPLC-UV-HG-AFS mediante cromatografia de fase reversa (Cg Luna de 5um, 150 x 4.60
mm) fueron una fase movil de acido acético 2%/metanol (96:4, v/v) a un caudal de 1 mL/min
y un volumen de inyeccion de 300 pL.

Los limites de deteccion (LOD) alcanzados con el equipo de HPLC-UV-HG-AFS fueron de
0.20 pg p-ASA/L, 0.23 pg ROX/L y 0.23 pg NIT/L, de tal forma que con este sitema de
deteccion se detectan concentraciones trazas de ROX, NIT y p-ASA.

Para la parte de extraccibn MAE de los compuestos organoarsenicales, se encontrd que el
mejor agente extractante fue el HsPO4 1.5M utilizando una temperatura de extraccion de
120°C durante 45 min, lo cual proporcioné recuperaciones completas de arsénico total,
95.8% para p-ASA, 97.0% para ROX y 95.2% para NIT, logrando para ello condiciones que
no comprometen la estabilidad de las especies durante su extraccion, con ello la hipétesis
planteada es aceptada.

Para la determinacion de p-ASA en pienso por GC-MS se emple6 como agente derivatizante
1,3-propanoditiol al 5% a pH 2 y un tiempo de reaccion de 30 min.

Las condiciones para la separacion de p-ASA en el sistema GC-MS fueron He (99.999%)
como gas acarreador y una columna DB-5MS (fenil arileno con 5% de fenil-
metilpolisiloxano) (30 m x 0.250 mm con 0.25 pum) y un volumen de inyeccion de 2 pL
(splitless). Los limites de deteccién calculados para el sitema GC-MS fueron de 24.23 ug p-
ASA/L (8.36 pg As/L) y coeficiente de correlacion de 0.9993

En cuanto a la extraccion de p-ASA en las muestras de pienso comerciales para su analisis
por GC-MS se implement6 una metodologia cuyo agente extractante fue el HCI 0.5
M/metanol (1:1, v/v) alcanzando recuperaciones de hasta 98% indicando que la metodologia
analitica propuesta es confiable para la recuperacion de p-ASA.

Los metodos analiticos especificos para la determinacion de p-ASA en pienso con el sistema
HPLC-UV-HG-AFS y GC-MS presentaron un LOD comparable de 0.20 pug p-ASA/kg y
24.23 ug p-ASA/kg respectivamente, siendo mas sensible el sitema de HG-AFS al utilizar
un sistema de generacion de hidruro y una lampara de catodo hueco especifica para As.

Las concentraciones de p-ASA detectadas en las muestras de pienso por el sistema HPLC-
UV-HG-AFS estan en un rango de 5.5 a 57.4 mg/kg y para GC-MS esta en un rango de 4.8
a 57.1 mg/kg. Si bien las concentraciones encontradas no superan los limites permisibles
dados por la FDA para el uso de este compuesto (p-ASA: 100 mg/kg), es de suma importancia
destacar que actualemente estos compuestos de arsénico estan prohibidos para su uso como
agentes de engorda dado el riesgo que conlleva al ser ingerido y acumularse en los tejidos de
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los animales o bien al ser excretado dentro de las heces de los animales tratados
contribuyendo en gran medida a un medio de exposicion para los humanos al ser consumida
la carne de estos animales (cerdo, pollo y pavo).
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