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RESUMEN

El arsénico es un contaminante ambiental y con efecto cancerigeno reconocido, absorbido
y bioacumulado en el grano de arroz, de alli su importancia ya que de esa forma se
incorpora a la alimentacion. En este trabajo se analizaron muestras de arroz (Oryza sativa)
comercial pulido y descascarillados provenientes de las zonas de Caapucu y San Juan
Bautista, ubicadas en la cuenca del rio Tebicuary, con el objetivo de cuantificar los niveles
de arsénico total y determinar si los niveles hallados se encuentran dentro de los limites
maximos establecidos y representan un riesgo para la salud humana, y ademas caracterizar
los granos de arroz mediante las técnicas de DRX, FTIR y MEB — EDS. Se construyo una
curva de calibracion evaluando los parametros de linealidad (r? = 0,994), LOD
(0,32g/mL), LOQ (1,09g/mL), porcentaje de recuperacion (99,8% + 10,6% para arroz
pulido y 100,5% + 7,6% para arroz descascarillado) asi como el anélisis de residuales
mostrando un comportamiento heterocedastico. Se detectd la presencia de arsénico en
todas las muestras mostrando que existe contaminacion y cuyos niveles en valores medios
fueron de 169 pg/kg para arroz pulido y 269 pg/kg para arroz descascarillado, si bien estos
valores no superan los limites algunos valores individuales se encontraron por encima de
los limites méaximos permitidos por lo que representa un riesgo para la salud humana. Los
resultados del analisis DRX mostraron una fase cristalina caracteristica de la amilosa parte
de la estructura del almidén, el analisis FTIR mostré picos de grupos funcionales
caracteristicos de proteinas, lipidos, carbohidratos y almidon, por Gltimo mediante el
analisis MEB - EDS se identifico la presencia de minerales tales como Fésforo, Potasio,
magnesio, Azufre, Silicio y aluminio con una semejanza entre el contenido de Fosforo y
arsénico por el parecido entre la estructural del ion arsenito y el ion fosfato.
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SUMMARY

Arsenic is an environmental contaminant with a recognized carcinogenic effect, absorbed
and bioaccumulated in the rice grain, hence its importance since it is incorporated into the
diet in this way. In this work, samples of polished and husked commercial rice (Oryza
sativa) from the areas of Caapuct and San Juan Bautista, located in the Tebicuary river
basin, were analyzed with the objective of quantifying the levels of total arsenic and
determining if the levels found are within the maximum limits established and represent
a risk to human health, and also characterize the rice grains using the XRD, FTIR and
MEB - EDS techniques. A calibration curve was constructed evaluating the linearity
parameters (r*2=0.994), LOD (0.32g/mL), LOQ (1.09g/mL), recovery percentage (99.8%
+ 10.6% for polished rice and 100.5% + 7.6% for husked rice) as well as the residual
analysis showing heteroscedastic behavior. The presence of arsenic was detected in all the
samples showing that there is contamination and whose levels in average values were 169
ug/kg for polished rice and 269 pg/kg for husked rice, although these values do not exceed
the limits, some individual values are found above the maximum limits allowed, which
represents a risk to human health. The results of the XRD analysis showed a characteristic
crystalline phase of the amylose part of the starch structure, the FTIR analysis showed
peaks of functional groups characteristic of proteins, lipids, carbohydrates and starch,
finally by SEM - EDS analysis the presence of minerals such as Phosphorus, Potassium,
magnesium, Sulphur, Silicon and aluminum with a similarity between the content of
Phosphorus and arsenic due to the similarity between the structure of the arsenite ion and
the phosphate ion.
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1 INTRODUCCION

Pocos son los datos que se tienen a nivel nacional sobre la presencia de arsénico en
suelos, agua y cultivos vegetales de alimentos como el arroz, que tiene la capacidad de
absorber este elemento desde el suelo y aguas de riego. Por lo tanto, no se conoce con
exactitud los posibles dafios que pueda causar este elemento como contaminante en
matrices ambientales, alimentos y en la salud humana tras su posible incorporacion a la

cadena alimentaria.

Se ha reportado la presencia de arsénico en provincias de Argentina cercanas al
Paraguay, como es el caso de Formosa, con concentraciones proximas a 50 pg/L en agua
(Swiecky et al., 2006) y 451 pg/Kg en arroz en la provincia de Misiones (Villaamil Lepori,
2015) asi como en arroz de zonas de cultivo pertenecientes a la cuenca del rio Tebicuary,
hasta 270 pug/Kg (Mereles Ceuppens et al., 2019). Sin embargo, son necesarios estudios
adicionales para complementar los datos acerca de este elemento como contaminante en
arroz en nuestro pais y ademas identificar la fuente de este contaminante y que sea posible

trazar la dindmica de su transporte a través de la cadena alimentaria.

En el presente trabajo se planted la cuantificacion del contenido de arsénico total en
arroz (Oryza sativa) pulido y descascarillado de muestras comerciales mediante la
aplicacion de digestion acida asistida por microondas segun el compendio de métodos
CEM Corporation y posterior determinacion por espectroscopia de absorcion atdmica
acoplada a generador de hidruros segun el método validado por la seccion ambiental del
Servicio Agricola y Ganadero (SAG) de Chile y ademas caracterizar fisicoquimicamente

los granos mediante las técnicas de espectroscopia de energia dispersiva acoplada a un



microscopio electrénico de barrido (MEB-EDS), difraccion de rayos-X (DRX) y
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) de modo a analizar estos

datos en el contexto de este estudio en relacién al arsénico.

Se espera que los resultados obtenidos sirvan como pie de partida para la construccion
de una importante base de datos cientifica para la elaboracion de programas de monitoreo
ambiental, técnicas de prevencidn y/o mitigacién de la contaminacion, asi como para toma
de decisiones en politicas en el marco de la seguridad alimentaria y ambiental vy la

utilizacion de métodos y técnicas analiticas mas amigables con el medioambiente.



2 JUSTIFICACION

Conocer los niveles de arsénico tiene una alta relevancia por la carcinogenicidad
asociada, con implicaciones en la seguridad alimentaria y la comercializacion de
alimentos como el arroz, considerando que este metaloide puede acumularse en tejidos
vegetales del arroz e introducirse en la cadena alimentaria. Existen limites maximos para
As a nivel nacional y regional para aguas y a nivel regional para arroz, pero cuyos niveles
de contaminacion en alimentos son poco conocidos en nuestro pais y no tienen una
normativa establecida, lo que puede repercutir en el riesgo de contaminacion por arsénico
en humanos a través de la cadena alimentaria, asi como también en el desarrollo normal
y rendimiento de los cultivos de arroz y su comercio a nivel internacional y la limitacion
para adoptar una postura nacional en la toma de decisiones estratégicas sobre manejo de
cultivo, etc. Investigaciones realizadas en paises cercanos como Bolivia y Argentina
donde se reporta la presencia de As en suelos y agua subterranea en concentraciones
superiores a los limites maximos establecidos, incluyendo zonas lindantes a la frontera 'y
cercanas a la cuenca del rio Tebicuary, hace que sea posible el hallazgo de este elemento
como contaminante. Actualmente no se cuenta con una metodologia oficial de los
organismos regulatorios para su monitoreo en estas matrices en el pais. Es importante a
nivel ambiental identificar la presencia de este contaminante y su concentracion, pudiendo
encontrarse de forma natural en nuestro suelo debido a la cercania geografica con regiones
endémicas. Son necesarios datos cientificos a nivel nacional para conocer el grado de
contaminacion por arsénico en arroz pulido y descascarillado, los cuales son los productos
con mayor riesgo de contaminacion debido a la absorcion y bio acumulacion de este

contaminante, y basados en estas bases cientificas, delinear sistemas de monitoreo futuros,
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fijar limites de seguridad, generar guias de buenas practicas de manufactura,

necesarios para el comercio y la seguridad alimentaria de la poblacion.



3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

Obtener datos cientificos a nivel nacional para conocer el grado de contaminacion por
arsénico en arroz pulido y descascarillado y a partir de estos ampliar la base de datos
respecto al arsénico como contaminante ambiental.

3.2 Objetivos especificos
Cuantificar los niveles de humedad y cenizas en los granos como criterios de calidad;

Determinar si los niveles de arsénico cuantificados representan un indicio de

contaminacion ambiental y un riesgo para la salud humana;

Caracterizar los granos de arroz mediante las técnicas analiticas DRX, FTIR y MEB-
EDS;



4 REVISION DE LA LITERATURA

4.1 Arsénico. Quimica e interaccion con el medio

El arsénico es un metaloide o semi metal, ubicado en el grupo VA de la tabla
periddica, que puede encontrarse en los estados de oxidacion -3, 0, +3 y +5, variando su
toxicidad de acuerdo a la especie, siendo el estado +3 el de mayor toxicidad seguido del
estado de oxidacion +5 y los compuestos inorganicos a su vez mas toxicos que los
organicos. Entre los compuestos de interés ambiental se puede citar tres grandes grupos,
los compuestos de arsénico inorganico, organico y gas arsina (Carbonell Barrachina,
Burlé Carbonell, & Mataix Beneyto, 1995).

En la naturaleza el arsénico se encuentra principalmente en forma de sulfuro, en
complejos minerales que contienen plata, plomo, niquel, cobre, antimonio, cobalto y
hierro, entre otros y llega a los suelos y acuiferos como contaminante a causa de
actividades antropogénicas como la mineria, los herbicidas, insecticidas y aditivos para la
madera ya que el As forma parte de los mismos y pueden llegar al terreno de cultivo de
los arrozales (Kumarathilaka, Seneweera, Meharg, & Bundschuh, 2018) y en forma
natural por actividad volcanica. Los principales minerales que contienen arsénico son
arsenopirita (FeAsS), rejalgar (As4S4) y oropimente (As2S3) (Smedley & Kinniburgh,

2002) los cuales pueden sufrir erosion y deposicion aluvial en zonas de cultivo de arroz.
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El arsénico inorgénico es la especie critica de este elemento para la evaluacién del
riesgo humano en la dieta, es comdn que se reporten como contribuyentes a la ingesta
dietética de arsénico inorganico en el agua, vegetales, frutas y bebidas, siendo el arsénico
de origen geogeénico el principal contaminante de aguas subterraneas (Cubadda et al.,
2016).

4.2  Arsénico y salud humana

Segun la OMS, el arsénico esta presente de forma natural en niveles altos en las
aguas subterréneas de varios paises y es considerado un agente cancerigeno confirmado,
siendo su forma inorganica la mas toxica, causando problemas en la piel, por ejemplo,
queratosis plantar y palmar, descamaciones y en forma mas grave cancer de piel, su mayor
amenaza para la salud publica reside en la utilizacién de agua contaminada para beber,

preparar alimentos y regar cultivos alimentarios (IARC, 2012).

La exposicidon crénica al arsénico inorganico afecta casi todos los 6rganos y
sistemas, pudiendo causar, ademas, cancer de pulmoén, vejiga, piel, higado, rifion y
préstata. Su absorcion es mayor si esta en forma hidrosoluble, como en el caso del arroz,
pero su bioaccesibilidad podria reducirse por compuestos de la matriz alimenticia
(Medina-Pizzali, Robles, Mendoza, & Torres, 2018).

A nivel mundial es sabido que existen zonas o regiones endémicas especialmente
afectadas por la contaminacién de arsénico (Swiecky et al., 2006). Se define como
Hidroarsenicismo Cronico Regional Endémico (HACRE) a la enfermedad producida por
el consumo crénico de arsénico a través del agua y los alimentos por un periodo de
exposicion largo, a concentraciones superiores a 10 ppb, pudiéndose manifestar los

sintomas, incluso hasta 5 afios después del inicio de la exposicion (Swiecky et al., 2006).

Una manera de reducir o hasta mismo evitar la contaminacion por arsénico es aplicar
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técnicas que posibilitan prevenir la contaminacion de los alimentos por arsénico, segun lo
reportado por el Codex Alimentarius, estas medidas son aplicables en el origen y medidas
agricolas, las primeras tratan de identificar y controlar la contaminacion por arsénico en
la fuente; agua, arrozales y suelo; la segunda trata de educar o informar a los agricultores
sobre las buenas préacticas agricolas (BPA), las cuales incluye orientaciones técnicas del

manejo, para reducir el arsénico en el arroz.

Se ha observado que el proceso de pulido del arroz provee una reduccion
significativa en el contenido de arsénico, cuando es comparado el antes y después del
pulido (Jo & Todorov, 2019). Por otro lado, el simple lavado del arroz ha demostrado
disminuir el contenido de arsénico en productos a base de arroz con contenido superior a
100 pg/kg (Cano Ferrer, 2018).

4.3 Contaminacién por arsenico en arroz

4.3.1 Antecedentes regionales

En Argentina el primer reporte de casos de intoxicacion se dio en la ciudad de
Belle Ville en provincia de Cordoba, llanura Chaco-Pampeana Central (Bundschuh et al.,
2012), los registros acerca de hallazgos de concentraciones de arsénico superiores a lo
establecido en la legislacion vigente (entre 50 ug/L y 5000 ug/L) muestran,
principalmente, una distribucion en las regiones del norte y centro, en las provincias de
Cordoba, Chaco, Salta, Tucuman, Santiago del Estero, Pampa, Formosa, Buenos Aires
entre otros (Swiecky et al., 2006). Por otro lado, en el altiplano boliviano se ven afectados
departamentos donde existen actividades mineras y volcanicas, dandose contaminaciones
por lixiviacion, principalmente cercana a causes hidricos como el rio Pilcomayo. En
Potosi, Oruro y La Paz, esta actividad data desde hace siglos, resultando en graves
contaminaciones a través de los afios, llegando a la cadena alimentaria (Bundschuh et al.,
2012). Otros reportes indican que, muestras de agua subterrdnea extraidas en las cercanias
del lago Poopd superan en un 90% los limites maximos de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) de 10 ug/L) permitidos (Ormachea Mufioz et al., 2016). Asi también, se ven



15

afectados los lagos Titicaca y la region de la bahia de Cohana, donde la principal fuente
de arsénico podria darse por la alteracion geologica de las rocas por actividad volcanica
(Limaet al., 2019).

En Uruguay, se ha estudiado la presencia de arsénico desde relativamente hace
poco tiempo, especificamente desde el 2005, en muestras de agua provenientes de
acuiferos como el guarani, Mercedes y Raigdn, pudiéndose observar concentraciones
superiores a las permitidas por la legislacion uruguaya, de 5 ug/L para la clase 1, agua

potable susceptible de ser tratada convencionalmente (Manganelli et al., 2007).

4.3.2 Antecedentes Nacionales

En el afio 2017 se han reportado trabajos de investigacion sobre contaminacion
con arsénico en agua de riego (10,2 pg/L), arroz descascarillado (116 - 278 ng/Kg) y arroz
pulido (98,4 - 179,5 png/Kg) en tres puntos correspondientes a molinos arroceros dentro de
la cuenca del rio Tebicuary, sin embargo, los autores no han establecido su procedencia.
Para la cuantificacion de arsénico en arroz fue validado un método de digestion acida por
calcinacion en mufla y espectrometria de absorcion atomica con generador de hidruros

(Mereles Ceuppens et al., 2019).

Otros datos recabados de la reserva natural Tapyta (Caazapa), que se encuentra en
la cabecera del rio Tebicuary han mostrado concentraciones de arsénico de hasta 2,36
mg/L en arroyo, en pozo somero las concentraciones de arsénico reportadas fueron de
0,06 mg/L. Se menciona que es necesario realizar estudios en las matrices de suelo de
zonas aledarias a fin de determinar la procedencia del arsénico (Farifia, Larroza, Presser,
& Mallen, 2019).

Han sido reportadas ademds mediciones de 50 a 53 ug/L en las localidades de Toro

Blanco, San Juan Nepomuceno y coronel Bogado (Secretaria del Ambiente (SEAM);
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Instituto Federal de Geociencias y Recursos Naturales (BGR), 2009). Estos valores
citados se encuentran por encima de los valores maximos permitidos por las normativas
nacionales para aguas (Resolucion 222/02. Por la cual se establece el padron de calidad
de aguas en el territorio nacional (Paraguay), n.d.) igual a 10 pug/L y la Norma Paraguaya
50 pg/L (INTN, 1980).

4.4 Técnicas analiticas

Varias son las técnicas analiticas que se utilizan para la cuantificacion de arsénico
en arroz. Algunas de las mas comunes son: espectrometria de masas con plasma acoplado
por induccion (ICP-MS), donde los atomos se ionizan mediante plasma de Argon a una
temperatura de entre 6000 a 8000 K y pasan a través de un detector de cuadrupolo (Litter,
Armienta, & Farias, 2009).

La espectroscopia de emision atomica ICP (ICP-AES) también est4 basada en la
ionizacion por plasma de Argon, con la diferencia de que los iones al desacelerarse emiten
energia en el espectro visible y ultravioleta y esto es captado por un policromador que
produce sefiales que se recogen en integradores analdgicos individuales y luego los
voltajes de salida se digitalizan, se transforman en concentraciones, se guardan y
visualizan (Skoog, James Holler, & Nieman, 2001).

La espectroscopia de absorcion atémica acoplada a generacion de hidruros (HG-
AAS) forma hidruros covalentes volatiles por reaccion con el borohidruro de sodio en
solucion acida, y su generacion como gas permite que sean transferidos a una celda de
cuarzo calentada a 900°C donde se produce la disociacion y atomizacion de los mismos
(Litter et al., 2009).

Generalmente, la ICP-AES es adecuada para determinar el total de arsénico en los
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alimentos y su sensibilidad se puede mejorar acoplandola a HG. ICP-MS tiene la
sensibilidad méas elevada sin derivatizacion. HG-AAS y HG-AFS tienen limites de
deteccion (LOD) en el margen de microgramo por kilogramo, que es adecuado para todos
los alimentos. Para el analisis de arsénico total, las muestras pueden ser tratadas por via
himeda o seca siendo el m&s comun, el de mineralizacion himeda por medio de
microondas (L.itter et al., 2009). Para ser aplicados, se necesitan métodos validados, tales
como los determinados por la Organizacion Internacional para la Estandarizacion (1SO),
AOAC International o la Organizacion Europea para la Estandarizacion (CEN) (FAO/O
M S, 2011).

Los métodos a ser utilizados para investigaciones cientificas deben estar
debidamente respaldados ya sea por normas u organismos competentes y/o validados por
ensayos inter-laboratorios. Segun el laboratorio de referencia de la Unién Europea para
Metales pesados en piensos y alimentos, existen varias metodologias analiticas oficiales
y normalizadas disponibles en documentos para su uso referidas a diferentes matrices, una
de ellas el arroz (European Comission, 2012). Dentro del documento se mencionan en
forma separada, los organismos responsables por las metodologias y la denominacion
dada por cada uno de ellos, de la siguiente forma:

. Comité Europeo de Normalizacién (CEN) para su norma EN 14546:2005
. U. S. Environmental Protection Agency (U.S. EPA)
. AOAC internacional para su norma 986.15
. International Standarization Organization (1SO) para sus normas ISO 17239: 2004
como también ISO 6634: 1982 (European Comission, 2012)

Este Gltimo, aunque sencillo y rapido, tiene los inconvenientes de que posee un
Limite de deteccion de 0,005 mg/L y es un método ya antiguo (1982) (Litter et al., 2009)

En general, se cita en articulos cientificos y normativas el uso de la técnica
analitica de absorcion atomica acoplada a generador de hidruros, pudiéndose hallar dos

variantes en el equipamiento, con atomizador de llama y atomizador de horno de grafito.
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Un analisis comparativo (Tabla 1) de las técnicas analiticas en cuanto a ventajas y
desventajas de su uso revela que la mas adecuada resulta ser la de absorcion atomica

acoplada a un generador de hidruros.

Tabla 1. Comparacion de técnicas analiticas mas comunmente usadas para la
cuantificacion de arsénico total. Fuente: Elaboracidn propia

Metodologias de cuantificacion de arsénico total mas cominmente usadas
Metodologia Ventajas Desventajas
Disponibilidad
del equipo
Interferencias de
matriz
Saturacion de la
e Sensibilidad sefial a
Espectrometria de masas con plasma | e  Analisis multi concentracion
acoplado por induccién (ICP-MS) elemental en elevada
simultaneo » Equipamiento
COstoso
e Instalaciones
especiales
e Analistas
entrenados
Mayor volumen
de muestra
Espectroscopia de emision atomica - » Equipamiento
P ICE’ (ICP-AES) * Sensibilidad | CCF))SIOSO
e Analistas
entrenados
e Sensibilidad
Resultados en menor
. . . tiempo Analisis mono
Espectroscopia por absorcion atdbmica | \Volumen de muestra elemental
acoplada con generacion de Metodologia sencilla Generacion de
hidruros (HG- AAS) e Instrumentacion 0ases 1OXicos
relativamente
econémica
e Selectividad
Espectroscopia por absorcion atdbmica »  Mayor sensibilidad Menor precision
con horno de grafito Permite trabajar con | Mayor nimero de
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volumenes pequenios de interferencias
muestras y alcanzar
concentraciones de ppb

4.4.1 Digestion asistida por microondas

La digestion asistida por microondas funciona como su nombre lo dice mediante
la incidencia de microondas que son ondas electromagnéticas que constan de un
componente eléctrico y magnético, cuando esta energia atraviesa la materia el dipolo de
esta intenta alinearse con el campo magnético de las microondas generandose un
calentamiento conocido como calentamiento dieléctrico, este calentamiento puede darse
rdpidamente por lo que alcanzar temperaturas elevadas puede tomar incluso solo minutos
(de la Hoz, Diaz-Ortiz, & Prieto, 2016).

El calentamiento proporcionado se da directamente a las moléculas dentro del
recipiente calentandolas en forma volumétrica por lo que se considera que es altamente
eficiente. EI método utiliza ademas recipientes cerrados por lo que permite que no se den
pérdidas por volatilizacion durante el calentamiento (de la Hoz et al., 2016). Una
comparacion entre el calentamiento por microondas y el calentamiento convencional se

observa en la siguiente tabla (Tabla 2).

Tabla 2. Comparacion de calentamiento por microondas vs calentamiento convencional

Calentamiento por microondas Calentamiento convencional
Acoplamiento energético Conduccién/Conveccién
Acoplamiento a nivel molecular Calentamiento superficial
Rapido Lento
Volumeétrico Superficial
selectivo No selectivo

Adaptado de de la Hoz et al., 2016

4.5 Técnicas analiticas para la caracterizacion de arroz como matriz de interés
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ambiental

4.5.1 Difraccion de rayos-x

Un material solido cristalino esta caracterizado por su estructura, es decir, por el
arreglo espacial regular de sus atomos. El método de difraccion permite identificar
estructuras cristalinas. La difraccion de rayos-X (DRX) de polvos es una técnica muy
utilizada para la identificacion de muestras naturales de minerales y rocas, asi como para
la identificacion de fases producidas por reacciones en el laboratorio. EI método implica
la interaccion de la radiacion electromagnética con los &tomos de la muestra. Cuando el
haz de rayos-X bombardea una muestra, el haz difractado refleja los planos de la estructura
cristalina, que interfieren constructivamente. Esta interferencia sélo ocurre cuando la
diferencia en la trayectoria es un multiplo entero “n” de la longitud de onda A. Los rayos
difractados por cada cristalito, que se encuentra orientado en forma aleatoria formando un
angulo 0 con el haz, que deben satisfacer la ecuacion de Bragg:

A = 2d sen 6 donde, A es la longitud de onda de la radiacion, 0 es el angulo de incidencia
del haz con los planos del cristal y d corresponde al espaciado entre los planos en el cristal.
El difractograma exhibe la intensidad de la difraccion observada en funcion del angulo de
incidencia. Este difractograma es caracteristico de la muestra, y la identificacion de las
fases presentes se realiza por comparacion con los espectros de patrones disponibles en

un banco de datos internacional (Litter et al., 2009).

4.5.2 Espectroscopia infrarroja (IR)

La radiacion infrarroja se subdivide en infrarrojo cercano (14000 cm-1 a 4000 cm
1), infrarrojo medio (4000 cm-1 a 400 cm-1) e infrarrojo lejano (400 cm-1 a 4 cm-1). La
mayor parte de las moléculas absorbe luz en el infrarrojo medio. EI movimiento
vibracional causado por la absorcién en el infrarrojo es complejo, pero puede ser analizado
como constituido por un determinado nimero de vibraciones, llamadas modos normales
de vibracion (Litter et al., 2009).
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Las energias vibracionales de las moléculas son cuantizadas. Cuando una molécula
absorbe radiacion infrarroja, sufre una transicion a un nivel de energia vibracional mas
alto. Esta transicion solo es posible cuando la energia de la radiacion que incide en la
molécula es igual a la diferencia de energia entre los niveles de energia vibracionales. Por
lo tanto, las dos condiciones necesarias para que ocurra absorcion en el infrarrojo son la
variacion del momento dipolar de la molécula durante la vibracion y la incidencia de
radiacion con energia correspondiente a la diferencia de los niveles vibracionales. Un
espectro infrarrojo mostrard bandas de absorcion a valores de energia correspondientes a

esas vibraciones (Litter et al., 2009).

La espectroscopia infrarroja presenta algunas ventajas como técnica de analisis
quimico. Pueden, en principio, ser analizados por esta técnica solidos, liquidos, gases,
semisolidos, polvos y polimeros. El espectro infrarrojo es rico en informacion: la posicion,
intensidad, altura y formato de los picos en un espectro proporcionan informacion sobre
las uniones quimicas presentes. Es una técnica relativamente répida, facil y sensible.
Pequefas cantidades (microgramos) de muestra pueden ser preparadas y analizadas en
menos de 5 minutos. Por ultimo, los equipos son relativamente baratos. La mejor manera
de trabajar con mezclas complejas es, por ejemplo, separar sus constituyentes para facilitar
la identificacion de las bandas (Litter et al., 2009).

4.5.3 Espectroscopia de energia dispersiva acoplada a un microscopio electrénico
de barrido (MEB-EDS)

Respecto a la microscopia electronica se puede decir que es un microscopio
electronico (ya sea de barrido o de transmision) constituido por un cafién de electrones,
lentes electromagnéticas y una pantalla, y el responsable de la generacion del haz de
electrones, el cafion de electrones, cuya fuente puede ser de dos tipos, termoionicas o de
emision de campo. En un emisor termoionico (usado mas comunmente), los electrones se

emiten a partir de un material incandescente, el Tungsteno, que permite soportar por mas
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tiempo temperaturas elevadas (2600 a 3000 K), los electrones emitidos son desplazados
hacia un plano de minima seccion aumentando la densidad de electrones por unidad de
area en un punto llamado de entrecruzamiento y que se conoce como la fuente efectiva de

electrones (Sorrivas de Lozano, Morales, & Yariez, 2014).

Se sabe que cada orbital tiene una cantidad discreta de energia que es caracteristica
para cada elemento. Por lo tanto, la diferencia de energia entre orbitales es también una
cantidad discreta y caracteristica de un atomo en particular. La espectroscopia de rayos x
dispersiva en energia (EDS), brinda informacidn sobre la composicion elemental de la

muestra (Sorrivas de Lozano et al., 2014).



5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Disefio

Estudio observacional descriptivo, con componente analitico (Hernandez Sampieri,
Fernandez Collado, & Baptista Lucio, 2014). EI mismo fue desarrollado en los meses de
mayo a noviembre del 2021, los ensayos fueron realizados en el laboratorio del
Departamento de Bioquimica de alimentos de la Facultad de Ciencias Quimicas U.N.A.y
el Laboratorio de Bio y materiales de la Facultad Politécnica U.N.A dentro del marco del
proyecto CONACYT PINV18-1061 denominado "Distribucion de arsénico total en la

biosfera de la cuenca del rio Tebicuary, Paraguay .

Para determinacion del contenido de As Total en las muestras de arroz se tomé como
referencia normativa a nivel regional la Norma general para los contaminantes y las
toxinas presentes en los alimentos y piensos (CXS 193-1995) perteneciente al Codex
Alimentarius, que fija los valores maximos permitidos en 350 pg/Kg de As para arroz

descascarillado y 200 pg/Kg para arroz pulido (Codex Alimentarius, 2019).

5.2 Muestreo

La toma de muestras se realiz6 por conveniencia de muestras comerciales de 1Kg
identificadas como pertenecientes a la zona de interés del estudio. Las muestras colectadas

corresponden a las localidades Caapucu y San Juan Bautista, ubicadas en la cuenca del rio
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Tebicuary.

5.3 Tratamiento pre analitico de las muestras

Los paquetes de arroz comercial fueron mezclados uniformemente usando 3 lotes
por cada una obteniéndose un pool de muestras, a partir de la misma fue sacada una sub
muestra por cuarteo la cual fue sometida a molienda en una procesadora y posteriormente
tamizada en una malla de 30 mesch (0,595 mm) hasta obtener un total de 250 gramos que

fueron guardados y etiquetados en potes de plastico con tapa (Polietileno).

5.4 Control de calidad de muestras. Humedad y cenizas

La determinacion de humedad se realiz6 de acuerdo al método oficial de la A.O.C.S.
con balanza termogravimétrica, pesando la muestra homogeneizada y tamizada. Los
resultados se expresaron porcentaje. La determinacion de cenizas se realizé siguiendo el
método oficial de A.O.A.C. 972.15 método gravimétrico, donde se pes6 la muestra en
crisoles de 50 mL, llevandola a calcinacion sobre plancha a una temperatura de 250 °C y

posteriormente en mufla por 12 horas a una temperatura de 550 °C.

5.5 Andlisis del contenido de arsénico total

5.5.1 Preparacioén de la curva de calibracion

La curva de calibracion se prepar6 a partir de una solucién estandar de arsénico
As+5 (como &cido arsénico) certipur Merck de concentracion 1000 ppm (1000 mg/L), a
partir de la cual fue preparada una solucion Intermedia (SI) 10 pg/mL, posteriormente se
tomo6 1 mL de esta dilucién para preparar una solucion de Trabajo (WS) de 100 ng/mL.

Las disoluciones de la Curva de Calibracién se prepararon tomando 100 L, 250 pL, 500
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pL, 1000 pL, 2 mL y 4 mL de la solucion de 100 ng/mL (WS) con pipeta automatica y
Ilevadas a matraces de 50 mL, para obtener las soluciones de la curva con concentraciones

de 0,2; 0,5; 1; 2; 4; y 8 ppb, respectivamente.

5.5.2 Verificacion del método de digestion acida asistida por microondas

Para la Verificacion de un método de analisis se considera un proceso de seleccion
de una serie de factores que se adecuen de una mejor manera a los objetivos propuestos
en base a una metodologia ya establecida para la determinacion de un analito. En este
estudio fueron considerados como parametros de verificacion del procedimiento analitico
la linealidad, limite de deteccidn, limite de cuantificacion, el andlisis de residuales y el
porcentaje de recuperacion, el cual se realizd con un agregado de 200 ppb de Arsénico a
la matriz previa digestion, esto junto con los demés valores calculados a partir de la
construccion de la curva de calibracion (Salas, Torrez, Amaro, Ibarra, & Gonzélez, 2019)
y de calculos analiticos.

Se realizo la verificacion del proceso de digestion siguiendo las indicaciones dadas
en el compendio de métodos CEM Corporation y la seccion ambiental del Servicio
Agricola y Ganadero (SAG) de Chile utilizando 0,5 g de muestra en combinacion con la
utilizacion de HNO3 (c) + HCI (c¢) en una relacion 4:1 a una potencia de 1080 WATT y

una presion de 800 psi.

5.5.3 Mineralizacion de muestras en horno de microondas

Las muestras fueron pesadas en balanza analitica dentro de tubos de digestion para
microondas por triplicado y luego se agregaron bajo campana HNO3 (65% for analysis,
libre de As, EMSURE ISO 1.00456.2500) y HCI conc. (37 — 38 % for analysis) con pipeta
volumétrica, para posteriormente dejar reposar el tubo de digestion abierto bajo campana

extractora durante 15 min (pre-digestion).



26

Para la digestion en microondas se utilizé un horno de microondas (MARS 2,
USA) con el programa "arroz 11" en Classic Methods (Rampa Temperatura: 20 min,
Temperatura 210 °C, mantenimiento; 15 min, y enfriamiento 15 min, Potencia; 1080
Watts) de acuerdo al Compendio de métodos CEM Corporation y la seccién ambiental del
Servicio Agricola y Ganadero (SAG) de Chile para digestion &cida asistida por
microondas. El contenido de los tubos fue transferido cuantitativamente a erlenmeyers de
100 mL, y calentados a 80 °C en placa calefactora para evaporar el acido hasta reduccion
de volumen a 2 mL aproximadamente. Una vez enfriada la muestra el contenido fue
transferido nuevamente a matraces volumétricos de 50 mL en forma cuantitativa haciendo

lavados de los erlenmeyers con agua destilada.

Se agreg6 a los matraces HCI 4,5 M primeramente junto con | (s6lido) y Ac.
Ascorbico (sélido) al mismo tiempo previamente pesados en tubos eppendorfs como
agentes reductores para una pre reduccion del [As] ~(+5) a [As] ~(+3), por Gltimo,
se llevd a volumen con agua ultra pura homogeneizando en forma vigorosa para luego

dejar reposar 1 hora.

5.5.4 Medicion del contenido de arsénico total por EAA - GH

El analisis de arsénico total se realiz6 por medio de la técnica de espectroscopia de
absorcién atdmica con generador de hidruros (EAA-GH) previa digestion acida asistida

por microondas.

5.6 Caracterizacion fisicoquimica de granos de arroz molidos

La caracterizacion de granos de arroz se realizd mediante las técnicas de difraccion
de rayos-X (DRX), espectroscopia de energia dispersiva acoplada a un microscopio
electronico de barrido (MEB-EDS) y espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier (FTIR).
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Se utilizé un microscopio electrénico de barrido con un detector EDS acoplado
(Marca Zeiss, modelo EVO15) este posibilita la determinacion de la composicion quimica
de los elementos presentes mediante dispersion de rayos x. Se siguid el procedimiento
descrito por Sorrivas de Lozano et al., 2014 dispersando las particulas ya previamente
separadas por tamiz, en un liquido inerte (alcohol isopropilico) y su posterior evaporacion
antes de colocar en el porta muestras del microscopio. Las muestras fueron metalizadas
con carbono para posibilitar la conduccion eléctrica en las muestras y la verificacion de la

composicion quimica.

El andlisis de los granos de arroz para la identificacion de los grupos funcionales que
forman parte de la composicién se realizé mediante la técnica de espectroscopia infrarroja
con transformada de Fourier. EI método utilizado fue el de la pastilla de Bromuro de
potasio (KBr) y la lectura de los picos se realizé en el rango de longitud de onda de 4000
a400 cm—1 (MERCOSUR, 2015).

5.7 Analisis estadistico de datos de control de calidad y cuantificacion de arsénico

total

Para el registro de los datos analiticos obtenidos de la determinacion de arsénico total
se utiliz6 una planilla electrénica Excel 2016 y para el tratamiento estadistico de los datos
derivados del control de calidad en cuanto a humedad y cenizas en arroz se utilizo el
software Graph Pad Prism 6.2 para comparacién de medias a 95% de intervalo de
confianza mediante el test de ANOVA para el andlisis de la diferencia de medias, con
post test de Tuckey con valor p<0,05 que establece entre cuales de las muestras existe

diferencia significativa.

5.8 Andlisis de graficos DRXy FTIR
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Para el andlisis de los datos de caracterizacion fisicoquimica y visualizacion de los

espectros FTIR y DRX fue utilizado el software Origin pro 2021.



6 RESULTADOS

En este apartado se muestran los resultados observados, primeramente, aquellos
obtenidos del control de calidad de arroz en cuanto a humedad y cenizas, la elaboracion
de la curva de calibracion y los valores de arsénico total encontrados en las muestras de

arroz y los espectros FTIR y gréficos de datos obtenidos de dispersion de rayos x (EDS).

6.1 Control de calidad de granos de arroz

6.2 Contenido de humedad en las muestras de arroz pulido y descascarillado

Se muestra el gréafico obtenido del analisis estadistico de los datos de la
determinacion de humedad (Anexo 3) en balanza termogravimétrica hechas por

quintuplicado.
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Figura 1. Comparacion del contenido de humedad de las muestras de arroz.

6.3 Contenido de cenizas en las muestras de arroz pulido y descascarillado
Se muestra el grafico obtenido del analisis estadistico de los datos de la

determinacion de cenizas (Anexo 4) por el método gravimétrico hechas por triplicado.
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Muestras arroz

Arroz pulido: CAAQ1L, STBM, STB01
Asroz descascarillado: AT00, AT01, AIO2

Figura 2. Comparacion del contenido de cenizas en las muestras de arroz
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6.4 Verificacion del proceso de digestion acida asistida por microondas y

determinacion del contenido de arsénico total

Para la realizacion de la digestion fueron ajustados los valores del programa “’ Arroz
II”’ (Tabla 3). Los valores de los parametros de desempefio que resultaron de la

verificacion del método se observan en la Tabla 4.

Tabla 3. Condiciones de funcionamiento del horno de microondas para digestion de
muestras de arroz pulido y descascarillado

Etapa Tiempo (Minutos) Temperatura (°C)
Rampa de calentamiento 20 Hasta 210
Mantenimiento 15 210
Enfriamiento 15 40-60

Tabla 4. Pardmetros de desempefio del método de cuantificacion.

“LD =Y, +3s *LC =Y, + 10s

(ng/mL) (ng/mL) r* (linealidad) % De recuperacion **
99,8% + 10,6%
0,32 1,09 0,994 (A. Pulido)
100,5% + 7,6%

(A. Descascarillado)

*LD: Limite de Deteccién; LC: Limite de Cuantificacion
**Rango de aceptacién: 80 % - 110% de recuperacion. Fuente (MAPA-
LANAGRO, 2015)
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Figura 3. Curva de calibracion estandar de soluciones de As total
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Figura 4. Grafico de residuales para la curva de calibracion de As Total

Para la determinacion del contenido de arsénico total se analizaron 6 muestras por

triplicado 3 de arroz pulido y 3 de arroz descascarillado, con 2 fortificados por tipo de

arroz con una recuperacion del 99,8 % + 10,6% para arroz pulido y 100,5 % * 7,6% para

el arroz descascarillado. La curva de calibracion (figura 1) fue realizada con 7 puntos a
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0,2;0,5; 1; 2; 4; 6 y 8 ng/mL respectivamente con una correlacion r2=0,994 obteniéndose
valores de concentracion entre 155,056 pg/kg y 346,450 pg/kg de arsénico total, siendo
el limite maximo de 200 pg/Kg para arroz pulido y 350 pg/Kg para arroz descascarillado
(Codex Alimentarius, 2019).

250+

3
|
|

200pg/Kg

ug As/kg arroz

CAAO01 SIBM SJBO1

Muestras arroz pulido

Figura 5. Contenido de arsénico total en las muestras analizadas de arroz pulido

400+
350 ug’Kg
S 300-
o p—
)
«©
O | pemmmmme e
= 200+
E W NN NN NN
g1m- EW HEEE NN NN
................

AlOO AlO1 AlO2

Muestras arroz descascarillado

Figura 6. Contenido de arsénico total en las muestras analizadas de arroz descascarillado
Los resultados promedio generales fueron de 169 ug/Kg para arroz pulido y 269 pg/Kg
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para arroz descascarillado.

6.5 Caracterizacion de granos de arroz

6.5.1 Difraccién de rayos-x

El analisis de difraccion de rayos X (DRX) (figura 6) mostré la presencia de
amilosa, componente del almidon (Kanazawa, Sanabria, & Monteiro, 2021) con un patron
de difraccidn caracteristico con picos diversos formando un patron entre tipo Ay B con
picos fuertes en alrededor de 15.05 °,17.1, 18.01° y 23.06 ° y picos débiles en 19.89 °,
26.51 ° y 30.3 ° en la escala de Bragg (20) que se cumple para las muestras CAAO],
SJB01, SIBM, Al02 y A100 en concordancia con lo observado por (Singh & Prasad, 2016)
exceptuando a la muestra AlIOL la cual presenta picos débiles en su totalidad en 15.05°,
17.1°,19.89°y 23.06°.
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Figura 7. Patron de difraccion de rayos-x de las muestras de arroz pulido y
descascarillado

6.5.2 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

Los resultados de FTIR se obtuvieron realizando barridos en el rango de 4000 cm™?
a400 cm™1, se muestran espectros caracteristicos (figura 3) con picos en 3314 cm™! de
estiramiento H-O pudiendo ser del agua contenida en la muestra y de grupos hidroxilo
parte d ela estructura de azucares y proteinas, a 2923cm™! estiramiento del enlace C-H
(estiramiento simétrico CH 2) asociado a la presencia de lipidos, a 1747 cm™! se observa
un pico caracteristico del grupo carbonilo (=O) asociado a la presencia de proteinas, con
una mayor intensidad en las muestras SIBM y Al01 sin desplazamiento de pico, a 1638
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cm se observa estiramiento del grupo carbonilo atribuido a aldehidos. En la region de la
huella dactilar de 1000 cm™! a 1154 cm™?! se observa estiramiento del enlace C-O
asociado a la presencia de polisacaridos (Srinuttrakul et al., 2021) mas especificamente
a1003 cm™! se observa un pico caracteristico con alta intensidad excepto en las muestras
SJBM y Al01 donde se observa una notable reduccion en intensidad, este pico se asocia
especificamente a carbohidratos (Naveda, Jorge, Flores, & Visitacion, 2019) y vibracién
de C-OH de los almidones, debida a la interaccion de enlaces de hidrégeno entre el

almidon y el agua (Cao et al., 2020).

— AIOO
—— AlO1
— AI02
— CAAO01
-SJB0O1
- SJBM

b = — et 3% ' A .
o i ey i' 1‘:5 ;:‘_ _,‘:,.’ﬁ

W

AN
| 1000

I v 1 v 1 1 b 1 v 1 v 1 v 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Figura 8. Espectro FTIR de las muestras de arroz pulido y descascarillado



6.5.2.1 Andlisis de dispersion de energia de rayos x

Los espectros de dispersion de energia de rayos-x (figura 5) obtenidos de las
muestras determinaron la presencia de los elementos potasio, magnesio, aluminio,

fésforo y azufre.

% en masa de elementos minerales presentes en
las muestras

AlOO 1

Al01 Al02 CAAD SJB01 SIBM

L= e L R R T = I |

Arroz pulido Arroz descascarillado

m Fosforo mPotasio ® Magnesio Azufre mSilicio mAluminio
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Figura 9. Gréfico comparativo de porcentaje en masa de elementos minerales presentes

en las muestras



7 DISCUSION DE RESULTADOS

Control de calidad

Se realiz6 un andlisis de varianza ANOVA con post test de Tuckey para el tratamiento
de datos obtenidos de humedad y cenizas, verificandose que existe diferencia significativa
en el contenido de humedad para las muestras de arroz pulido, no asi en el caso de las
muestras de arroz descascarillado en las cuales se evidencio diferencia significativa,
hallandose los valores en todos los casos por debajo del limite méximo permitido (15%)

segun la norma del Codex alimentarius CXS 198-1995 en su actualizacién 2019.

En general las muestras de arroz descascarillado mostraron mayor contenido de
humedad que las muestras de arroz pulido, esto debido a la composicion de los granos
descascarillados los cuales presentan mayor contenido de proteinas y por lo tanto una
mayor absorcion de agua (Cerda Mejia, Cerda Mejia, Pilamala Rosales, Miranda Moreno,
& Pérez Martinez, 2017).

Los datos obtenidos de contenido de cenizas mostraron que no existe diferencia
significativa para el caso de las muestras de arroz pulido y si existe diferencia significativa
entre las muestras de arroz descascarillado. En una comparacion entre ambos tipos de
arroz se pudo verificar que las muestras de arroz descascarillado presentaron mayor
contenido de cenizas, lo que es de esperarse en cereales integrales y lo que se traduce en
un mayor contenido de minerales, debido a que la distribucion de minerales no es
uniforme dentro del grano y se concentran en las capas exteriores (Pighin & De Landeta,
2019).

Verificacién del método para la digestion asistida por microondas

Se realizd la verificacion del método de digestion acida asistida por microondas

recomendado por el compendio de métodos CEM Corporation y la seccion ambiental del
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Servicio Agricola y Ganadero (SAG) de Chile utilizando los parametros de limite de
deteccion, limite de cuantificacion, linealidad, % de recuperacion de 99,8% + 10,6% (A.
Pulido) 100,5% + 7,6% (A. Descascarillado) , con un rango de aceptacion de -20 % a +10
% utilizado para concentraciones mayores a 10 pg/Kg (MAPA-LANAGRO, 2015),
mostrando que la curva de calibracion posee una buena correlacion, asi como valores de
LOD y LOQ dentro del rango de concentraciones que se esperaba para este trabajo, sin
embargo el analisis de residuales mostro que el modelo de regresion utilizado tiene un
comportamiento heterocedastico, pudiendo haber otros modelos que provean una mayor
fidelidad de los datos obtenidos, es decir aquellos que presenten un comportamiento
homocedastico que se da cuando la varianza de los datos es constante (Lopez Maurandi,
2015) sin embargo se optd por utilizar este modelo debido a que dentro de las limitaciones
fue el que tuvo mejor ajuste esto teniendo en cuenta la disponibilidad de recursos y tiempo,
asi como la variabilidad de la respuesta del equipo de absorcion atémica, la cual
presentaba oscilaciones dando valores discontinuos y por otra parte el hecho de que el
equipo era utilizado para lectura del mismo analito en la matriz suelo con concentraciones

mucho mas altas, lo que saturaba el equipo alterando la sefial analitica.

Entre otras cosas el método de digestién por microondas permitid el tratamiento de
muestras multiples en tiempos cortos lo que facilito el trabajo y acorto el tiempo total del

andlisis, asi como también se pudo lograr un consumo de reactivos razonable.

Analisis de arsénico total

En cuanto a los datos obtenidos de arsénico total en las muestras evaluadas y datos
disponibles de reportes de arsénico total a nivel regional (Tabla 8) se observan valores
medios similares, exceptuando el caso de Argentina el cual presenta un valor promedio de
arsénico total considerablemente méas alto (303 ug/Kg), esto debido a que es un pais
endémico de contaminacién por arsénico (Villaamil Lepori, 2015). Estos datos suponen
una similitud probablemente asociada a la ubicacion geografica de nuestro pais 'y por ende
a las fuentes origen de este contaminante, el suelo y el agua (Kato, De Nadai Fernandes,
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Raab, Bacchi, & Feldmann, 2019; Mondal et al., 2020; Roel, Campos, Verger, Huertas,

& Carracelas, 2021).

Tabla 5. Reportes de arsénico total en arroz a nivel regional

Pais Concentracion media Referencia
de AsT (ug/KQ)
Paraguay 169(AP)* — 269(AD)*  Este estudio
Argentina** 303 (Oteiza et al., 2020)
Brasil** 174 (Kato et al., 2019)
Uruguay** 178 (Roel et al., 2021)
Per( ** 168 (Mondal et al., 2020)

* AP: Arroz pulido; AD: Arroz descascarillado

** Arroz Pulido

Por otra parte, realizando una comparacion de los valores medios obtenidos en este

estudio con la normativa legal vigente se pudo observar que los mismos no sobrepasan los

limites maximos permitidos tanto para arroz pulido como para arroz descascarillado y se

puede observar que el valor medio de arsénico total para las muestras de arroz pulido es

mucho menor que el valor medio de arsénico total para las muestras de arroz

descascarillado por lo que se cumple lo dicho por Jo & Todorov, 2019 en cuanto a que el

pulido del arroz disminuye el contenido de arsénico en los granos de arroz.

Tabla 6. Comparacion de valores medios de As Total con la normativa legal vigente

Valores medios

obtenidos en este estudio

Codex Alimentarius

Unién Europea

Arroz Arroz

pulido  descascarillado

Arroz Arroz

pulido  descascarillado

Arroz Arroz

pulido descascarillado

169

269 pg/Kg
Hg/Kg

200

350 pg/Kg
Hg/Kg

200 ng/Kg 250 ng/Kg
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Anterior a este trabajo Mereles Ceuppens et al., 2019 determinaron el contenido de
arsenico inorganico en muestras de arroz, siendo el Unico estudio de este tipo en ésta
matriz y a la par de este estudio Gomez Gonzalez, 2021 comprobd la existencia de niveles
representativos de arsénico en suelos de cultivos ubicados dentro de la cuenca del rio
Tebicuary, mismo lugar al que pertenecen los molinos arroceros productores de donde se
obtuvieron las muestras por lo tanto es posible que exista una relacion entre el contenido
de arsénico en suelos y el contenido de arsénico en arroz, teniendo que comprobarse esto

mediante un andlisis estadistico de correlacion entre estos datos en un estudio posterior.

A nivel nacional no se tiene un marco regulatorio para arsénico en arroz, por lo que
también debe hacerse una revision de la norma paraguaya, la cual se encuentra
desactualizada ya que su version vigente corresponde al afio 1985 y ademas es necesario
reajustar el limite maximo en la normativa legal aplicada a nivel regional, teniendo en
cuenta tanto el contenido de arsénico total como el de arsénico inorganico a fin de reducir
dicho limite teniendo en cuenta los niveles de arsénico en arroz reportados a nivel regional

y en este estudio.

Caracterizacion del arroz

La presencia de picos agudos en los resultados de difraccion de rayos-x se pueden
asociar con una mayor cristalinidad, siendo el grado de trituracion de la muestra y el
porcentaje de humedad los factores responsables de la perdida de estructura cristalina
dando picos de menor intensidad como se observa en la muestra AlI01 (Singh & Prasad,
2016).

Se realizo una comparacion con otros estudios tal como lo recomienda Litter et al.,
2009 para matrices complejas (macromoléculas) y de acuerdo a esto fue identificada una

fase cristalina caracteristica, la cual corresponde a la Amilosa del almidon de arroz
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(Kanazawa et al., 2021).

A partir de los espectros de FTIR se pudo verificar la presencia de estiramientos de
enlace de los grupos C-H, C-H2y C=0, asi como vibracion del enlace C-OH atribuidos
a la presencia de lipidos, proteinas y carbohidratos, mas especificamente, tal como lo
sugieren Cao et al., 2020; Naveda et al., 2019; Srinuttrakul et al., 2021. En cuanto a las
proteinas y carbohidratos el arsénico puede encontrarse particularmente unido a estos, en
aquellas proteinas que posean el grupo tiol (SH) al cual es afin y a los carbohidratos

formando lo que se conoce como arsenoazucares (Litter et al., 2009).

En cuanto al analisis EDS permitio identificar y obtener datos semicuantitativos en
porcentaje de los elementos presentes en la muestra encontrandose fdsforo, potasio,
magnesio, azufre, silicio y aluminio en orden decreciente respectivamente como
componentes minerales mayoritarios, lo cual concuerda con lo descrito por (Pighin & De
Landeta, 2019) en su andlisis de distintos tipos de arroz comercial, resalta la presencia de
azufre, el cual esta asociado al arsénico en forma de minerales como arsenopirita (FeAsS),
rejalgar (As4S4) y oropimente (As2S3) segin lo mencionado por Smedley & Kinniburgh,
2002 y a grupos tiol (SH) como se habia mencionado anteriormente. Por otra parte, se
observd que el contenido de arsénico en las muestras de arroz descascarillado se ve
aumentado en forma similar al que lo hace el contenido de fosforo, esto debido a que el
ion arsenito (forma soluble del arsénico en el arroz) es un analogo estructural del ion
fosfato (Alarcon, Leal, Martin, Miranda, & Benavides, 2013), el cual es absorbido
posiblemente mediante mecanismos similares en los cultivos de arroz, sin embargo, los
datos obtenidos no son suficientes para establecer una correlacion directa entre los mismos
o con algin otro mineral, es necesario realizar mediciones cuantitativas y analisis

estadisticos de correlacidn entre otros.

Estos resultados serviran para reforzar lo que se sabe acerca del arsénico como
contaminante ambiental en arroz en nuestro pais, sirviendo como base de partida para

otros estudios del mismo tipo y ademas otros que incluyan una correlacién con la posible
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fuente de este contaminante.

8 CONCLUSION

Los valores de humedad y cenizas para las muestras analizadas se encuentran dentro
de los criterios de calidad de acuerdo a la normativa vigente.

Se evidencio la presencia de arsenico en todas las muestras analizadas, lo cual sugiere
que si existe contaminacion por arsénico, si bien los niveles promedio cuantificados en
este estudio se encuentran por debajo del limite maximo permitido para arsénico total (200
Hg/Kg para arroz pulido y 350 pg/Kg para arroz descascarillado) segun el Codex
alimentarius, algunos de los valores individuales de muestras superaron éste limite, por lo
que esto representa un riesgo para la salud humana.

En cuanto a la caracterizacién de las muestras, por la técnica de difraccién de rayos-
x se observo que las muestras de arroz presentaron una fase cristalina caracteristica con
un patron de difraccion perteneciente a la amilosa, parte de la estructura del almidon y
similar para todas las muestras excepto una de las muestras de arroz descascarillado
(Al01) posiblemente debido al contenido de humedad la cual altera la estructura cristalina.

De acuerdo a los espectros FTIR se observé la presencia de picos caracteristicos para
almidon, polisacaridos, carbohidratos, proteinas y lipidos con modos de vibracién
principalmente de estiramiento de los grupos C-H, C-H2, H-O y del grupo carbonilo.

Mediante el analisis de espectroscopia de energia dispersiva acoplada a un
microscopio electrénico de barrido (MEB-EDS) se observo la presencia de fdsforo,
potasio, magnesio, azufre, silicio y aluminio, con una posible relacién entre el contenido

de fosforo y arsénico.
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RECOMENDACIONES
Evaluar la influencia de las variedades de arroz en la acumulacién de arsénico en las

condiciones de cultivo del Paraguay.

Gestionar estrategias de monitoreo para detectar variaciones de concentracion de

arsénico en diferentes épocas del afio tanto en cultivos como en suelos.

A nivel analitico, es recomendable incluir técnicas acopladas tales como la
cromatografia liquida y/o gaseosa acoplada a absorcién atomica con generador de
hidruros para facilitar la separacion, identificacion y cuantificacion de las especies de

arsenico presentes.
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ANEXO 1: ESQUEMA DE TRABAJO PARA EL ANALISIS DE ARSENICO

TOTAL EN MUESTRAS DE ARROZ
Esquema general

de trabajo

TOMA DE MUESTRAS

PROCESAMIENTO DE
MUESTRAS

CONTROL DE
CALIDAD
DIGESTION
ASISTIDA POR
MICROONDAS

PREPARACION
DE
DILUCIONES

—
h\
R ANALISIS DE MUESTRAS
- . . POR ESPECTROSCOPIA DE
. § ABSORCION ATOMICA
R ACOPLADA A GENERADOR

DE HIDRUROS
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ANEXO 2: FUNDAMENTO DE VERIFICACION DE METODOS SEGUN GUIA

EURACHEM

La Adecnacion al Uso de los Métodos Analiticos Gaia Eurachem

4 ;Cuando debe validarse o verificarse un método?

4.1 Validacion de un método

Un metodo debe ser validado cuando es
necesario demostrar quez sus caracteristicas de
desempeno son adecuadas para el usc previsto
For gjemplo. sz indica en el aparado 5.4.5.2 de
la Morma ISOVIEC 17025 [1] cuc el laborotorc
debe validar:

+  méndos no normalizados;

+ métndos  disefados'desarrollados por el
laboratorio;

« métndos normalizacos vsados fuera de su
ambito de aphcacion

+ amplociones o modificociones de meétodos
normalizadns

La wulibacion debe ser n anplia oome sce
neecsaria parn cumplir con los requisitcs on
relacion con el uso dado o lz apleasion [23] Le
extension (*alcance’) de la validacion dependers
de la aplicacion, la naturaleza de los cambios
realizados ¥ de las circunstancias en que el
metodo se va a utihzar.

También debe validarse cuando es necesaric
demostrar la eguivalencia de los resultados
obtenidos por dos mélodos, por gjemplo, ur
método recientemente desarrollado v vn mércde
normalizados cxisteate.

4.2 Verificacion de un método

Para los méndos normalizados, fales como los
publicados por, gjemplo, IS0 o ASTM, no es
necesano vihdar el método  uhhzado por el
laboratorio. Sin embargao, el laboratorio necesita
venficar ¢l desempefio del método como sc
detalla en la norma ISOVIEC 17025 apartado
54.2:

. El laboratorio debe confimmar gue puede
aperar odecuaaamente fox MmE0dos
rormalizados ontes de introgucir los ensayas a
calibraciones.

Tamhién ¢= necesaria la verificacidn cuando hay
camhins importantes, =omo el usn de un equipn
nuevo (pero similar), traslado de equipas, ete.

En los laboratorics elinicos la mayor parte de los
ensayns  s¢ realizan con procedimiening
comerciales previamente  validades por los
fabricantes y que deben ser venficados por el
usuarie final [24]. La ISC 15189 [2] hace
hncame en que los procedimicnios de examen
psutluy sin modificeciones delen exiar spjelfos o
wrra  verificacion  indopendiente antfes de ser
usados come métodos de ruting. También puede
tenzrse en cuenta la actualizacion del software de
un equipo. o cuando los resultados de control de
calidad indica que el desempefio del método
camb:a con ¢l tiempo.
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ANEXO 3: RESULTADOS DE HUMEDAD Y CENIZAS

Cadigo de muestra % de Humedad promedio *
CAA01 9,314 + 0,08
SJB01 11,168 £ 0,21
SIBM 10,890 £ 0,32
AIOO 10,942 £ 0,26
AlO1 10,976 = 0,37
AlQ2 11,263 £ 0,24

. Porcentaje de humedad promedio en muestras de arroz pulido y descascarillado.

* Los resultados se expresan en promedios analiticos + desviacion estandar.

Caodigo de muestra Cenizas*

(9/100g arroz)

CAA01 0,397 £ 0,03
SJB01 0,373+ 0,03
SIBM 0,348 + 0,03

AIOO 0,914 + 0,08

Al01 1,168 + 0,02
Al02 0,9790 + 0,06

Contenido promedio de cenizas en muestras de arroz pulido y descascarillado.
*Los resultados se expresan en promedios analiticos + desviacién estandar.



ANEXO 4: ANALISIS ESTADISTICO DE LAS DETERMINACIONES DE
HUMEDAD POR ANOVA'Y POST TEST DE TUCKEY

48

Table Analyzed Humedad

Data sets analyzed A-F

ANOVA summary

F 37,36

P value <,001

P value summary il

Significant diff. among means (P <

0.05)? Yes

R squared 0,8861

Number of families 1

Number of comparisons

per family 15

Alpha 0,05

Tukey's multiple Mean [95,00% Cl |Below Summ | Adjusted P

comparisons test Diff, of diff, threshold? |[ary Value
-2,370 to -

CAAO01 vs. SJB01 -1,853(1,337 Yes Fkx <,001 |A-B
-2,092 to -

CAAO01 vs. SIBM -1,576 (1,059 Yes bk <,001 |A-C
-2,465 to -

CAAO01 vs. Al02 -1,949(1,432 Yes Fkx <,001 |A-D
-2,178 to -

CAAO01 vs. AlO1 -1,661 (1,145 Yes bk <,001 |A-E
-2,144 to -

CAAO01 vs. AIOO -1,628 (1,111 Yes bk <,001 |A-F
-0,2389 to

SJB01 vs. SIBM 0,2776(0,7941 No ns 0,568 | B-C
-0,6119 to

SJB01 vs. Al02 -0,0954 10,4211 No ns 0,992 |B-D
-0,3243 to

SJB01 vs. Al01 0,1922(0,7087 No ns 0,855 |B-E
-0,2909 to

SJB01 vs. AIOO 0,2256 (0,7421 No ns 0,755 |B-F
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-0,8895 to

SJBM vs. Al02 -0,373(0,1435 No ns 0,26 (C-D
-0,6019 to

SJBM vs. AlO1 -0,0854 (0,4311 No ns 0,995 (C-E
-0,5685 to

SJBM vs. AlOO -0,052(0,4645 No ns >999 |C-F
-0,2289 to

AlO02 vs. AlO1 0,287610,8041 No ns 0,531 |D-E
-0,1955 to

Al02 vs. AI00 0,321]0,8375 No ns 0,414 |D-F
-0,4831 to

AIO1 vs. AIOO 0,0334 10,5499 No ns >999 (E-F
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ANEXO 5: ANALISIS ESTADISTICO DE LAS DETERMINACIONES DE

CENIZAS POR ANOVA'Y POST TEST DE TUCKEY

Ceniza
Table Analyzed S
Data sets analyzed A-F
ANOVA summary
F 207,9
P value <,001
P value summary faleked
Significant diff. among means (P <
0.05)? Yes
R squared 0,9895

Number of families 1

Number of comparisons per

family 15

Alpha 0,05

Tukey's multiple comparisons | Mean 95,00% Cl of |Below

test Diff, diff, threshold? Summary
-0,09657 to

CAAO01 vs. SJB01 0,024 10,1446 No ns
-0,07141 to

CAAO01 vs. SIBM 0,04917(0,1697 No ns
-0,6523 to -

CAAO01 vs. AIOO -0,5175(0,3827 Yes faleie
-0,8919 to -

CAAO01 vs. Al 01 -0,77130,6508 Yes faleie
-0,7036 to -

CAAO01 vs. Al02 -0,5830,4624 Yes faleie
-0,09541 to

SJB01 vs. SIBM 0,025170,1457 No ns
-0,6763 to -

SJB01 vs. AIOO -0,5415(0,4067 Yes faleie
-0,9159 to -

SJB01 vs. Al 01 -0,7953(0,6748 Yes falaied
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-0,7276 to -

SJB01 vs. Al02 -0,607|0,4864 Yes ookl
-0,7015to -

SJBM vs. AIOO -0,5667(0,4318 Yes ookl
-0,9411to -

SJBM vs. Al 01 -0,82050,6999 Yes ookl
-0,7527 to -

SJBM vs. AlO2 -0,6322(0,5116 Yes ookl
-0,3887 to -

AlO00 vs. Al 01 -0,2539(0,1190 Yes ookl

-1-0,2003 to

AIQ0 vs. Al02 0,06552(0,06929 No ns
0,06776 to

Al 01 vs. AlO2 0,18830,3089 Yes x*
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ANEXO 6: ANALISIS ESTADISTICO DE DETERMINACIONES DE

ARSENICO TOTAL

CODIGO TUBO _ARROZ PULIDO CAA. Marca " SELECTA". Caapucu Peso Muestra Abs Conc. X (ug/mL) Conc. Final ug/kg
CAA CAA104.08.21 0,5028 0,0484
CAA CAA204.08.21 0,5002 0,0534
CAA CAA 3 05.08.21 0,5094 0,0483
Promedio 0,5041
sD 11,622
cv
| | |
AARROZ PULIDO SJBM 05.08.21 Marca " Cotidiano” . Procedencia: San Juan Bautista Misiones, Empresa AGROZAFRA
Peso Muestra Abs Conc. X (ug/mL) Conc. Final ug/kg
SJIBM SJBM 1 AP3 0,5028 0,0475 1,471 146,28
SIBM SIBM 2 AP4 0,5009 0,0656 2,127 212,30
SJBM SJBM 3 APS 0,5089 0,0544 1,721 169,09
Promedio 0,5042
sD 33,529
cv
| | | [ |
ARROZ PULIDO marca "Cuenca”. Empresa Peso Muestra Abs Conc. Final ug/kg
SJBO1.1 AP711.08.21 0,5028 0,0667 215,46
SJBOL.2 AP811.08.21 0,5081 0,0545 169,71
SJBOL.3 AP9 11.08.21 0,5046 0,0475 145,76
Promedio 0,5052
sD 35,413
cv
ARROZ PULIDO marca " Cuenca”. Empresa Agroalianza FORTIICADO Peso Muestra Abs Conc. X (ug/mL) Conc. Final _ug/kg
SJBO1.1 AP711.08.21 0,5087 0,1752 6,098 599,35
SJBOL.2 AP811.08.21 0,5087 0,1558 5,395 530,27
SJBO1.3 AP9 11.08.21 0,5087 0,1558 5,395 530,27
Promedio 0,5087
sD 39,888

cv
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ANEXO 8: GRAFICOS EDS DE ELEMENTOS PERESENTES EN LAS

MUESTRAS

a)

8
Energy [kev]

i@
o e B 4

b)

d)

. Identificacion elemental de las muestras por EDS. a) Arroz pulido SIBM; b) Arroz
pulido SJB01; c) Arroz pulido CAAO01; d) Arroz descascarillado Al02; e) Arroz

descascarillado AIO1; f) Arroz descascarillado Al02
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ANEXO 9: METODOLOGIA ANALITICA PARA LA DIGESTION EN HORNO
DE MICROONDAS, CEM CORPORATION.

Microwave Digestion of
Rice

Procedure

Weigh 0.5 g of the sample into the digestion vessel. Add 10 mL of HNOs. Gently swirl the mixture and wait approximately 15 minutes
before closing the vessel.

The addition of Conc. HCI (0-4 mL) is appropriate for the stabilization of Ag, Ba and Sb, and high concentrations of Fe and Al in solution.

The amount of HCI will vary depending on the matrix and the concentration of the analytes. The addition of HCl may, however, limit the
techniaues or increase the difficulties of analvsis.

Recommended Equipment Recommended Vessels Reagents
MARS 6 EasyPrep HNO;
MARS 6 iWave EasyPrep Plus

MARSXpress

MARSXpress Plus

Max Sample Weight Sample Type Control Type Method Type
05¢g Organic Ramp to Temperature One Touch

Heating Program
Stage Temp (°C) *Ramp (mm:ss) Hold (mm:ss) Pressure (psi) * Power (W) Stirring

1 210 20:00 15:00 800 900-1800 Off

* Ramp times and power may vary depending on the type and number of vessels.
Results

Sample was clear, colorless, and particle free upon dilution to 50 mL.
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