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RESUMEN

El arsénico, elemento quimico de numero atémico 33, caracterizado como metaloide, se
presenta en la naturaleza en forma de compuestos inorganicos y organicos. Resultados de
estudios en animales han demostrado que los compuestos de arsénico inorganico pueden
clasificarse como carcindégenos, grupo 1. Este metaloide puede llegar al ser humano por
diferentes vias, pero una de las mas significativas es a través de la ingesta de arroz, alimento
de gran consumo y donde este elemento podria encontrarse en altas concentraciones. Los
Estados Miembros de la Union Europea (EEMM) junto a la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) han recopilado datos sobre la concentracién de arsénico en arroz en
diferentes partes del mundo con el fin de delimitar la ingesta de seguridad de alimentos a base
de arroz. En este trabajo se revisan los métodos analiticos existentes para la determinacion

de arsénico presente en arroz.

1.- INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1.- PRESENCIA DEL ARSENICO EN EL MEDIO AMBIENTE

El arsénico, elemento quimico de nimero atdmico 33 y masa atdmica 74,92 u, descubierto
por el quimico aleman ahora canonizado San Alberto Magno en el afio 1250
aproximadamente, tiene unas propiedades fisicas y quimicas intermedias entre un metal y un
no metal, por lo que suele ser referido como metaloide o semimetal. Pertenece al Grupo 15
de la Tabla Periédica y, puede existir en varios estados de oxidacion. Arsenito As*®y arseniato
As* son los estados de oxidacion habituales.

asith e 1
+5

As

Arsenic

[Ar] 4s*3d" 4p®
Metalloid

Figura 1. Caracterizacion del elemento quimico arsénico.
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El arsénico es un metaloide presente en la naturaleza, procedente tanto de fuentes naturales
como antropogénicas, y que se presenta en diferentes formas quimicas inorganicas y
organicas. Es un contaminante ambiental al que los humanos estan expuestos habitualmente

a través del agua, el aire, el suelo y los alimentos.

Como resultado de la actividad volcanica e industrial el arsénico es emitido al medio
ambiente. La mineria, la fundicion de metales no ferrosos y la quema de combustibles fésiles
son las principales fuentes antropogénicas de contaminacion por arsénico del aire, el agua y
el suelo, principalmente en forma de triéxido de arsénico. El uso historico de pesticidas que
contienen arsénico ha dejado grandes extensiones de tierras agricolas contaminadas. Por un
lado, se estima que las fuentes antropogénicas representan casi 24000 toneladas de arsénico
emitidas a la atmosfera global por afio, por otro lado, se estima que aproximadamente un
tercio del flujo atmosférico global de arsénico proviene de fuentes naturales, unas 7900
toneladas por afo. La actividad volcanica es el contribuyente natural mas importante, seguido
por la volatilizacién a baja temperatura, los exudados de la vegetacion y los polvos arrastrados
por el viento (WHO, 2001).

El arsénico se transporta principalmente en el medio ambiente a través del agua. La forma
y la concentracién de arsénico dependen de varios factores. En condiciones reductoras, por
ejemplo, predominan los arsenitos, como los que se encuentran en aguas de pozos profundos.
El grado de actividad biolégica se asocia con la conversién de arsénico inorganico a acidos
de arsénico metilado, el tipo de fuente de agua y la proximidad de la fuente de agua a
formaciones geoldgicas ricas en arsénico y otras fuentes antropogénicas, son otros de los
factores que influyen en la forma y concentraciébn en que se encuentre el arsénico. La
concentracion de arsénico en las fuentes superficiales de agua dulce, como rios y lagos, es
generalmente menor de 10 pg/l, aunque puede llegar a 5 mg/l cerca de las fuentes
antropogénicas. Las concentraciones de arsénico en el agua de mar abierto y en el agua
subterranea se sitdan en el rango 1-2 pg/l, aunque las concentraciones de agua subterranea
pueden ser de hasta 3 mg/l en areas con roca volcanica y depésitos minerales de sulfuro
(WHO, 2001).

La exposicion a altos niveles de arsénico en el agua potable ha sido reconocida durante
muchas décadas en algunos lugares del mundo, especialmente en China, Sur y Sudeste
asiatico, y algunos paises de América Central y del Sur. En la mayoria de estos paises, la
fuente de agua potable es agua subterrdnea, contaminada de forma natural por formaciones
geologicas ricas en arsénico. Ademas, mineria, fundicion y otras actividades industriales han
contribuido a elevar las concentraciones de arsénico en las fuentes locales de agua, las

principales regiones donde se han medido altas concentraciones de arsénico en el agua
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potable incluyen grandes areas de Bangladés, China, Bengala Occidental (India), areas mas
pequefias de Japdn, México, Tailandia, Brasil, Australia y EEUU. De esta manera, los niveles
de arsénico en las areas afectadas pueden variar de decenas a cientos o incluso miles de
microgramos por litro, mientras que, en areas no afectadas, los niveles suelen ser de unos
pocos microgramos por litro. El arsénico se presenta en el agua potable principalmente como
As (V), aunque en entornos reductores también se ha comprobado que hay concentraciones
significativas de As (lll), y por lo general, se encuentran trazas de especies de arsénico

metilado.

1.2.- OBJETIVOS

El arroz es un alimento importante en cualquier cultura, y en ciertas zonas del planeta se trata
de un alimento bésico, de consumo diario. Por otro lado, el arroz es especialmente eficaz, en
comparacion con otros cereales, en la acumulacién de arsénico. Debido a esta circunstancia,
surge la necesidad de realizar estudios, empleando diferentes técnicas instrumentales de
andlisis quimico, para detectar y cuantificar el arsénico presente en arroz con el fin de regular

su ingesta, bien controlando el consumo de arroz, bien tratando el agua de riego previamente.

El objetivo principal del presente trabajo es el estudio de los diferentes métodos analiticos
de determinacidon de arsénico en arroz y que incluye, como objetivos especificos, los

siguientes:

-Describir la toxicidad del arsénico en sus diferentes formas organicas e inorganicas por

exposicion al mismo.

-Exponer la problemética de la presencia de arsénico en el arroz y mostrar la legislacion
vigente que establece los limites maximos de arsénico en arroz y sus derivados, en la Unién
Europea, para reducir el riesgo para la salud humana derivado de la exposicion al arsénico a

través de la dieta.

-Realizar una revision bibliografica exhaustiva de las técnicas instrumentales de analisis

guimico para la determinacion de arsénico en arroz llevadas a cabo en los ultimos afios.
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1.3.- TOXICIDAD DEL ARSENICO

En la antigua Grecia, el médico, farmacdlogo y botanico Dioscérides catalogé el arsénico
como veneno (siglo | d.C.). Desde la Edad Media, su popularidad como veneno se consolidd,
por ser, incoloro, insipido, inodoro, facilmente disponible y, administrado en una sola dosis en
alimentos o bebidas, altamente efectivo. Ademas, los sintomas de envenenamiento por
arsénico eran dificiles de detectar, al ingerirlo los malestares se confundian con los del célera
(una enfermedad muy frecuente). Sin embargo, el descubrimiento de una prueba quimica
especifica para la deteccion de arsénico por James Marsh en 1836, puso fin al apogeo de

este “rey de los venenos” (Meek, 1955).

Posteriormente, y unos afios antes a la introduccién de la penicilina a principios de 1940,
concretamente en el afio 1909, Paul Ehrlich sintetizé un compuesto de organoarsénico que
se comercializ6 un afio después bajo la marca Salvarsan, primer medicamento seguro y
efectivo para el tratamiento de la sifilis que rapidamente se convirtié en el medicamento mas
recetado en el mundo. Tras su descubrimiento, se introdujeron otros compuestos
organoarsenicales para su uso contra diversas infecciones bacterianas o parasitarias (Lloyd
et al., 2005).

Alguna vez se crey6 que la tolerancia al arsénico y, por lo tanto, la inmunidad al
envenenamiento podria desarrollarse mediante la ingestion regular. Lamentablemente, la
exposicion diaria crénica a bajos niveles de arsénico, para los millones de personas que
actualmente lo beben en su agua potable, confiere mayores tasas de morbilidad y mortalidad

gue de tolerancia.

Teniendo en cuenta gue el arsénico se puede encontrar en varias formas estructurales
organicas e inorganicas y en estados de oxidacion trivalente o pentavalente, se ha analizado
su toxicidad y se ha llegado a la conclusion de que el arsénico inorganico es mas téxico que
el arsénico organico para el ser humano y, ademas, el arsénico trivalente As (lll) es
toxicolégicamente mas potente que el arsénico pentavalente As (V) (Mandal et al., 2001). De
modo que, el ion arsenito es de 2 a 10 veces mas toxico que el arseniato. El arsenito suprime
la actividad de mas de 200 enzimas después de unirse con los grupos tiol o sulfhidrilo,

afectando a numerosos 6rganos (Goyer, 2001).

Las formas pentavalentes y trivalentes se pueden interconvertir facilmente (Andrewes et
al., 2004). A pesar de que los compuestos arsenicales inorganicos son mas téxicos que los

organicos, hay evidencia de que las especies metiladas monometilarsonato MMA (V) y
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dimetilarsinato DMA (V), productos derivados del metabolismo de desintoxicacion del arsénico

en humanos, son promotores de cancer (Camean y Repetto, 2006).

En el cuerpo, el metabolismo del arsénico es un complicado proceso que involucra mas
de cinco metabolitos y comienza con la metilacion de compuestos de arsénico inorganico
(iAs). El arsénico pentavalente en forma de compuesto iAs, se convierte en arsénico trivalente
inorganico. El As (lll) inorganico se metaboliza en una forma unida a proteinas sometida a
metilacién reductora sucesiva por la enzima arsénico-3-metilatransferasa (AS3MT) que, en
presencia de glutatién, lleva a cabo la transferencia de un grupo metilo de S-adenosil
metionina (SAM) a arsénico trivalente. En particular, el acido monometilarsoénico trivalente
MMA (Ill), y el &cido dimetilarsinico trivalente DMA (l11), son los metabolitos intermedios que
unidos a proteinas se oxidan aun mas al correspondiente &cido monometilarsénico
pentavalente MMA (V), y acido dimetilarsinico pentavalente DMA (V), que se consideran
productos finales menos téxicos del metabolismo del arsénico.

De este modo, el arsénico inorganico se absorbe eficientemente en el tracto
gastrointestinal y se metaboliza en el cuerpo a través de reacciones de reduccion y metilacion,
como se puede observar en la siguiente figura.

; ASV Reduction . ASIH Protcin
2 1As(GS
3GSH S )
o v
MMAV Oxidation MM AIH_ it
Sl= 1Q
2GSH E z CH;As(GS),
v
DMAV~ Oxidation DMA™L Protoin

/—\Cﬂﬂlﬁm’(
X /GSH? CHahasX

Figura 2. Propuesta de via del metabolismo del arsénico en humanos (Khairul, 2017).
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Como se ha podido observar la principal via metabdlica del arsénico es la metilacién. La
capacidad de metilacion del arsénico, también conocida como eficiencia del metabolismo del
arseénico, se refiere a la distribucion de MMA (V) y DMA (V) en la orina. Se ha comprobado
gue el metabolito de arsénico mas téxico es MMA, por tanto, los niveles bajos de MMA en
comparacion con DMA en la orina son beneficiosos para reducir su toxicidad (Smith y
Steinmaus, 2009).

El mecanismo téxico del arsénico es complejo, porque la toxicidad del arsénico se ve
afectada por su estado de oxidacion y solubilidad, ademas de numerosos otros factores
internos y externos (Centeno et al., 2005).

Por otro lado, se ha confirmado la asociacion de la exposicién a arsénico con cancery en
la década de 1980, el arsénico fue oficialmente reconocido como una sustancia cancerigena
y registrado en la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) (IARC, 1980).

El arsénico es el Unico carcindbgeno conocido por causar cancer a través de exposicion

respiratoria y gastrointestinal (Centeno et al., 2006).

1.3.1.- Efectos del arsénico sobre la salud

Los efectos del arsénico varian desde problemas gastrointestinales hasta la muerte. Los
sintomas inmediatos de intoxicacién aguda por arsénico incluyen vomitos, dolor abdominal y
diarrea. Seguidamente, aparecen otros efectos, como entumecimiento u hormigueo en las

manos Yy los pies o calambres musculares y, en casos extremos, la muerte.

Al estar presente el arsénico en el suelo y aguas subterraneas, todas las plantas y
animales lo absorben, de modo que las personas lo ingieren de forma prolongada.
Dependiendo de la dosis, la exposicion cronica al arsénico puede afectar varios 6rganos
principales (Hughes et al., 2011). Los primeros sintomas de la exposicion prolongada a altos
niveles de arsénico inorganico, a través del consumo de agua y alimentos contaminados, se
observan generalmente en la piel e incluyen cambios de pigmentacion, lesiones cutaneas,
durezas y callosidades en las palmas de las manos y las plantas de los pies (hiperqueratosis).
Estos efectos se producen tras una exposicion minima de aproximadamente cinco afios y

pueden ser precursores de cancer de piel.

10
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Figura 3. Lesiones en la piel por intoxicacion con arsénico.

Entre los demas efectos perjudiciales para la salud que se pueden asociar a la ingesta
prolongada de arsénico destacan, problemas relacionados con el desarrollo, neurotoxicidad,
cancer, diabetes y enfermedades pulmonares y cardiovasculares. En particular, los infartos
de miocardio inducidos por el arsénico pueden suponer una importante causa de aumento de
la mortalidad. Hasta la fecha, la IARC ha confirmado la asociacion de la exposicion crénica al

arsénico con los canceres de piel, pulmén y vejiga.

Por otro lado, una amplia relaciéon de estudios indica que el arsénico tiene efectos
paradojicos. Aunque estudios epidemiolégicos han demostrado que la exposicion a largo
plazo al arsénico puede aumentar el riesgo de cancer de pulmon, piel o vejiga en el hombre,
probablemente asociado con el metabolismo del arsénico, también la conversion enzimatica
del arsénico inorganico As (lll) a las especies organicas mono y dimetiladas, comentada
anteriormente, se ha considerado durante mucho tiempo como una ruta importante para la

desintoxicacion.

Particularmente el trioxido de arsénico (As.0s), utilizado como medicamento para el
tratamiento de varias enfermedades en la antigua China y Grecia durante mas de 3000 afios
(Swindell et al., 2013), ha sido reconocido recientemente como uno de los medicamentos mas
efectivos para tratamiento de cierto tipo de cancer. Se ha demostrado una notable eficacia
terapéutica del trioxido de arsénico en pacientes con Leucemia Promielocitica Aguda (APL)
(Mathews et al.,, 2011). Ademas, se ha comprobado que algunas especies de arsénico
organico tienen un fuerte efecto anticancerigeno contra ciertos tumores. Por todo ello, cobra

gran importancia conocer los mecanismos de reaccion que se llevan a cabo en el metabolismo

11
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del arsénico y considerar sus metabolitos organicos, para dilucidar el papel de diferentes

especies de arsénico frente a ciertos tipos de cancer.

1.3.2.- Formas de arsénico inorganico

Las especies de arsénico inorganico comprenden principalmente las formas en estado de
oxidacioén -3, +3, o, +5 (Tabla 1). Los analitos, es decir, las especies cuya concentracion se
determina, generalmente son los oxoaniones arsenito y arseniato. De este modo, en las
muestras de alimentos, el arsénico inorganico se registra como arsenito y arseniato
probablemente unidos a grupos -tiol (-SH) en péptidos o proteinas. En general, los productos
alimenticios de origen terrestre contienen bajas concentraciones de arsénico total (As-t), es
decir, la suma de arsénico inorganico y arsénico organico, y su contenido de arsénico
inorganico también es bajo. Sin embargo, el arroz parece ser una excepcioén porque contiene
cantidades significativas de As-i con concentraciones a menudo desde 0,1 a 0,4 mg/kg de
masa secay, a veces, considerablemente mas altas (Sun et al., 2008; Meharg et al., 2009).
Aunque el pescado y los mariscos pueden llegar a tener un alto contenido de arsénico total,
desde 0.3 a 110 mg/kg peso humedo, sin embargo, para el arsénico inorgéanico, las
concentraciones son muy bajas, menores a 0.006 mg/kg en todos los casos (Julshamn et al.,
2012). Pero hay algunas excepciones notables, por ejemplo, el alga marina comestible hijiki
(Hizikia fusiforme), puede contener arsénico inorganico presente como arseniato, en
concentraciones de hasta 60 mg/kg de masa seca (FSA, 2004), y el mejilléon azul (Mytilus
edulis) ha mostrado concentraciones de arsénico inorganico de hasta 30 mg/kg de masa seca
(Sloth y Julshamn, 2008).

Las concentraciones de arsénico en las aguas subterraneas, principales fuentes de agua
potable en muchas partes del mundo, generalmente son inferiores a 10 pg/L, pero pueden
alcanzar los 5.000 pg/L en algunas areas (Smedley y Kinniburgh, 2002). Las aguas
superficiales también se utilizan como agua potable, pero generalmente contienen
concentraciones de arsénico mas bajas que las aguas subterraneas. Esencialmente, todo el
arsénico en el agua potable estd presente como arsénico inorganico. En condiciones
oxigenadas, como las que se encuentran en la mayoria de las aguas superficiales, el arsénico
esta presente principalmente como arseniato. Sin embargo, en algunas aguas subterraneas,
el arsenito puede ser la especie dominante bajo ciertas condiciones ambientales reductoras
(Postma et al., 2007). La presencia de arsénico inorganico en el agua repercute de manera

directa en la concentracion de este elemento en el arroz.
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Tabla 1. Especies de arsénico inorganicas.

ESTRUCTURA QUIMICA NOMBRE RELEVANCIA
As
O/ O\O TRIOXIDO DE | Presente en el aire, el agua y el
Aé/ ARSENICO suelo.
HO—AS —OH ACIDO Traza hasta niveles bajos en la
| ARSENIOSO mayoria de los alimentos,
OH altamente téxico.
OH ACIDO Traza hasta niveles bajos en la
HO—PI\S —OH ARSENICO mayoria de los alimentos, una
g forma importante en el agua,

altamente toxico.

1.3.3.- Formas de arsénico organico

Desde el descubrimiento de la arsenobetaina (AsB) en la langosta en 1977, se han
determinado mas de 50 compuestos organoarsenicales en organismos marinos, muchos de
los cuales se utilizan como alimentos. Sin embargo, la mayoria de estos compuestos,
normalmente no se dan a conocer 0 se presentan solo en niveles traza. La siguiente
descripcion de compuestos de organoarsénico se centrara en los principales compuestos que

se encuentran en los alimentos y sus productos metabdlicos significativos.

La arsenobetaina (Tabla 2) es la principal forma de arsénico en los peces marinos y en
la mayoria de los mariscos. Este compuesto también se ha encontrado en algunos alimentos
terrestres, en particular en algunas especies de hongos, aunque generalmente como un
compuesto menor (Francesconi y Kuehnelt, 2004). La arsenobetaina aun no se ha detectado
en el agua de mar, aunque es probable que esté presente en niveles traza. También ha habido

varios informes de AsB en organismos de agua dulce (Slejkovec et al., 2004), aunque los
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niveles son generalmente bajos, menores al 0.1 mg/kg de masa seca, mucho mas bajos que
los encontrados en muestras marinas. Los peces de agua dulce cultivados (productos de
acuicultura) pueden contener AsB en concentraciones mas altas porque se les proporciona

alimento que contiene ingredientes marinos (Soeroes et al., 2005).

Las especies simples de arsénico metilado, es decir, aquellas sin otros sustituyentes
alquilo, como son los iones MMA (V) o DMA (V) también se encuentran a menudo en
organismos vivos y, por lo tanto, en alimentos, pero generalmente en bajas concentraciones,
menores al 0.5 mg/kg de masa seca (Francesconi y Kuehnelt, 2004). MMA (lIl) y DMA (lIl)
también son metabolitos metilados importantes en el ser humano, generados a partir de las

especies de arsénico ingerido.

Tabla 2. Especies de arsénico organicas.

ESTRUCTURA QUIMICA NOMBRE RELEVANCIA
H,C ARSENOBETAINA Principal especie de
+/\ , . ,
HyC—As COOH ASB arsénico en la mayoria
de los mariscos, no
CH, , .

toxico.
OH ACIDO Generalmente no se
/-|\s MONOMETIL- detecta en alimentos,
» ~ detectado en algunas
H3C OH ARSONOSO muestras de orina

MMA (III) humana como metabolito
de iAs, una especie
toxica que se piensa es
importante para el
mecanismo de accion

toxica del arsénico.
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CH, ACIDO Traza en  algunos
HO—A{S —OH MONOMETIL- alimentos marinos.
| ARSONICO
O
MMA (V)
ACIDO No detectado en
DIMETIL- alimentos, detectado en
CH,
| algunas muestras de
As\ ARSINOSO orina  humana como
P
HO CH3 DMA (111) metabolito de iAs, una
especie muy inestable
muy dificil de medir,
sumamente téxica que
algunos investigadores
consideran esencial para
el mecanismo de accion
téxica del arsénico.
CH ACIDO Forma de  arsénico
| 3 DIMETIL- menor en mariscos 'y
HO—As —CH, ) algunos alimentos
(“) ARSINICO terrestres.
DMA (V)

La mayoria de los datos obtenidos sobre arsénico en los alimentos, describen el contenido de
arsénico total, suma de arsénico inorganico y organico. Los andlisis de As-t que proporcionan
estos datos pueden ser llevados a cabo facilmente en laboratorios analiticos equipados para

determinaciones de elementos traza. Por otro lado, los analisis que proporcionan informacién
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sobre las especies de arsénico son mucho mas dificiles de realizar, y relativamente pocos

laboratorios son capaces de proporcionar estos datos.

1.4.- EL ARROZ Y EL ARSENICO

El arroz es un cereal de gran importancia en la alimentacion a nivel mundial, representa el
alimento basico en la dieta de mas de la mitad de la poblaciéon del mundo, especialmente en

paises en vias de desarrollo y, ademas, en personas celiacas, diabéticas y nifios.

Como se puede observar en la figura se aprecia un aumento progresivo en la produccién

y superficie de arroz en cascara a nivel mundial.
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Figura 4. Produccion y superficie mundiales de arroz en cascara (FAOSTAT, 2018).

El origen del arroz se sitta en Asia, probablemente en India, hace unos 10.000 afios, pero el
desarrollo del cultivo del mismo tuvo lugar en China. De Asia pas6 a Europa oriental sobre el
afo 800 a.C., llegando a Espafia con la invasion musulmana y difundiéndose desde aqui ala

Europa mediterranea y mas tarde al continente americano.

El arroz es un alimento con propiedades beneficiosas ya que aporta al organismo energia
de forma gradual debido a su riqueza en hidratos de carbono, entre ellos el mas abundante
es el almidén, que tiene la ventaja de absorberse con lentitud. Aunque posee menos proteinas
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gue el trigo (8% frente a 11,5%), se trata de proteinas muy aprovechables y digeribles, pero
la gran ventaja es que estas proteinas no contienen gluten, por lo que es perfectamente

tolerado por celiacos y personas sensibles.

Por otro lado, el arroz es uno de los alimentos que mayor cantidad de arsénico presenta,
y debido al elevado consumo del mismo, surge la necesidad de determinar y cuantificar la
concentracion de arsénico en arroz mediante las técnicas de analisis quimico
correspondientes, con el fin de establecer una normativa reguladora para controlar su ingesta,
y con ello tratar de reducir el riesgo para la salud derivado de la exposicién al arsénico a través

de la dieta.

Por lo anterior, se hace necesario realizar un estudio sobre la produccién y consumo de
arroz en Europa y en el mundo, analizar las condiciones que favorecen la elevada
concentracion de arsénico en arroz, y seleccionar tipos de arroz bajo diferentes parametros

para analizar el contenido de arsénico presente en los mismos.
1.4.1.- Produccién y consumo de arroz en Europa

La Unidn Europea registré una produccion superior a 2,6 millones de toneladas de arroz en la
cosecha de 2015 segun informacion elaborada con datos de la Comision Europea (CE), como

muestra la siguiente figura.
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Figura 5. Superficie y produccion de arroz en la Union Europea (MAPAMA, 2017).
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En la Unién Europea (UE), Italia es el primer productor de arroz con un 50% aproximadamente
de la produccién total, seguido de Espafia, con un porcentaje en torno al 29% de la misma,
se sitlan mas alejados, Grecia con solo el 7%, Portugal con el 6,6%, Francia con un 3.2%,

seguido de Rumania, Bulgaria, y Hungria en ultimo lugar (MAPAMA, 2017).

En Espafia el cultivo de arroz se realiza fundamentalmente en cinco Comunidades
Auténomas (CCAA), Andalucia, Extremadura, Catalufia, Valencia y Aragon, que disponen de
zonas de elevada salinidad y caracterizadas por ciertas condiciones medioambientales, como
es el caso de deltas y marismas proximas a parques naturales, y suelos con propension al

encharcamiento.
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Figura 6. Superficie y produccion de arroz en Espafia (MAPAMA, 2017).

La mayor parte de este tipo de suelos se encuentra en Andalucia y Extremadura, que

representan mas de la mitad de la produccion total de arroz en Espafia (MAPAMA, 2017).

En las siguientes figuras se pueden observar la distribucion de la superficie y la
distribucion de la produccion de arroz en Espafa por CCAA (MAPAMA, 2016).
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Figura 7. Distribucion de la superficie de arroz por CCAA 2016/17 (ha).
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Figura 8. Distribucion de la produccién de arroz por CCAA 2016/17 (t).

En cuanto al consumo, en 2017 los espaiioles consumieron 46,7 millones de kg de arroz, lo
gue significa una media en torno a 1,0 kg por persona y afio, teniendo en cuenta que durante
este afio el consumo total de alimentos fue de 440,9 kg por persona, el arroz represento el

0,23% del total por persona y afio (MAPAMA, 2018).
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1.4.2.- Produccidén y consumo de arroz en el resto del mundo

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), sitGa

Asia como una de las grandes productoras de arroz en el mundo.

B Grandes productores B Medianos productores 0O Pequefios productores 0 Muy pequefios

productores.

Figura 9. Productores de arroz en el mundo (FAOSTAT, 2018).

El Seguimiento del Mercado del Arroz (SMA) de la FAO, proporciona un analisis de las
novedades més recientes en el comercio mundial del arroz, asi como los prondsticos a corto
plazo. Como se puede observar en la figura, Asia es el principal productor a nivel mundial de

arroz en cascara (FAO, 2018).
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Figura 10. Produccion de arroz en cascara en Asia (FAOSTAT, 2018).

En cuanto al consumo, como pais mas poblado del mundo China es ademas de la mayor
productora, la mayor consumidora de arroz a nivel mundial, seguida de India, que ocupa el

segundo lugar.

1.4.3.- Presencia de arsénico en arroz

La siembra del arroz se realiza en suelo inundado por lo que el arroz absorbe el arsénico

presente en el suelo y agua de sus cultivos.

Figura 11. Cultivo de arroz.
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El arroz en cascara (Oryza sativa) es particularmente efectivo, en comparaciéon con otros
cereales, en la acumulacién de arsénico en el brote y el grano. El cultivo del arroz se realiza
en llanuras inundadas, y se ha demostrado que la planta bioacumula 10 veces mas As-i que
otros granos como el trigo y la cebada (Ma et al., 2008; Meharg et al. 2009; Williams et al.,
2005). Las condiciones anaerdbicas del suelo favorecen la movilizacién de As como arsenito,
donde bajo sistemas aerdbicos domina como arseniato. Por tanto, la presencia de arsénico
en arroz frente a otros tipos de cereales se debe a su forma de cultivo por inundacién, (Signes-
Pastor et al., 2016), que conlleva, que el arsénico presente en el suelo se disuelva en el agua
de riego absorbido por la planta. El As en arroz se especia predominantemente como As
inorganico y como especies metiladas DMA con niveles variables, y niveles bajos de MMA, es
decir, estas especies también son absorbidas por las plantas de arroz, aunque a un ritmo

mucho més lento que el As inorganico.

Por otro lado, el arseniato absorbido por la raiz, es rapidamente reducido a arsenito. El
proceso esta mediado por arseniato reductasas (Xu et al., 2007). La mayoria de las plantas
parecen tener altos niveles de actividad arseniato reductasa, lo que explica la predominancia
de especies de arsenito en las raices. El As reducido entra en el xilema, se ha observado que
del arsénico presente en la savia del xilema, la mayor parte es arsenito (Xu et al., 2007). La
movilidad del arsenito de la raiz al resto de la planta se asume que se hace a través del mismo

sistema de transportadores que actlan en la raiz (Zhao et al., 2010).

N R J‘ : vasos llenyosos

D\*i T’ T_,/ (xilema)
\ %

=\ ”\h%

<\ =

=
N/~

,‘T‘qﬂ: =

Figura 12. Transporte de la savia bruta desde las raices a la parte aérea de la planta a

través del xilema.
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1.4.4.- Tipos de arroz para el estudio del contenido en arsénico

Como se ha comentado anteriormente el arroz absorbe cantidades significativas de arsénico,
pero factores ambientales (pH, clima, biologia, hidrologia, materia organica, etc.), o
alteraciones en el contenido mineral (disolucion-precipitacion, oxidacion-reduccion, formacion
de complejos de disociacién, adsorcién-desorcion) pueden alterar la disponibilidad de un
elemento (Moreno-Jiménez et al., 2012).

Se ha demostrado que la especiacién de arsénico en arroz varia entre distintas regiones,
presentando un contenido mas alto de arsénico inorganico en funcién de su origen como se
observa en la siguiente figura (Carbonell-Barrachina et al., 2012).
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Figura 13. Contenido de arsénico total e inorganico en arroz de diferente origen.

Por otro lado, Williams et al. analizaron 51 muestras de arroz sin descascarillar producido en
Europa, Asia y los EE.UU., los resultados mostraron una variacion de arsénico inorganico
entre el 10% y el 86%. En estos estudios observaron también que la concentracion media de
arsénico inorganico es 1,7-1,8 veces superior en arroz integral que en arroz blanco (2005).
También Meharg et al. en sus estudios sobre especiacion y localizacion de arsénico en granos
de arroz blanco e integral, observaron que el arroz integral presentaba una mayor proporcion

de arsénico inorganico que el arroz blanco (2008).
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Otros estudios han analizado la presencia de arsénico en productos sin gluten
fundamentalmente elaborados a base de arroz, destinados a consumidores adultos celiacos.
El estudio demostré que estos productos a base de arroz contenian concentraciones
importantes de As-t, hasta 120 ug/kg, y As-i, hasta 85,8 ug/kg. Se estimé que el contenido de
As-t y As-i en el arroz utilizado como ingrediente principal de estos alimentos podia alcanzar

valores de hasta 235 ug/kg y 198 ug/kg, respectivamente (Munera-Picazo et al., 2014).

También se ha estudiado la especiacion de arsénico en arroz crudo y arroz cocido en
paises del Sur y Sudeste de Asia, donde el arroz es el alimento basico para la gente que
habita en ellos. En estas zonas, el agua subterranea contaminada con arsénico se ha utilizado
no solo para beber y cocinar, sino también para el cultivo de arroz. Ademas, cocinar arroz con
agua contaminada por arsénico aumenta la carga de arsénico en arroz. El arsénico inorganico
es la principal especie en arroz del Sur y Sudeste asiatico (80 a 91% del arsénico total), y la
concentracion de esta especie toxica aumenta en el arroz cocido con agua contaminada por
arsénico inorganico. Los habitantes de Bangladés y Bengala Occidental (India), los puntos
calientes de las zonas con mayor presencia de arsénico en el mundo, comen un promedio de
450 g de arroz al dia. Por lo tanto, ademas del agua potable, la ingesta alimentaria de arroz
como alimento basico en la dieta, supone otra fuente potencial de exposicidn a arsénico para

la poblacién de los paises del Sur y Sudeste asiatico (Rahman y Hasegawa, 2011).

1.5.- NORMATIVA REGULADORA

Aunque el potencial carcinogénico del arsénico fue establecido en la década de 1980 por la
IARC, en la Uni6n Europea no se evalué el riesgo por exposicidn al mismo a través de la dieta
hasta el afio 2004, y en aqguel momento, con los datos disponibles de los Estados Miembros
de la UE, se identifico el pescado como la principal fuente de exposicion dietética al arsénico
para la poblacion adulta media. Sin embargo, este estudio estaba centrado en analisis de
arsénico total ya que los métodos de analisis para la determinacion de diferentes especies
guimicas de arsénico (especiacion) no estaban demasiado desarrollados. Actualmente
sabemos que el arsénico esta presente en el pescado en sus formas organicas, las menos

toxicas.

Posteriormente, en julio de 2008, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria solicito
a los EEMM, datos referentes a arsénico en alimentos y agua lo cual dio lugar a la publicacion

de un trabajo de EFSA sobre el arsénico en alimentos en el afio 2009.
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En la Comisién Europea, tras la publicacién del informe cientifico de EFSA de 2009, la primera
accion que se llevé a cabo fue fomentar la generacién de datos de cara a la fijacién de limites
maximos de arsénico inorganico en alimentos, con la finalidad de dar respuesta a la
recomendacién de EFSA de reducir la exposicion a arsénico a través de la dieta (EFSA, 2009).
Dichos limites maximos fueron fijados en el Reglamento (UE) 2015/1006 de la Comision, por
el que se modifica el Reglamento (CE) 1881/2006 en cuanto al contenido maximo de arsénico

inorganico en los productos alimenticios, y que entr6 en vigor a partir del 1 de enero de 2016.

En la siguiente tabla se recogen los limites maximos de arsénico inorganico en arroz y

productos derivados de arroz establecidos en el Reglamento (UE) 2015/1006.

Tabla 3. Limites maximos de iAs en arroz y productos derivados de arroz [Reglamento (UE)

2015/1006].
Variedad de arroz iAs (mg/kg)
Arroz elaborado (pulido o blanco) 0.20
Arroz vaporizado y arroz integral 0,25
Tortitas, obleas, galletitas y pasteles de arroz 0,30
Arroz destinado a la produccién de alimentos para lactantes y 0,10
nifios de corta edad

Haciendo una serie de observaciones sobre la contribucién de arsénico inorganico respecto
a arsénico total, se puso de manifiesto que cereales y derivados eran los alimentos que mas
contribuian a la exposicion a arsénico inorganico y que, aunque el arroz y los derivados de
arroz tenian los niveles mas altos, la contribucion a la dieta de los demas cereales también

era importante por su alta incidencia en la misma debido a su elevado consumo.

Por otro lado, se estableci6 que los grandes consumidores de arroz en Europa, como
determinados grupos étnicos y los nifios menores de tres afios de edad, eran quienes estaban
mas expuestos al arsénico inorganico procedente de los alimentos. En general, se calcula que
la exposicion alimentaria a arsénico inorganico de los nifios menores de tres afios de edad,
fundamentalmente procedente de alimentos elaborados a base de arroz, es del doble al triple

gue la correspondiente a los adultos.

Por todo lo anterior, EFSA hizo una serie de recomendaciones de las que tenemos que

destacar las siguientes:

25



Métodos analiticos para la determinacion de arsénico en arroz

-Debe reducirse la exposicion a arsénico en la dieta.

-Para poder refinar la evaluacién del riesgo por arsénico inorganico es necesario disponer de

datos sobre las distintas especies de arsénico presentes en los alimentos.

EFSA recomienda seguir recopilando datos de arsénico en los alimentos para reducir las
incertidumbres del célculo de exposicion, sobre todo en los alimentos que mas contribuyen a
la exposicion dietética, como arroz, productos derivados de arroz o productos derivados de

trigo.

El establecimiento de limites maximos en la legislacion es la medida de gestion mas eficaz
para reducir la exposicion a un contaminante en la poblacién general. Estos limites maximos

son revisados periddicamente adaptandose a la evidencia cientifica.

Ademas de establecerse limites maximos, la Comisiébn Europea, con el objeto de dar
respuesta a la recomendacion de EFSA de recopilar mas informacion sobre la presencia de
arsénico y sus compuestos en los alimentos que mas contribuyen a la exposicion, establecié

un programa a nivel europeo que ha abarcado los afios 2016, 2017 y 2018 (AECOSAN, 2018).

Mas alla de los limites de los EEMM, y debido a que el arroz es un alimento basico para
mas de la mitad de la poblacion mundial, se han realizado analisis para determinar la
contaminacién por arsénico de las aguas subterrdneas en muchos paises de todo el mundo,

especialmente en el Sudeste asiatico, Bangladés y Bengala Occidental.

La contaminacion por arsénico en arroz es especialmente preocupante en algunos paises
asiaticos donde los arrozales se riegan con agua subterrdnea que contiene sedimentos ricos
en arsénico (FAO, 2014).

El problema en Bangladés ha sido descrito como "el mayor envenenamiento de una
poblacién en la historia”. Se estima que el niumero de personas con riesgo de exposicion a
concentraciones de arsénico superiores al estandar nacional de 50 pg/litro en agua potable, y
al valor guia de la Organizacion Mundial de la Salud, 10 pg/litro, ronda en Bangladés los 20
millones y los 45 millones de personas, respectivamente (Flanagan et al., 2012). Como el
arroz es un alimento basico en Bangladés, que proporciona hasta el 70% de la ingesta cal6rica
diaria (Ninno y Dorosh, 2001), el consumo de arroz contaminado unido al consumo de agua

potable contaminada puede representar una importante via de exposicion a As.

Estudios realizados han demostrado que la concentracién de arsénico en arroz varia
entre 0,03 y 1,83 mg/kg, y los mayores contenidos se encuentran en Bangladés, India y
Estados Unidos (Meharg, 2004, Williams et al., 2005).
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2.- DETERMINACION DE ARSENICO EN ARROZ

2.1.- PARTE TEORICA

2.1.1.- Tratamiento de la muestra

El tratamiento de la muestra viene condicionado principalmente por el estado fisico de ésta.
En cuanto a las muestras sélidas, segun las necesidades analiticas, podemos hablar de
disolucién completa de la muestra cuando se pretende determinar el contenido total de un
analito en la misma, o de extraccion cuando queremos evaluar el contenido de un analito

asociado de determinada manera al sélido.

El tratamiento de la muestra permite adecuar la cantidad de muestra, asi como minimizar
las posibles interferencias de la matriz para llevar a cabo el andlisis correspondiente (Dietz et
al., 2007; Ramos, 2012).

La mayoria de las técnicas analiticas utilizadas para la determinacién de analitos
requieren disponer de la muestra en disolucion, muy pocas son capaces de permitir llevar a
cabo el andlisis directo en muestras sélidas (fluorescencia de rayos X, ablacién por laser,

absorcién infrarroja, etc.).

Hay que resaltar que el tratamiento de una misma muestra sera totalmente distinto cuando
se pretenda llevar a cabo la determinacién del contenido total de un elemento, o del contenido
de las diferentes especies que éste puede presentar. En este Ultimo caso, el tratamiento de la

muestra tendra que garantizar la conservacion de la forma quimica de las especies.

2.1.1.1.- Mineralizacion

La mineralizacion es una etapa orientada a la preparacion de la muestra para, convertir
cualquier muestra solida o liquida en una solucién acuosa, destruir la materia organica y evitar,
por tanto, afiadir interferencias a las muestras. Para ello, el proceso puede llevarse a cabo de
distintas maneras como son, digestibn por via himeda con o0 sin reaccion quimica,
mineralizacién por via seca con posterior digestion por via humeda, o descomposicion por

fusion con posterior digestion por via humeda.
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Debido a que la gran mayoria de materiales naturales u organicos son insolubles en agua, se
requiere el uso de &cidos o sales de fusion para llevarlos a la solucion. De este modo, la
disolucion se consigue normalmente través de un proceso de oxidacion-reducciéon que deja

los elementos constituyentes en una forma mas soluble.

La mineralizacidon por via seca es un método importante de eliminacion de materia
organica, y requiere la posterior digestion del residuo inorganico por tratamiento via himeda.
Hay distintos procesos para la mineralizacién de muestras por via seca, en plasma de oxigeno
a bajas temperaturas, por combustion en frasco de oxigeno, con calentamiento en horno a
elevadas temperaturas, siendo este Ultimo el mas comuin y sencillo. Para realizar la
eliminacion de la materia organica presente y retener el analito en el residuo inorgénico, se
utiliza nitrato de magnesio con 6xido de magnesio y horno de mufla, de este modo se produce
la oxidacién completa de la materia organica. En este proceso existe riesgo de pérdidas de
analito por formacién de compuestos voléatiles y adsorcion en las paredes del crisol, ya que
implica combustién en fase sélida en sistemas abiertos a temperaturas elevadas (400 - 800
°C), durante periodos de tiempo largos (5 -10 horas) (Boutakhrit et al., 2005).

La mineralizacion por via humeda implica el empleo de &cidos oxidantes, solos 0 con
agentes oxidantes auxiliares con la finalidad de destruir la materia organica y transformar la
muestra en residuo inorganico. Fundamentalmente, se emplea acido nitrico o mezclas de éste
con agua o con peréxido de hidrégeno como oxidante auxiliar. Este procedimiento es el mas
utilizado para la determinacién de arsénico en muestras de arroz y se puede llevar a cabo
mediante digestion acida en vaso abierto o cerrado, presentando diferencias significativas en

la temperatura del proceso, como se describe a continuacion.

La digestiobn é&cida en vaso abierto o digestion &cida tradicional, se realiza por
calentamiento de la muestra en disoluciéon, en matraz Erlenmeyer, a través de mechero
Bunsen, placa caliente, horno o mufla. Este calor, llega inmediatamente a las partes de la
solucion en contacto directo con la fuente de calor, y se transfiere después a toda la solucion
por conveccion. La temperatura maxima del proceso se corresponde con la temperatura del
punto de ebullicién del reactivo acido empleado, con el fin de minimizar la pérdida de acido
por vaporizacion. Como consecuencia de lo anterior, se trata de un proceso lento que puede
durar desde horas hasta dias para que se lleve a cabo la descomposicién de la muestra,
ademas del uso de altas cantidades de reactivos debido a la pérdida de los acidos empleados
durante el proceso, pérdida de elementos volatiles de la muestra, asi como mayor riesgo de
contaminacién de la muestra, sin olvidar la continua supervision por parte del analista. Aunque

muchos laboratorios siguen empleando esta técnica por no disponer de material necesario, la
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mejora a los inconvenientes citados se obtiene mediante la realizacion del proceso por

digestion acida con microondas.

La digestion acida asistida por microondas se realiza en recipiente cerrado, es uno de los
métodos mas usados para la disolucion de muestras sélidas, permite disolver un ndmero
elevado de muestras en un periodo de tiempo reducido, disminuyendo la pérdida de
elementos volatiles, reduciendo el gasto de los reactivos acidos, asi como, el riesgo de
contaminacion de los analitos. La muestra es calentada en vasos cerrados de material
polimérico inerte a los reactivos empleados junto con los 4cidos utilizados para su degradacion
dependiendo del tipo de muestra, como &cido nitrico, acido clorhidrico, acido perclérico y
mezclas oxidantes como el agua regia. En el horno microondas se alcanza la temperatura
maxima del proceso, mayor a la temperatura de ebullicion del &cido empleado, a través de un
proceso automatizado con un programa de aumento gradual de temperatura y control de
presion en funcién del tiempo, la radiacién microondas penetra en el recipiente y se disipa
térmicamente en la propia muestra generando calor en todas las direcciones. De este modo
se consigue en un menor tiempo, una digestién adecuada de la muestra para su posterior

analisis.

2.1.1.2.- Extraccioén

La etapa de extraccion tiene como finalidad separar la sustancia o sustancias a determinar de
la matriz sélida o liquida. La técnica de extraccién a emplear va a depender, por tanto, de las
caracteristicas fisico-quimicas de los compuestos a determinar, de la composicion de la matriz
(McSheehy et al., 2003) y de las interferencias potenciales, asi como de la técnica de

separacion, cromatografica o no cromatogréfica, elegida.

Uno de los sistemas clasicos de extraccion, es la extraccion solido-liquido o lixiviacion,
gue consiste en poner en contacto una cantidad determinada de la muestra sélida con un
disolvente apropiado para disolver el compuesto a extraer. Las técnicas mas utilizadas para

este fin son las siguientes:

-Agitacion. En esta técnica se somete a agitacion manual, mecédnica o0 magnética la mezcla
de la muestra y el disolvente. La eficiencia de la agitacion puede ser mejorada
considerablemente utilizando ultrasonidos. Una vez finalizado el proceso, el disolvente que

contiene el analito, se separa de la matriz mediante filtracion.
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-Extraccion Soxhlet. La muestra se pone en contacto de forma continua con disolvente “fresco”
condensado procedente de un matraz de destilacion. El procedimiento consiste en el lavado
sucesivo de una mezcla sélida con un determinado disolvente que va extrayendo de la mezcla,
los componentes mas solubles en él, y el disolvente con el analito disuelto, es devuelto al
matraz de destilacion mediante un sifén. Este proceso se va repitiendo hasta conseguir la

extraccién completa del analito normalmente durante un tiempo entre 6 y 24 horas.

Salida de agua
e

Refrigerante —>

-« Entrada de agua

Solvente puro
condensado
Tapon de
algodon
Ensanchamiento™ Cartucho
Sifon poroso
Ascenso de
vapores

Regreso del
IR
solvente +extraido

Calentador

Figura 14. Extraccion con Soxhlet en el momento en que se produce el sifonamiento del

disolvente.

-Extraccion asistida por microondas (MAE). La muestra sélida se coloca en un recipiente de
teflon generalmente cerrado junto con el disolvente, y se somete a radiaciébn microondas. De
este modo, se calienta el disolvente con lo que se consigue una extraccion eficiente en un

tiempo corto.

-Extracciéon acelerada con disolvente. Esta técnica emplea disolventes a presion y

temperatura elevadas para conseguir extraer los analitos de la matriz sélida con alta eficiencia.

Los procedimientos analiticos estandar de extraccion en muestras solidas suelen emplear
los sistemas clasicos de extraccion sélido-liquido mediante agitacion mecanica o magnética,
o0 extraccion Soxhlet (Gomez-Ariza et al., 2000; Brisbin y Caruso, 2002). Estos métodos suelen
requerir elevados tiempos de tratamiento de muestra y de cantidades de muestra y
extractantes, que pueden dar lugar a la contaminacién y/o pérdida de analito, y como

consecuencia aumentar el riesgo de error (Dietz et al., 2007; Ramaos, 2012).

30



Métodos analiticos para la determinacion de arsénico en arroz

Algunos métodos de extraccion requieren menores tiempos de tratamiento de muestra y de
consumo de muestra y extractante, como la extraccidon con liquidos presurizados (PLE)
empleada en andlisis de especiacidn de arsénico en alimentos (Heitkemper et al., 2001; Vela

y Heitkemper, 2004), o la extraccién con fluidos supercriticos (SFE) (Brisbin y Caruso, 2002).

Otro método de extraccién es la hidrélisis enzimatica, caracterizado por su elevada
selectividad, evita posibles pérdidas de analito por volatilizacién y/o transformacion de

especies debido a las suaves condiciones de pH y temperatura de trabajo.

Por otro lado, la técnica de extraccion a través de energia de ultrasonidos se basa en la
extraccion total o parcial de los analitos presentes en una muestra solida cuando ésta se
encuentra en el seno de un disolvente sometido a ultrasonidos, es una técnica muy Util que
disminuye el tiempo de extraccion respecto a los sistemas clasicos de extraccién soélido-liquido
mediante agitacibn mecanica o magnética (Dietz et al., 2007). El empleo de sonda de
ultrasonidos focalizada (UPS) aumenta la eficacia de la técnica de extraccion a través de
ultrasonidos y reduce adn mas el tiempo de extraccion, debido a que la energia se focaliza en

una zona concreta de la muestra (Sanz et al., 2005).

De acuerdo con Bermejo et al., la hidrélisis enzimatica combinada con UPS permite

disminuir el tiempo de tratamiento de muestra de horas a minutos, o incluso segundos (2004).

2.1.1.3.- Preconcentraciéon

En ocasiones, el tratamiento de la muestra incluye una etapa de preconcentracion de los
analitos con el objetivo de mejorar la sensibilidad del método, favorecer la selectividad
mediante la eliminacién de las posibles interferencias, eliminar los efectos de matriz y facilitar

la deteccién de los analitos en el nuevo medio, principalmente.

La preconcentracion de los analitos se requiere cuando la cantidad presente en la
muestra se encuentra a niveles de concentracién excepcionalmente bajos, o bien en casos
en los que la sensibilidad del detector empleado no es suficiente y se hace necesario mejorar
los limites de deteccion aumentando la cantidad de muestra por unidad de volumen. Para
llevar a cabo el procedimiento de preconcentracion de arsénico en la muestra se emplean
fundamentalmente procesos de evaporacion y redisolucion (Anawar et al., 2012), y procesos

de extraccion en fase solida (Gomez-Ariza et al., 2001).

Se puede realizar una etapa de purificacion o clean-up, para conseguir la eliminacion de

posibles interferencias de la matriz, especialmente en el caso de matrices complejas que
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puedan afectar el rendimiento de la extraccion, asi como interferir en la deteccion (Radke et
al., 2012). Ademas, los procesos de clean-up permiten aislar y preconcentrar determinados
compuestos de arsénico, como especies inorganicas en alimentos, asi como especies

liposolubles en muestras biolégicas (Francesconi y Kuehnelt, 2004).

2.1.1.4.- Derivatizaciéon

La derivatizacion es una operacion orientada hacia la transformacion de los analitos en otras
especies mas compatibles con la técnica analitica empleada, o que presenten mejores

caracteristicas para su deteccion.

En el caso de usar técnicas cromatogréaficas en el proceso de separacion, esta etapa
consigue fundamentalmente, mejorar la estabilidad térmica de los analitos, asi como, la
resolucion cromatografica entre picos y modificar indirectamente la sensibilidad del detector

introduciendo en las moléculas grupos organicos adecuados que incrementan su respuesta.

Cuando la técnica analitica a emplear requiera la introduccion de la muestra en fase
gaseosa, es necesario realizar la etapa de derivatizacion, de este modo, el empleo de la
técnica de generacion de hidruros (HG) acoplada a detectores atdmicos que implica la entrada
de la muestra en estado gaseoso directamente en el atomizador, requiere llevar a cabo

métodos de derivatizacion previamente en la muestra.

La etapa de derivatizacién también consigue eliminar interferencias y mejorar los limites
de deteccion, por lo que resulta necesario aplicarla cuando el arsénico de encuentra a niveles

bajos de concentracion en la muestra (Radke et al., 2012).

2.1.2.- Métodos analiticos

2.1.2.1.- Métodos analiticos para la determinacién del contenido de arsénico total

Analizar el contenido de arsénico total en muestras soélidas de arroz requiere realizar
previamente el tratamiento de la muestra como se ha indicado anteriormente, y a

continuacion, aplicar la técnica analitica apropiada.
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La determinacion de arsénico total combina dos técnicas, en primer lugar, se realiza la
mineralizacion de la muestra por digestibn hiumeda y, en segundo lugar, se lleva a cabo la

aplicacion de sistemas de deteccion mediante la técnica analitica adecuada.

La etapa de mineralizacion puede realizarse mediante digestion acida en vaso abierto, o
bien, por digestidén acida en vaso cerrado asistida por microondas, ambos procedimientos han
sido descritos anteriormente, siendo este Ultimo el mas habitual por las ventajas que presenta

respecto a la digestion acida en vaso abierto.

Los sistemas de deteccién se fundamentan en técnicas espectroscopicas especificas de
absorcién, emisién o masas. Entre estas técnicas destaca la espectrometria de absorcion
atomica (AAS), que consiste en la interaccion de radiacion especifica para cada elemento a
analizar haciéndola pasar a través de vapor de atomos de analito, midiéndose posteriormente
la radiacién absorbida, proporcional a la cantidad de atomos presentes; esta técnica tiene
como variantes principales la AAS con llama (FAAS) y la AAS electrotérmica (ETAAS). La
técnica FAAS se basa en el uso de la energia que proporciona una llama para producir el
vapor atomico o la atomizacién de la muestra, es una técnica sencilla y selectiva para la
determinacion de arsénico, sin embargo, los limites de deteccién con esta técnica no son lo
suficientemente bajos. Por otro lado, la técnica ETAAS emplea un atomizador electrotérmico
en horno de grafito, presentando ventajas frente al atomizador con llama como, gran
sensibilidad, apenas hay consumo de la muestra y permite realizar analisis de trazas,
resultando una técnica adecuada para llevar a cabo analisis de determinacién de arsénico en

muestras de arroz alcanzando limites de deteccidn del orden de pg/kg.

El acoplamiento de un generador de hidruros al espectrémetro de absorcién atomica (HG-
AAS) aporta la sensibilidad requerida, mejorando los limites de deteccion de arsénico de 10
a 100 veces. La técnica HG-AAS se basa en la generacion y volatilizacion del hidruro, la
transferencia del mismo y su posterior atomizacion en el espectrometro de AA. Puede
considerarse un proceso en tres etapas, en la primera etapa se produce la generacion del
hidruro volatil adicionando una solucién acuosa acidificada de la muestra a un volumen
pequefio de una disolucién acuosa de borohidruro de sodio o tetrahidruroborato de sodio
(NaBH4) en un frasco de vidrio, lo que requiere previamente realizar una etapa de
derivatizacion de analitos para transformar especies de arsénico en As (lll), y obtener

trihidruro de arsénico (AsHz):

BH4
As®t — - -+ AsH; T
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En la segunda etapa, se produce el transporte de arsina (AsHs) volatil generada que es
arrastrada por un gas inerte, en la tercera etapa se lleva a cabo la atomizacién del hidruro,
donde la arsina se descompone dando lugar a &omos de arsénico. Por otro lado, el empleo
de esta técnica por inyeccion en flujo (FI-HG-AAS) aporta ciertas mejoras al método analitico
tales como reduccion del volumen de reactivos, menor manipulacion de la muestra o
disminucion del volumen de muestra consumido, ya que permite la insercion de un volumen
de muestra muy preciso, reproducible y variable dentro de un amplio intervalo, en la corriente

portadora sin tener que interrumpir el flujo.

Otra técnica de andlisis espectroscopico es la espectrometria de fluorescencia atémica
(AFS), se basa en la medicion de la intensidad de luz fluorescente que emiten ciertos
elementos para determinar la cantidad de analito presente. Esta técnica acoplada con
generacion de hidruros resulta apropiada para la determinacion de arsénico total (Qian et al.,
2010), asi como para andlisis de especiacion (Matos-Reyes et al., 2007).

Entre las técnicas espectroscopicas de emision, la espectrometria de emisién atémica
(AES) mide la radiacion de longitud de onda caracteristica emitida por los &tomos del elemento
a determinar habiendo sido éstos previamente excitados, siendo la intensidad de la radiacion
proporcional a la concentracion del elemento en la muestra. Entre estas técnicas se encuentra
la espectrometria de emision Gptica con plasma acoplado inductivamente (ICP-OES), con esta
técnica se puede determinar con gran precision y exactitud el arsénico total presente en una
muestra. Otra técnica de analisis muy empleada es la espectrometria de masas (MS), que se

describe a continuacion.

La espectrometria de masas, técnica de amplia utilizacién para la determinacion de
estructuras organicas, se basa en la obtencién de iones a partir de moléculas organicas en
fase gaseosa que se separan de acuerdo con su masa y su carga, y posteriormente se
detectan por medio de un dispositivo adecuado. Asimismo, esta técnica puede emplearse en
el andlisis elemental inorganico si se combina la espectrometria de masas con plasma

acoplado inductivamente (ICP-MS), resultando una técnica de analisis muy especial y robusta.

La técnica de deteccion ICP-MS es altamente sensible, capaz de determinar de forma
cuantitativa casi todos los elementos presentes en la tabla periddica que tengan un potencial

de ionizacion menor que el potencial de ionizacion del argbn a concentraciones muy bajas
(ng/Kg).

El sistema ICP-MS resulta de la union de dos instrumentos, un plasma de argén acoplado

inductivamente para producir iones monovalentes, y un espectrometro de masas, que a
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continuacion separa y detecta los iones monovalentes generados en funcién de su relacion

masa/carga. El esquema de un ICP-MS se indica en la siguiente figura.

lon guide

Skimmer cone

Sample cone

mu Nebulizer

Figura 15. Esquema general de un Espectrémetro de Masas con Plasma Acoplado

Pump Sample

Inductivamente (Radbound University, 2016).

La principal limitacién de la técnica ICP-MS consiste en que solo permite el empleo de fases
moviles acuosas o con un bajo contenido de disolventes organicos, ya que estos suelen
producir una elevada inestabilidad en el plasma, asi como deriva instrumental por formacién
de depdsitos carbonosos en la antorcha y en los conos muestreador y Skimmer de la interfase,

pudiendo llegar incluso a bloquear el sistema.

2.1.2.2.-Métodos analiticos para la determinaciobn de especies de arsénico
hidrosolubles

Tal y como se comentd en la introduccion de este trabajo, las propiedades toxicas del arsénico
dependen en gran medida de la forma quimica en que esté presente, por tanto, resulta

insuficiente determinar solo el contenido de arsénico total en muestras de interés.

Las formas quimicas de arsénico reconocidas por su mayor toxicidad, especies

inorganicas y organicas metiladas, son solubles en medio acuoso, por lo que el andlisis se ha
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centrado principalmente en la determinacion de estas especies. Las investigaciones para la
determinacion de dichas especies se han dirigido hacia el empleo de técnicas cromatograficas

0 no cromatogréficas, en tandem con detectores especificos.

La combinacion de una técnica analitica de separacién con un detector elemental,
sensible y especifico de absorcion, emision o masas, constituyen las técnicas de analisis
acopladas, que se definen como dos 0 mas instrumentos que actdan de forma automatica y
conjunta, integrados en una unidad o bien a través de una interfaz. De acuerdo con esta
definiciébn, una de las principales ventajas de los métodos acoplados es facilitar que el

tratamiento de la muestra, la separacion y la deteccion, puedan realizarse en un Unico sistema.

En general, hay dos vias principales para llevar a cabo la separacién y deteccion de

especies arsenicales hidrosolubles, como se describe a continuacion:

a) Separacion no cromatografica de especies arsenicales y deteccion con sistemas
especificos acoplados.

La separacion no cromatografica mediante extraccion selectiva, se basa en las diferentes

propiedades quimicas de cada una de las especies arsenicales.

Una de las técnicas no cromatogréficas de separacién y deteccidn que resulta adecuada
para llevar a cabo analisis de especiacion, por tratarse de un procedimiento simple, sensible,
asi como por los bajos limites de deteccidn que se consiguen con ella, es la espectrometria
de fluorescencia atébmica con generacion de hidruros (HG-AFS). Para la determinacion de
especies arsenicales esta bien documentado que As (V) puede reaccionar con NaBH4 con
una velocidad de reaccién mas baja que As (lll) y que la sefal producida por la especie
pentavalente depende de las condiciones de generacién de hidruros. Por tanto, ha sido
posible determinar la presencia de ambas especies en la misma muestra empleando la técnica
HG-AFS una vez llevada a cabo la reduccion cuantitativa de arsénico al estado trivalente.
Asimismo, este método no cromatografico se ha utilizado para diferenciar las especies toxicas
de arsénico, As (lll), As (V), MMA y DMA, usando cuatro reducciones en diferentes

condiciones de generacion de hidruros (Matos-Reyes et al., 2007).

b) Separacién cromatogréafica de especies arsenicales y deteccidén con sistemas especificos

acoplados.

Estos métodos de separacion suelen utilizar diferentes técnicas cromatograficas, como la
electroforesis capilar (EC), la cromatografia iénica (IC), la cromatografia de gases (GC) o la
cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC). Los sistemas de deteccion mas

comunmente empleados en su acoplamiento a sistemas cromatogréaficos corresponden a
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detectores atébmicos como, AAS, AES, AFS y la espectrometria de masas con plasma

acoplado inductivamente, mencionados anteriormente.

Los métodos cromatograficos han sido los mas empleados para llevar a cabo la
separacion de especies arsenicales, aunque la mas habitual es la técnica cromatogréfica
HPLC. Ademas, destaca la técnica de acoplamiento del sistema de separacion cromatografico
HPLC con el detector ICP-MS, como método ampliamente utilizado en analisis de

especiacion.

La cromatografia liquida de alta eficacia, junto con la espectrometria de masas con
plasma acoplado inductivamente (HPLC-ICP-MS), es una técnica de deteccion muy robusta
y de elevada sensibilidad, muy adecuada tanto para muestras acuosas como para extractos
acuosos de muestras bioldgicas y medioambientales (Maher et al., 2012), esto explica que
desde su desarrollo en los afios 80 por los grupos de investigacion de Houk y Gray (Houk et
al.,, 1980; Date y Gray, 1981), las aplicaciones del método analitico ICP-MS para la

determinacion de elementos traza hayan sido extensas.

Por otro lado, el método HPLC-ICP-MS requiere el uso de instrumentacion sofisticada y
no todos los laboratorios estan equipados con este tipo de instrumentacion. Sin embargo, este
acoplamiento analitico, se encuentra entre las técnicas mas utilizadas en la determinacion de

especies de arsénico hidrosolubles en muestras de arroz.
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Figura 16. Cromatograma obtenido por HPLC-ICP-MS de una muestra de arroz.

Asimismo, la determinacién de especies de arsénico también se ha llevado a cabo mediante
acoplamiento de HPLC con, ICP-AES, HG-ICP-AES y HG-AFS.

El acoplamiento HPLC-HG-AFS, resulta un sistema adecuado para determinar especies

arsenicales hidrosolubles con capacidad para generar hidruros como, As (lll), As (V), MMA 'y
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DMA. Ademas, el uso de esta técnica analitica resuelve el problema del posible solapamiento
de la especie As (Ill) con especies catidnicas o neutras que pudieran estar presentes en las

muestras, debido a que solo As (lll) puede generar arsina bajo las condiciones establecidas.

En la siguiente figura se puede observar un esquema del sistema generador de hidruros

acoplado a un detector AFS y a un equipo HPLC para llevar a cabo analisis de especiacion.

Soxdo.secale Detector AFS-Liama

Bomba

HPLEC

o, (L ga -
(Reductor) integrador
Bomba 2 b Vi—4
Chromatographic Hydride Atomic Fluorescence
separation Generation Detection

Figura 17. Esquema del instrumento HG -AFS acoplado con HPLC empleado en la

determinacion de especies de arsénico (Huerga, 2005).

El detector AFS presenta una elevada sensibilidad, con limites de deteccion de ug/kg
(Sanchez-Rodas, 2018), lo que representa una alternativa al HPLC-ICP-MS cuyo empleo

implica mayor coste econémico.

Figura 18. Acoplamiento HPLC-HG-AFS (Sanchez-Rodas, 2018).

38



Métodos analiticos para la determinacion de arsénico en arroz

En los Ultimos afos, los detectores mas empleados en su acoplamiento con HPLC para llevar
a cabo estudios de especiacion de arsénico, han sido los sistemas ICP-MS y AFS (Sanchez-

Rodas et al., 2010; Maher et al., 2012), alcanzando limites de deteccién del orden de ng/kg.

2.1.2.3.- Métodos analiticos para la determinacion de especies de arsénico liposolubles

Las especies de arsénico liposolubles o arsenolipidos han sido analizadas fundamentalmente
en muestras de origen marino como, aceite de pescado, de higado de bacalao (Schmeisser
et al., 2005; Rumpler et al., 2008; Arroyo-Abad et al., 2010) o algas (Garcia, 2013), pero el
conocimiento de dichas especies es limitado comparado con el de las especies arsenicales

hidrosolubles.

Las investigaciones llevadas a cabo por Lunde sobre especies de arsénico liposolubles
se consideran pioneras en el estudio de arsenolipidos, aungue no consiguio dilucidar ninguna
de sus estructuras (1974). Los estudios que realiz6 sobre aceites de higado de bacalao y de
arenque, después de su fraccionamiento en columnas de silice y elucion secuencial con
hexano, benceno, dietiléter y metanol, mostraron que los arsenolipidos presentes en la
fracciobn de metanol presentaban caracteristicas quimicas similares a las de fosfolipidos ya
conocidos (Lunde, 1968), concluyendo que al menos dos arsenolipidos estaban presentes en
aceites de procedencia marina (Lunde, 1972). En los Ultimos afios se han producido avances
relativos a la estructura de arsenolipidos, si bien en los afios 1970 y 1980 ya se propusieron

las estructuras de algunos de estos compuestos.

La técnica ICP-MS, extensamente empleada en analisis de determinacion de arsénico
total y especies de arsénico hidrosolubles, presenta limitaciones en estudios de arsenolipidos,
ya que como se ha comentado anteriormente, el empleo de disolventes organicos en esta
técnica puede causar la desestabilizacion del plasma de argén. Por otro lado, se han
introducido ciertas modificaciones en el sistema ICP-MS como, la utilizacién de caudales
pequefios en fase movil o la introduccion de corriente de oxigeno en el nebulizador, que han
permitido el uso de ICP-MS con fases moviles organicas superando las limitaciones que

presentaba (Kovacevic et al., 2004).

Otros métodos empleados en la determinacién de especies de arsénico liposolubles, han
sido cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) (Raber et al.,
2009), cromatografia de gases acoplada con ICP-MS y con espectrometria de emision
atémica con plasma inducido por microondas (GC-MIP-AES) (Arroyo-Abad et al., 2010) o, la

técnica HPLC en fase inversa con ICP-MS y con ionizacion por electro-spray (ESI-MS) que
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ha permitido elucidar la estructura molecular de hasta catorce especies de arsénico

liposolubles (Garcia, 2013).

En la siguiente tabla se pueden observar algunas estructuras propuestas de

arsenolipidos.

Tabla 4. Estructuras quimicas asignadas a arsenolipidos identificados.

NOMBRE ESTRUCTURA MOLECULAR MATRIZ REFERENCIA
PROPUESTA
a : .
O:il?z o O/\‘oﬁ\o—g Alga parda Morita y Shibata,
AS.PLOES 7 Wakame 1088
Aceite de Taleshi et al.,
capelan y atin 2008 y 2010;
As-HC332 CHa Higado de Arroyo-Abad et
0=i:;/\/\/\/\/\/\/\CH3 bacalao al., 2010:
Capelan Amayo et al.,
2011
Aceite de Taleshi et al.,
capelan y atin 2008 y 2010;
s Higado de Arroyo-Abad et
As-HC404 A
a=ye Z »Z
e e ddhdl bacalao al., 2010;
Capelan Amayo et al.,
2011
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2.2.- PARTE EXPERIMENTAL

A continuacion, se presenta una recopilacion de estudios en los que se llevan a cabo

determinaciones de arsénico en muestras de arroz mediante diferentes métodos analiticos.

Laparra et al. (2005) llevaron a cabo la determinacién de arsénico total y arsénico
inorganico en doce muestras de varios tipos de arroz de diferentes fabricantes adquiridos en
tiendas de alimentacién en la ciudad de Valencia, Espafia. Todas las muestras fueron
analizadas en estado crudo y cocido. El arroz fue cocinado usando agua desionizada o agua
desionizada con diferentes niveles de As (V) (0.2-1.0 ug/ml). En la extraccion de As-t se utilizé
el procedimiento seguido por Laparra et al. (2003), donde se llevé a cabo la digestion acida
con acido nitrico al 50% y horno de mufla a 450 °C con aumento gradual de la temperatura.
La determinacion de As-t se llevé a cabo por FI-HG-AAS, los resultados obtenidos en el arroz
crudo, en el arroz cocido con agua desionizada y con agua desionizada con 0,5 pg/ml de As
(V), se encontraban en el rango (0,29-0,41) ug/g peso seco, (0,25-0,44) pg/g peso seco y
(1,41-2,25) pg/g peso seco. La extraccion de As-i se realiz6 con acido nitrico concentrado,
bajo las condiciones descritas para la determinacion de As-t. Se empled la técnica analitica
FI-HG-AAS y el limite de deteccién (LOD) del método fue 2 ng/g. Los resultados mostraron
gue las concentraciones en el arroz crudo, en el arroz cocido con agua desionizada y con
agua desionizada con 0,5 pg/ml de As (V), se encontraban en el rango (0,1-0,20) pug/g peso

seco, (0,13-0,17) pg/g peso seco y (1,06-2,02) ug/g peso seco.

Williams et al. (2005) realizaron andlisis para determinar la concentracion de arsénico
total y especiacion en muestras de arroz procedente de Bangladés, Europa, India y EEUU. El
procedimiento de extraccidon para arsénico total, se llev6 a cabo en tubos de digestién de vidrio
con acido nitrico, se dejaron reposar durante la noche a temperatura ambiente, las muestras
se digirieron a 120 °C, hasta que aclararon y luego se evaporaron hasta sequedad a 160 °C,
el residuo se disolvi6 en acido nitrico. Por otro lado, la extraccion para el andlisis de
especiacion se realizd con acido trifluoroacético (TFA), que hidroliza el almidén en el grano
durante la digestion, lo que puede resultar en una recuperacibn mas exitosa que una
extraccién de metanol/agua; se llevé a cabo con TFA 2M en tubos de digestion, la mezcla se
dejo6 reposar durante la noche, luego se colocaron los tubos en un bloque calefactor a 100 °C
durante 6 h. El digerido se evapor6 hasta sequedad a 160 °C y hasta un peso de 10 g con
agua destilada. Para determinar el arsénico total se empled la técnica ICP-MS, el valor
calculado del LOD fue 0,01 pg/g, y las concentraciones medias de las muestras de arroz
procedente de Bangladés, Europa, India y EEUU fueron 0,13 pg/g; 0,18 pg/g; 0,05 pg/gy 0,26

pg/g, respectivamente. En la determinacién de las especies de arsénico la técnica utilizada
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fue HPLC-ICP-MS, y las concentraciones medias obtenidas para arroz de Bangladés, Europa,

India y EEUU fueron, 0,08 ug/g; 0,08 ug/g; 0,03 ug/g y 0,08 pg/g, respectivamente.

Matos-Reyes et al. (2007) propusieron la determinacién de arsenito, arseniato, acido
monometilarsénico y acido dimetilarsinico en arroz procedente de supermercados de Valencia
(Espafia) mediante la técnica HG-AFS, método analitico no cromatografico rapido, sensible y
simple para el andlisis de especiacion de especies de arsénico tdxico en muestras de arroz.
Se llevé a cabo la digestion acida de la muestra con HNO3 y posteriormente horno de mufla a
450 °C con incremento gradual de la temperatura. Se realizé una extraccién asistida por
ultrasonidos de las especies de arsénico con 1 mol/L HsPOsy 0,1% (m / v) Triton XT-114.
Después de la extraccion, las concentraciones de As (l11), As (V), DMA y MMA se determinaron
mediante la técnica HG-AFS). Los limites de deteccion del método fueron 1,3; 0,9; 1,5y 0,6
(ng/g) para As (Ill), As (V), DMA y MMA, respectivamente, expresados en términos de peso
seco de la muestra. Las recuperaciones siempre fueron superiores al 90%, y no se produjo
interconversion de especies. Los resultados obtenidos para As (Ill), As (V), DMA y MMA se
hallaron en el rango (22-149; 23-152; 1,7-103; 1,6-104) ng/g respectivamente. El andlisis de
especiacion de un material de referencia de harina de arroz certificado para arsénico total
condujo a resultados coherentes, que también estaban de acuerdo con otros estudios de

especiacion realizados sobre el mismo material de referencia certificado.

Signes et al. (2008) analizaron el arsénico total en arroz integral, descascarillado
mediante dos procedimientos diferentes (himedo y seco), procedente de mercados y granjas
de Bengala Occidental (India). Para la digestion de las muestras se utiliz6 HNO; al 65%, y
posteriormente, horno de mufla hasta alcanzar progresivamente 450 °C, temperatura a la que
se mantuvo durante 12 h. Se utilizd material de referencia certificado internacionalmente
(CRM) para evaluar la precision y exactitud del andlisis. Se empleé la técnica analitica HG-
AAS para la determinacién de As-t y se utiliz6 NaBH4 como agente reductor en NaOH, para
la generacion del hidruro AsHs. El valor LOD del método se calculé en 0,004 mg/kg. Los
resultados mostraron que, las concentraciones de As-t en arroz con cascara, en arroz integral
descascarillado mediante procedimiento himedo y mediante procedimiento seco, alcanzaron

valores de, 373 £ 2 ug/kg, 332 + 1 pg/kg y 290 + 16 ug/kg, respectivamente.

Sun et al. (2008) analizaron muestras de arroz integral, blanco y salvado de arroz
procedente de China y Bangladés. Para llevar a cabo la determinacion de As-t, se realizé la
extraccion con &cido nitrico concentrado y posteriormente las muestras fueron digeridas en
microondas con un programa de aumento gradual de temperatura en tres etapas: la etapa 1
mantuvo las muestras en 55 °C durante 10 min, la etapa 2 a 75 °C durante 10 min y etapa 3

a 95 °C durante 30 min. Para determinar As-t se empleé la técnica ICP-MS, los resultados
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obtenidos en el arroz procedente de China, blanco, integral y salvado, fueron (0,26-0,44; 0,33-
0,89; 1,68-3,61) mg/kg, respectivamente, y en el arroz de Bangladés, blanco, integral y
salvado, fueron (0,28-0,53; 0,28-0,82; 1,17-2,01) mg/kg, respectivamente. La extraccidén para
el andlisis de As-i se llevdé a cabo por digestion acida con acido nitrico y microondas
empleando el mismo programa que se utiliz6 para determinar As-t. Los extractos se analizaron
usando HPLC junto con ICP-MS, los resultados obtenidos en el arroz de China, blanco,
integral y salvado, fueron (0,17-0,33; 0,25-0,76; 1,56-3,47) mg/kg, respectivamente, y en el
arroz de Bangladés, blanco, integral y salvado, fueron (0,17-0,22; 0,23-0,39; 1,09-1,75) mg/kg,
respectivamente. Todas las especies de arsénico se encontraron por encima del limite de

deteccion 0,01 mg/kg, excepto la especie MMA en arroz blanco e integral.

Heitkemper et al. (2009) llevaron a cabo andlisis de arsénico total y especiacién en
muestras de arroz procedente de Texas, Luisiana, Arkansas y California. Para la digestion de
la muestra en el andlisis de arsénico total se emple6 HNO3 concentrado y posteriormente
microondas hasta alcanzar la temperatura de 200 °C durante 10 minutos, se mantuvo 15
minutos, se dejo enfriar y se ventil6. Para el tratamiento de las muestras en el analisis de
especiacion se emple6 TFA 0,5 M, se centrifugaron durante 1 hora a 200 rpm y a continuacion
la extraccion fue asistida por microondas. Durante el procedimiento de extraccion, la
temperatura se increment6 a 85 °C durante 20 minutos, se mantuvo durante 10 minutos a 80
°C, se dejé enfriar y se ventild. En el analisis de As-t se utilizé un ICP-MS, el limite de deteccion
del método fue de 12 ng/g. Para el andlisis de especiacion, se us6 una HPLC con un ICP-MS.
Los resultados obtenidos de arsénico total se encontraron en los siguientes rangos: Texas,
119-1000 ng/g; Luisiana, 46-340 ng/g; Arkansas, 65-435 ng/g y California, 26-89 ng/g; siendo
los valores medios: Texas, 445+342 ng/g; Luisiana, 167+76 ng/g; Arkansas, 184+127 ng/g;
California, 62+21 ng/g. Los analisis de especiaciéon con un LOD en el rango (2-5) ng/g,
reportaron los siguientes valores de iAs, DMA y MMA para el arroz procedente de Luisiana
(105+32; 74454, 2+7) ng/g; Arkansas (79+21; 121+131; 1+5) ng/g; California (61+23; 20+22;
nd) ng/g y Texas (111+17; 319+315; 8+8) ng/g. Los valores medios y rangos de iAs y DMA
fueron, 91+32 ng/g; (25-157) ng/g y 125+167 ng/g; (6-900) ng/g; respectivamente, MMA fue

detectado en 13 de 60 muestras con concentraciones en el rango (5-21) ng/g.

Meharg et al. (2009) llevaron a cabo la determinacion de arsénico total en 901 muestras
de arroz blanco procedente de 10 paises pertenecientes a 4 continentes. En los andlisis de
determinacion de arsénico total la extraccion se realizé en tubos de digestién de vidrio con
acido nitrico, se dejaron reposar durante la noche a temperatura ambiente, las muestras se
digirieron a 120 °C, hasta que aclararon y luego se evaporaron hasta sequedad a 160 °C, el

residuo se disolvié en acido nitrico. Para la determinacién de iAs se llevd a cabo la extraccion
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con TFA 2M en tubos de digestiéon, la mezcla se dej6é reposar durante la noche, luego se
colocaron los tubos en un bloque calefactor a 100 °C durante 6 h. El digerido se evaporé hasta
sequedad a 160 ° C y hasta un peso de 10 g con agua destilada. Se empleé la técnica analitica
ICP-MS para la determinacion de As-t y la técnica HPLC-ICP-MS para los analisis de
especiacion. Se obtuvieron los siguientes resultados relativos a la concentracibn media de
arsénico total procedente de Egipto, India, EEUU e ltalia, 0,05 mg/kg, 0,07 mg/kg, 0,25 mg/kg
y 0,15 mg/kg, respectivamente; los valores de concentracion media de As-i fueron para India,

EEUU e Italia, 0,03 mg/kg, 0,10 mg/kg y 0,11 mg/kg, respectivamente.

Qian et al. (2010) llevaron a cabo, durante el periodo 2005-2008, un estudio de los niveles
de arsénico en 712 muestras de arroz molido de mas de 20 provincias de China. La extraccion
se llevé a cabo con HNO3 al 65% y H,0O, al 30% y posteriormente horno microondas. Después
de la digestion, se enfrié en un bafio de hielo. Las concentraciones de arsénico total en las
muestras se determinaron por HG-AFS. El valor LOD del método fue de 8 pg/kg. Los niveles
medios encontrados de As total fueron, 0,119 mg/kg.

Carbonell-Barrachina et al. (2012) estudiaron el arroz espariol sin gluten, los cereales con
gluten y los alimentos para bebés en puré, para analizar el contenido de As-t y especiacion,
empleando las técnicas de analisis, ICP-MS y HPLC-ICP-MS, respectivamente. El calculo del
limite de deteccion aporté un valor de 0,03 mg/kg. Ademas, también se analiz6 arroz infantil
de China, Estados Unidos y Reino Unido. El contenido de As-t y As-i fue significativamente
mayor en el arroz sin gluten que en las mezclas de cereales con gluten. Aproximadamente el
77% de las muestras de arroz infantil puro mostraron contenidos por debajo de 0,150 mg/kg
(limite chino). Los resultados obtenidos en muestras de arroz infantil procedente de China,
Estados Unidos, Reino Unido y Espafa, para concentraciones de As-t fueron (0,070-0,353;
0,164-0,496; 0,137-0,394; 0,036-0,315) mg/kg, para As-i (0,052-0,247; 0,093-0,159; 0,107-
0,267; 0,010-0,111) mg/kg y (0,021-0,063; 0,035-0,334; 0,028-0,265; 0,025-0,178) mg/kg,

respectivamente.

Raber et al. (2012) llevaron a cabo la determinacién de As-t y especies arsenicales en
diez muestras de trigo, atin y arroz de diferentes tipos y lugares de procedencia. Para
determinar la cantidad de As-t en arroz se realizo la digestion acida de las muestras con acido
nitrico y horno microondas hasta una temperatura de 250 °C durante 30 minutos. Las
concentraciones de As-t se determinaron por el método ICP-MS. El limite de deteccion del
método fue 1 ug/kg de As masa seca. Por otro lado, propusieron un método mejorado de la
técnica HPLC-ICP-MS para llevar a cabo el analisis de especiacion en arroz. En primer lugar
utilizaron, para la digestion de las muestras, el calentamiento de las mismas asistido por

microondas, pero ademas, algunas de ellas fueron calentadas en bafio de agua. Las muestras

44



Métodos analiticos para la determinacion de arsénico en arroz

calentadas por microondas fueron sometidas a digestion acida con TFA y H20-, y horno
microondas empleando un programa de temperatura de una etapa hasta alcanzar 95 °C en
10 minutos y manteniendo esta temperatura durante 1 hora. Los resultados de concentracion
media para As-t, As-i, DMA y MMA, fueron 121,5 pg/kg, 83,41 ug/kg, 27,82 ug/kg, 1,36 pg/kg,

respectivamente.

Kim et al. (2013) estudiaron la determinacion de especies de arsénico en granos de arroz
procedentes de Corea y EEUU, utilizando HPLC-ICP-MS. Se extrajeron especies de arsénico
en muestras de arroz usando HNOs al 1% con un horno microondas a 80 °C durante 30
minutos, como medio de digestion optimizado. Se utiliz6 un patron de harina de arroz
certificado para validar el analisis. Los valores LOD del método para As (lll), As (V), DMA'y
MMA fueron (0,0001; 0,0003; 0,0001; 0,0001) mg/kg, respectivamente. Se obtuvieron los
siguientes resultados para 30 muestras de arroz procedente de Corea, As (lll), 0,08 mg/kg;
As (V), 0,005 mg/kg, DMA, 0,03 mg/kg y MMA, 0,002 mg/kg; y para 30 muestras de arroz
procedente de EEUU, As (lll), 0,06 mg/kg; As (V), 0,005 mg/kg; DMA, 0,04 mg/kg, y MMA,
0,003 mg/kg.

Pasias et al. (2013) propusieron tres métodos completamente validados para la
determinacion de arsénico total, arsénico inorganico total y especies de arsénico inorganico
mediante la técnica ETAAS en muestras de arroz y harina de arroz. Para realizar la extraccion
de iAs y tAs se utiliz6 HNOs; 1 M, se comprobé que después de un tratamiento con ultrasonidos
de 20 minutos, la extraccién se habia cumplido. La extraccion de As (1) se llevé a cabo con
HNO; 1 M y un programa de microondas. As (V) se determiné por diferencia del contenido iAs
menos el contenido de As (lll). Los valores LOD calculados paratAs, iAs y As (lIl) fueron (22,1;
30,1; 19,0) ug/kg, respectivamente. Las muestras se analizaron por triplicado y los resultados
mostraron que los contenidos de tAs, iAs, As (lll) y As (V) se encontraban en los rangos (42 -
270,8; 30-147; 19-97,1 y 19-76,2) (ug/kg) respectivamente, para muestras de arroz y, en los
rangos (22,1-170; 30,1-107; 19-91,2 y 15,8-30,1) ug/kg respectivamente, para muestras de
harina de arroz. Los métodos totalmente validados se aplicaron para la determinacion de
arsénico total y arsénico inorganico en muestras de arroz (n = 15) y harina de arroz (n = 3) de
diferentes marcas y variedades recolectadas de locales supermercados en la ciudad de
Lamia, Grecia. Fue probado que tAs y iAs se detectaron en casi todas las muestras de arroz

y harina de arroz.

Sommella et al. (2013) analizaron muestras de tipos de arroz procedente de distintos
lugares de ltalia, Lombardia, Piamonte, Emilia-Romafia y Calabria, para determinar la
concentracion de As-t y As-i. La extraccion se llevé a cabo con &cido nitrico concentrado y a

continuacion, peréxido de hidrogeno, y luego las muestras se digirieron en un horno de
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microondas con aumento gradual de temperatura. La determinacion de As-t se llevé a cabo
por ICP-MS, el calculo LOD del método fue 0,016 mg/kg. La extraccion para el analisis de
especiacion se realiz6 con HNOs al 1% y posteriormente horno de microondas con aumento
gradual de temperatura como en As-t, por ultimo, se mezclé con H;O,. La especiacion de
arsénico se cuantificé por HPLC acoplada a ICP-MS el célculo LOD dio como resultado 0,01
mg/kg. Los resultados de concentraciones medias de As-t segun la regién de procedencia se
hallaron entre, 0.11 mg/kg (Calabria) y 0,28 mg/kg (Emilia-Romafia), y los resultados de
concentraciones medias de As-i se encontraron entre, 0,06 mg/kg (Calabria) y 0,10 mg/kg
(Lombardia).

Cano-Lamadrid (2014) llevo a cabo el analisis de 15 muestras de arroz procedentes de
diferentes zonas de Iran. En el andlisis de As-t se empled mineralizacion acida con acido
nitrico concentrado, y posteriormente horno de mufla con aumento gradual de temperatura
hasta alcanzar 450 °C, temperatura a la que permanecié durante 6 horas. La determinacién
de As-t se realiz6 por medio de la técnica analitica HG-AAS. Para la determinacion de
especies arsenicales, As (lll), As (V), MMA y DMA, el método analitico para la extraccién
consistié en el empleo de TFA, bafio de agua a 100 °C durante 6 horas, y centrifugacién a
20000 rpm durante 20 minutos, posteriormente se empled el acoplamiento de un generador
de hidruros en un equipo HPLC con un detector de fluorescencia atébmica, HPLC-HG-AFS,
para la deteccién de las especies arsenicales. Para la generacion de hidruros se utilizo HCI
como medio acido y, NaBH4 con NaOH como agente reductor. Se utilizé material de referencia
para evaluar la eficacia de los métodos empleados. Los resultados obtenidos fueron, la
concentracion de As-t en las 15 muestras tomé valores comprendidos en el rango (50,8-248)
pg/kg, siendo el valor medio 122 ug/kg, las cantidades de As (lll), DMA, MMA y As (V)
determinadas estuvieron comprendidas en los rangos (27,3-92,1) ug/kg, (11,2-120) pg/kg,
(6,30-14,4) pg/kg y (10,3-33,9) ug/kg, respectivamente; con valores medios de 61,0 ug/kg,
34,0 ug/kg, 9,00 pg/kg y 26,7 pg/kg, respectivamente.

Munera-Picazo et al. (2014) analizaron la cantidad de arsénico en siete grupos de
productos sin gluten elaborados fundamentalmente a base de arroz, destinados a
consumidores adultos celiacos y adquiridos en supermercados de las provincias de Alicante
y Murcia (Espafia). Para la determinacion de As-t, las muestras solidas homogeneizadas
fueron pesadas y digeridas utilizando el método descrito por primera vez por Mufioz et al.
(2000), que se llevo a cabo afiadiendo 5 ml de HNOs al 50% (v/v) y a continuacion se evaporo
en un bafio de arena hasta sequedad total. A continuacion, la muestra se mineralizo por via
seca y se disolvio en HCI. Para la determinacion de As-t se utilizé la técnica HG-AAS, se

emple6é NaBH, como agente reductor y el calculo del LOD del método fue 1,2 pug/kg. Para la
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extraccion de especies de arsénico se utilizd6 TFA, la mezcla permanecio durante 6 horas a
100 °C. Para evaluar la precision y exactitud del analisis se incluyé un CMR en cada lote
analitico. Los analisis de especiacion se llevaron a cabo mediante la técnica HPLC-HG-AFS.
Los resultados obtenidos mostraron que, los productos para celiacos contenian importantes
concentraciones de As-t, hasta 120 ug/kg, con un valor medio de 41,0 ug/kg, y As-i, hasta
85,8 ug/kg, con un valor medio de 31,9 pg/kg; las concentraciones de As-t y As-i en arroz
utilizado para la elaboracion de esos productos se hallaban en el rango de 0-235 pg/kg and
0-198 pug/kg, respectivamente, con valores medios de 120 pg/kg and 100 pg/kg,

respectivamente.

Narukawa et al. (2014) analizaron las concentraciones de 16 elementos en 10 muestras
de harina de arroz y granos de arroz de los cuales se obtuvo la harina. Para la determinacion
de As-t se llevé a cabo la digestion acida de las muestras con HNOs y H>O,, que fueron
calentadas por microondas aplicando un programa de aumento de potencia respecto de
tiempo. Se emplearon las técnicas analiticas ICP-MS e ICP-OES. Para el andlisis de
especiacion, se llevé a cabo la digestion acida de la muestra con HNOs y bloque calefactor
hasta una temperatura de 100 °C durante 2 horas. Se empled la técnica analitica HPLC-ICP-
MS. Se determinaron las concentraciones de iAs, MMA y DMA y su distribucién en los granos
de arroz. Se molieron y pulieron porciones del arroz integral en diferentes grados para obtener
muestras molidas y muestras de arroz pulido o blanco. Los resultados mostraron los
siguientes valores de arsénico total: arroz integral, 0,239 mg/kg; arroz pulido 90%, 0,141
mg/kg; arroz pulido 70%, 0,069 mg/kg; arroz pulido 50%, 0,032 mg/kg; arroz molido 10%,
0,095 mg/kg; arroz molido 30%, 0,158 mg/kg; arroz molido 50%, 0,215 mg/kg; arroz pulido
90% + arroz molido 10%, 0,235 mg/kg; arroz pulido 70% + arroz molido 30%, 0.227 mg/kg;
arroz pulido 50% + arroz molido 50%, 0,247 mg/kg. Los resultados obtenidos del analisis de
la harina de arroz blanco, determinados por ICP-MS e ICP-OES una vez llevada a cabo la
digestion asistida por microondas fueron 0,098 mg/kg y 0.099 mg/kg respectivamente; las
especies As (), As (V), DMA determinadas por HPLC-ICP-MS fueron 0,0714 mg/kg, 0,0134
mg/kg y 0,0133 mg/kg respectivamente.

Segura et al. (2016) analizaron muestras de arroz integral y arroz pulido o blanco
cultivados de forma organica y tradicional en Brasil, y los resultados se compararon con los
limites maximos de FAO/Codex. La determinacion total y de especiacion del arsénico se
llevaron a cabo por ICP-MS y HPLC-ICP-MS, respectivamente. Los resultados no mostraron
diferencias significativas en la concentracion de As total en arroz pulido orgénico (157,7 £ 56,1
ng/g) frente a arroz pulido convencional (137,4 £ 46,6 ng /g), y tampoco en arroz integral

organico (227,7 + 95,5 ng/g) frente a arroz integral convencional (217,7 + 60,9 ng/g). Sin
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embargo, el As inorganico fue 45% mas alto en arroz blanco organico que en arroz blanco
convencional y 41% mas alto en arroz integral organico que en arroz integral convencional.
En cuanto a los niveles maximos adoptados por el Codex para iAs (200 ng/g), no se encontrd

ninguna violacion.

Signes-Pastor et al. (2016) llevaron a cabo analisis de especiacion en arroz de arrozales
y comercial de la peninsula Ibérica. Se incluyeron muestras de material de referencia
certificado de arroz (CRM). El tratamiento de la muestra se llevé a cabo con &cido nitrico
concentrado al 1% y luego las muestras fueron digeridas en microondas aumentando
gradualmente la temperatura hasta 95 °C, a la que se mantuvo a durante 30 minutos. El valor
LOD calculado para la especiacion fue de 0,002 mg/kg. Los andlisis de especiacion de
arsénico se realizaron mediante IC-ICP-MS. EIl contenido de iAs en las muestras de granos
de arroz recolectados en el campo tuvo la siguiente concentracion media y rango segun la
region: (0,100; 0,061-0,130) mg/kg (Andalucia); (0,120; 0,074-0,150) mg/kg (Catalunya),
(0,075; 0,063-0.161) mg/kg (Murcia) y (0,093; 0,063-0,097) mg/kg (Valencia). La media y el
rango de la concentracion de iAs para el arroz blanco fue (0,071 y 0,027-0,175) mg/kg,
respectivamente. Se encontré que la concentracibn media mas alta de iAs fue para
Extremadura/Portugal (0,087 mg/kg), mientras que los contenidos medios mas bajos de iAs
fueron para Andalucia (0,054 mg/kg), Valencia (0,063 mg/kg) y Murcia (0,057 mg/kg), el rango

de la concentracion en arroz integral fue (0,053-0,247) mg/kg.

Bolan et al. (2017) investigaron la determinacion de arsénico total en muestras de arroz
cultivado en Bangladés, Corea e India, regado con agua contaminada por Na;HAsO4-7H.0.
El tratamiento de la muestra se llevé a cabo mediante digestién acida con agua regia (HNOs-
HCI) y digestion asistida por microondas. Para determinar la concentracion de arsénico en las
muestras se empled la técnica analitica ICP-MS, los resultados obtenidos se encontraron
dentro del rango 0,456-1,095 mg/kg.

De la Calle et al. (2017) llevaron a cabo la determinacion de arsénico inorganico
empleando como método la generacidon de hidruros para el andlisis de especiacién de
arsénico, acoplado a un detector atdmico espectroscopico. El método consiste en la
extraccion selectiva de arsénico inorganico en cloroformo después de la digestion de las
proteinas con acido nitrico y acido clorhidrico concentrado. La mineralizacién de la muestra
se llevd a cabo por digestion acida con HNOs y a continuacién, horno de mufla a una
temperatura inicial no superior a 150 °C, aumentado progresivamente hasta 425 £ 25 ° C a
razén de 50 °C/ h, se mantuvo a 425 ° C durante 12 h, y posteriormente se realiz6 la disolucion
de las cenizas obtenidas en acido clorhidrico. Como técnica analitica se emple6 FI-HG-AAS

del iAs extraido. El célculo del limite de deteccion proporcion6 un valor de 3 ug/kg de peso en
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seco, que permite la cuantificacion de arsénico inorganico en una gran cantidad de matrices
de alimentos, entre ellas el arroz. Se obtuvieron los siguientes resultados, arroz blanco, (56+9-
113+18) ug/kg; arroz integral, (125120 - 275+44) ug/kg; arroz cocido, (134+21 - 159+25) ug/kg;
obleas de arroz, (127£20 - 162+26) pug/kg.

Camara (2018) llevé a cabo el estudio de 14 muestras de arroz adquirido en
supermercados de la provincia de Jaén de conocidas marcas especificas y blancas, para
determinar la cantidad de arsénico total presente en las mismas. Las muestras se sometieron
a digestion 4cida asistida por microondas, empleando en primer lugar, HNOs al 65% y H20-
al 30%, posteriormente se trataron en horno de microondas con un programa de aumento
gradual de temperatura. La técnica analitica empleada en la determinacién fue ICP-MS, los
valores de As-t estuvieron comprendidos entre 80,46 pg/kg, correspondiente a una marca
blanca, y 408,2 ug/kg perteneciente a una conocida marca, el valor medio de concentracion

de As-t en las muestras fue 178,1 pg/kg.

Cano-Ferrer (2018) llevdé analiz6 en 8 muestras de arroz de diferentes tipos y
procedencias adquiridos en supermercados de la zona de Orihuela (Alicante), arroz basmati
de Europa e India, arroz largo de Europa y Espafia, arroz jazmin-thai de Tailandia, arroz
redondo de Espafia, redondo-cocido y arroz integral de Valencia. La digestién de la muestra
se llevé a cabo con agente mineralizante (MgNOs; + MgO) y HNOs; concentrado, y
posteriormente horno de mufla aumentando la temperatura gradualmente hastaalcanzar 450
°C, temperatura a la que se mantuvo durante unas 6 horas. En la determinacion de As-t se
empled la técnica analitica HG-AAS, se utiliz6 material de referencia para evaluar la eficacia
de los métodos utilizados. Los resultados obtenidos estuvieron comprendidos entre 21 pg/kg
(basmati, India) y 165 pg/kg (largo, Europa), situandose el valor medio en 100 ug/kg.

Marin et al. (2018) llevaron a cabo la evaluacion de niveles de metales en arroz de la
Comunidad Valenciana (Espafia). Para la determinacion de tAs, se realiz6 la digestion acida
de las muestras con acido nitrico al 65%, y calentamiento por microondas hasta 250 °C, bajo
una presion de 40 bars. Se empled la técnica analitica ICP-MS, el limite de deteccion fue
0,005 mg/kg. El andlisis de iAs en muestras de arroz se realiz6 por digestion acida con HNOg,
evaporacion en bafio de arena y posteriormente se llevd a horno de mufla hasta 425 °C
durante 12 horas. La técnica analitica empleada fue FI-HG-AAS. Para la generacion de
hidruros se utilizé HCI, y KI con acido ascérbico como solucion reductora. El limite de
deteccién calculado del método fue 0,003 mg/kg. Los resultados mostraron los siguientes

valores medios de concentracion para tAs, 0,1468 mg/kg e iAs, 0,0740 mg/kg de masa fresca.

Cruz (2019) analiz6 la determinacion de As-t, en 16 muestras de arroz de diferentes

procedencias, arroz redondo extra de Sevilla, Valencia, Madrid y Tarragona; arroz cocido de
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Portugal; arroz integral de Valencia; arroz largo de Madrid; arroz bomba de Murcia; arroz
basmati de Tailandia y arroz arborio de Italia; adquiridos en varias cadenas de supermercados
de Jaén. La extraccion se llevé a cabo con HNO; (69%) y H.O2 (33%), y posteriormente
asistida por microondas. En la determinacion se emple0 la técnica analitica ICP-MS y se utiliz6
material de referencia para evaluar la eficacia de los métodos utilizados. Los resultados
obtenidos se encontraron en el rango (0,111-0,422) mg/kg siendo el valor medio 0,211 mg/kg.
El valor minimo perteneci6 al arroz redondo extra procedente de Madrid y el maximo al arroz

arborio de ltalia.
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Tabla 5. Resumen de las principales técnicas analiticas para la determinacién de arsénico en arroz.

Métodos analiticos para la determinacion de arsénico en arroz

MUESTRA TECNICA TRATAMIENTO DE LA ANALITO LOD NIVELES DETECTADOS REFERENCIA
AL TTTER s (mg/kg) CONCENTRACION As
(mg/kg)

Arroz ICP-MS Digestion: As-t n.d. 0,456-1,095 Bolan et al.
Bangladesh, agua regia (HNOs-HCI) (2017)
Corea, India, Microondas
regado con
agua
contaminada
Arroz blanco | ICP-MS Digestion: As-t n.d. 0,1781 Camara (2018)
Jaén HNO:z al 65% y H.O. al 30%
(Espafia) Microondas
Arroz blanco | HG-AAS Digestion: As-t n.d. 0,100 Cano-Ferrer (2018)

Orihuela-
Alicante

(Espafia)

HNO3 concentrado
Horno de mufla 450 °C, 6

horas
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Arroz Iran HG-AAS Digestion: As-t n.d. 0,122 Cano-Lamadrid
Acido nitrico concentrado (2014)
Horno de mufla 450 °C, 6
horas
Extraccion:
HPLC-HG- As (Il 0,0610
TFA (1
AFS .
Bafio de agua 100 °C, 6 h As (V) 0,0267
MMA 0,00900
DMA 0,0340
Arroz infantil | ICP-MS Digestion: As-t 0,03 0,070-0,353 Carbonell-
comercial HNO3/ H20> 0.164-0,496 Barrachina et
China Microondas al. (2012)
EEUU 0,137-0,394
Reino Unido 0,036-0,315
Espana
. 0,052-0,247
China
EEUU HPLC-ICP- | HNO; As-i 0,093-0,159
Reino Unido | MS Microondas 0.107-0,267
Espaia
0,010-0,111
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China DMA 0,021-0,063
EEUU 0,035-0,334
Reino Unido 0,028-0,265
Espafa 0,025-0,178
Arroz blanco | ICP-MS Digestion: As-t n.d. 0,211 Cruz (2019)
Supermerca HNO3/ H20;
dos Jaén Microondas
(Espafia)
Arroz blanco | FI-HG-AAS | Digestion: As-i 0,003 0,056-0,113 De la Calle et al.

HNO3 (2017)

_ Horno de mufla hasta 425 °C,
Arroz integral durante 12 h. 0,125-0,275
Arroz cocido 0,134-0,159
Obleas de
0,127-0,162

arroz
Arroz Texas | ICP-MS Digestion: As-t 0,012 0,445 Heitkemper et al.
Arroz HNO3 (2009)
Luisiana 0,167

Microondas
Arroz 0.184
Arkansas
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Arroz 0,062
California
Arroz Texas 0111
HPLC-ICP- | TFA As-i 0,002-
Arroz MS Microondas 0,005 0.105
Luisiana
Arroz 0,079
Arkansas
Arroz 0,061
California
Arroz Corea | HPLC-ICP- | Digestion: As () 0,0001 0,08 Kim et al. (2013)
MS HNO, As (V) 0,0003 | 0,005
Microondas DMA 0,0001 0,03
MMA 0,0001 0,002
Arroz EEUU
As (Il) 0,0001 | 0,06
As (V) 0,0003 | 0,005
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DMA 0,0001 0,04

MMA 0,0001 0,003
Arroz crudo | FI-HG-AAS | Digestion: As-t 0,002 0,29-0,41 Laparra et al. (2005)
Arroz cocido Acido nitrico

0,25-0,44

con agua Horno de mufla, 450 °C
desionizada
Arroz cocido
con agua
desionizada 1,41-2,25
con As (V)
Arroz crudo As-i 0,1-0,20
Arroz cocido
con agua 0,13-0,17
desionizada
Arroz cocido
con agua 1,06-2,02

55




Métodos analiticos para la determinacion de arsénico en arroz

desionizada
con As (V)
Valencia
(Espafia)
Arroz blanco | ICP-MS Digestion: As-t 0,005 0,1468 Marin et al. (2018)
Valencia HNO3
(Espafia) Microondas, 250 °C
FI-HG-AAS | HNO3 As-i 0,003 0,0740

Horno de mufla, 425 °C, 12 h
Arroz HG-AFS Digestion: As (111) 0,0013 0,022-0,149 Matos-Reyes et al.
Valencia HNO3 As (V) 0,0009 | 0,023-0,152 (2007)
(Espafia) Horno de mufla, 450 °C DMA 0,0015 | 0,0017-0,103

Extraccion: MMA 0,0006 0,0016-0,104

Ultrasonidos
Arroz blanco | ICP-MS Digestion: As-t n.d. Meharg et al. (2009)
Egipto Acido nitrico 0,05
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India 120 °C 0,07

EEU 0,25

[talia 0,15

Egipto HPLC-ICP- | TFA As-i n.d.

India MS 100 °C, 6h 0,03

EEUU 0,10

[talia 0,11

Arroz HG-AAS Digestion: As-t 0,0012 0,120 Munera-Picazo et al.
Productos de HNO; 0,0410 (2014)

arroz Mineralizacién por via seca

Arroz HPLC-HG- | TFA As-i 0,100

Productos de | AFS 100 °C, 6h 0.0319

arroz

Harina  de | ICP-MS Digestion: As-t n.d. 0,098 Narukawa et al. (2014)
arroz blanco HNOs/ H,0»
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ICP-OES Microondas 0.099
HPLC-ICP- | HNOs As (Il 0,0714
MS 100 °C, 2h As (V) 0,0134
DMA 0,0133
Arroz Grecia | ETAAS Digestion: As-t 0,0221 0,042-0,2708 Pasias et al. (2013)
Microondas As-i 0,0301 0,030-0,147
HNO3 As (111) 0,0190 0,019-0,0971
As (V) 0,019-0,0762
Harina  de As-t 0,0221-0,170
arroz Grecia As- 0,0301-0,107
As (IlI) 0,019-0,0912
As (V) 0,0158-0,0301
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Arroz China | HG-AFS Digestion: As-t 0,008 0,119 Qian et al. (2010)
HNO3/ H20:2
Horno microondas
Arroz HPLC-ICP- | Digestion: As-t 0,001 0,122 Raber et al. (2012)
MS HNOs
Microondas
Acido trifluoroacético / H,0, | As-i 0,0834
Microondas DMA 0,0278
MMA 0,00136
Arroz blanco | ICP-MS Digestion: As-t n.d. 0,0336-0,1962 Segura et al. (2016)
Brasil HNOs
Calentamiento 2h en
digestor de blogues
HPLC-ICP- | HNO; As (lll) + 0,0224-0,0926
MS Bafio termostatico 95°C, 2h | 5q V)
DMA + MMA 0,01652-0,1068
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Arroz en | HG-AAS Digestion: As-t 0,004 0,373 Signes et al. (2008)
céscara HNO; 65%
(o]
Arroz integral Horno de mufla, 450 °C, 12h
0,332
(Humedo)
Arroz integral
(Seco) 0,290
Arroz IC-ICP-MS | Digestion: As-i 0,002 Signes-Pastor et al.
Peninsula HNOs/ H.O, (2016)
ibérica :
Microondas
Campo 0,061-0,161
Blanco
0,027-0,175
Integral
0,053-0,247
Arroz ltalia ICP-MS Digestion: As-t 0,016 0,11-0,28 Sommella et al.
HNOs/ H20:2 (2013)

Horno microondas
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HPLC-ICP- | HNO3/ H.0O> As-i 0,01 0,06-0,10

MS Horno microondas
China ICP-MS Digestion: As-t 0,01 0,26-0,44 Sun et al. (2008)
Arroz blanco HNO3 0,33-0,89
Arroz integral Microondas 1,68-3.61
Salvado de
arroz 0,17-0,33
Arroz blanco | o) = |cp- As-i 0.25.076
Arroz integral
Salvado de - 1,96-347
arroz
Bangladés
Arroz blanco
Arroz integral ICP-MS As-t 0,28-0,53
Salvado de 0,28-0,82
arroz 1,17-2,01
Arroz blanco
Arroz integral APLCACP: 0,17-0,22
Salvado de MS As-i 0,23-0,39
arroz 1,09-1,75
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Arroz
Bangladés
Europa
India
EEUU

Bangladés
Europa
India
EEUU

ICP-MS

HPLC-ICP-
MS

Digestion:
Acido nitrico

120 °C

TFA

100 °C, 6h

As-t

As-i

0,01

0,13
0,18
0,05
0,26

0,08
0,08
0,03
0,08

Williams et al. (2005)

n.d.: no determinado
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3.- CONCLUSIONES

Las conclusiones de este trabajo se exponen a continuacion.

e Las especies de arsénico hidrosolubles, inorganicas As (lll) y As (V), y metiladas MMA
y DMA, han sido descritas como sustancias téxicas arsenicales frente a las formas
organoarsenicales, cuya toxicidad no ha sido demostrada. Por tanto, las especies
hidrosolubles han sido las determinadas en los analisis de especiacion realizados.

o Con el paso del tiempo, la digestidn asistida por microondas se ha confirmado como
la técnica de mineralizacion por excelencia.

e Los limites de deteccién menores han sido proporcionados por las técnicas de HPLC-
ICP-MS y HG-AFS, llegando en ambos casos a valores de 0,1 pg/kg.

e Se han determinado mayores concentraciones de iAs en arroz integral que en arroz
blanco, y se han superado los limites establecidos en la normativa europea (0,25
mg/kg) en arroz integral procedente de China y Bangladés. Asimismo, el salvado de
arroz también ha superado los limites establecidos y ha presentado mayor
concentracion de iAs que el arroz integral. Por otro lado, también se ha observado que
tanto el arroz cocido como las obleas de arroz han presentado concentraciones de iAs
superiores a las determinadas en arroz blanco, aunque en estos casos no se han
superado los limites contemplados en la normativa europea.

e El arroz destinado a alimentos para nifios de corta edad ha mostrado cantidades
significativas de iAs, superando los limites establecidos en la normativa europea (0,10
mg/kg) en arroz infantil procedente de China, EEUU, Reino Unido y Espafa, siendo
este Ultimo el que presenta los niveles mas bajos.

e Se ha observado que el arroz blanco e integral procedente de Europa no supera los
limites maximos de arsénico inorganico establecidos en la normativa europea, 0,20
mg/kg y 0,25 mg/kg, respectivamente.

e Latécnica ICP-MS ha sido la mas utilizada para la determinacion de arsénico en arroz
frente a otras técnicas espectrométricas, sin embargo, la técnica HG-AFS ha
proporcionado excelentes resultados mostrando también una elevada sensibilidad a

menor coste econdémico.
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