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INTRODUCCION

La contaminacion ambiental constituye uno de los problemas mas criticos a resolver
por la humanidad; la presencia de agentes fisicos, quimicos y/o biolégicos en el
agua, aire y suelo continta incrementandose proporcionalmente con el aumento de
la poblacion humana. Esto ha ocasionado que muchos de los alimentos que
consumimos se encuentren contaminados provocando las enfermedades

transmitidas por alimentos.

Las enfermedades provocadas por alimentos contaminados constituyen un
importante problema sanitario, quizas el mas difundido en mundo actual. Para
octubre de 2016, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2016) estimaba que
cada afio enferman en el mundo unos 600 milones de personas
(aproximadamente1 de cada 10 habitantes), por ingerir alimentos contaminados y

que 420 000 mueren por esta misma causa.

Las enfermedades transmitidas por los alimentos son generalmente de caracter
infeccioso o toxico y son causadas en forma intencional o inadvertidamente durante
las etapas de produccion, elaboracion, almacenamiento, distribucién y consumo,
por bacterias, virus, parasitos o sustancias quimicas que penetran en el organismo
a traves del agua o los alimentos contaminados, los cuales pueden ocasionar dafios
a los organismos que los consumen.

Un tipo de contaminante quimico lo constituyen los metales pesados, los cuales no
se degradan ni quimica ni biolégicamente, por lo que tienden a acumularse y pueden
ser absorbidos por las plantas y asi incorporarse a la cadena tréfica a través de los
alimentos.

Es por lo que estas sustancias han sido objeto de investigacion desde hace varias
décadas en diversos paises como un compromiso de salud publica. Se ha
estudiado, por ejemplo, las causas de la acumulacion de estas sustancias y las

consecuencias a los consumidores.



Por lo anterior sefialado, se ha propuesto realizar una primera investigacion que
tiene como objetivo fundamental documentar la concentracion de metales y
metaloides pesados en arroz procesado en la provincia de Chiriqui, empleando la
técnica de analisis mas recomendada por sus caracteristicas analiticas: Plasma
Acoplado Inductivamente con detector masa.

Los primeros capitulos documentan los antecedentes de la investigacién, sefialando
los diferentes estudios relacionados con los hallazgos a nivel mundial en relacién
con los metales pesados en arroz. Posteriormente se presentan las propiedades
toxicolégicas de los metales pesados y del arsénico, asi como las caracteristicas
del cultivo de arroz en Panama. Finalmente se sustentan los aspectos
metodolégicos de la investigacion y se presentan y analizan los resultados

obtenidos, para culminar con las conclusiones y recomendaciones



RESUMEN

El arroz, Oryza sativa, uno de los principales alimentos en el nivel mundial, es
considerado como fuente importante de elementos esenciales. Sin embargo,
también puede presentar contaminacion por metales pesados. En Panama, la dieta
se fundamenta principalmente en la ingesta de arroz, reportandose en el 2016 un
consumo anual de 64,1 kilogramos de arroz por habitante y no se evidencian
estudios que determinen la posible presencia de metales pesados en este cereal,
sustancias a las cuales se le han atribuido un sinndmero de trastornos y
enfermedades al ser humano. Por lo anterior, se realiz6 la investigacion a fin de
determinar los niveles de concentracion de metales y metaloides pesados en el
arroz procesado en la provincia de Chiriqui, mediante Plasma Acoplado
Inductivamente con Detector de Masa. Los resultados obtenidos con el material de
referencia IRMM-804 indican que los analisis deben adecuarse para que cumplan
con criterios de precision y exactitud. De los elementos analizados (As, Cd, Cr, Cu
y Pb), sélo el 7,5% de las muestras excedieron los limites maximos permitidos para
el plomo. En el caso del cobre, se encontraron valores que oscilan entre 1639 y
2657 ug.Kg' en arroces importados y nacionales, respectivamente. Ademas, se
obtuvo diferencia en el contenido de arsénico, cobre y cadmio al comparar las
medianas de los arroces importados y nacionales. Adicionalmente, se encontré que
las especies predominantes de arsénico son las inorganicas para todos los arroces.
Se concluye que es necesario continuar documentando la determinacién del
contenido de metales pesados y especies en alimentos de consumo masivo, a fin
de garantizar la inocuidad de los alimentos consumidos por la poblacién panamefa.



CAPITULO 1
ASPECTOS GENERALES



1. ASPECTOS GENERALES

1.1. Antecedentes del Problema
El término de metal pesado refiere a cualquier elemento quimico metalico que tenga
una relativa alta densidad y sea toxico o venenoso en concentraciones incluso muy
bajas. Ejemplos de metales pesados o algunos metaloides, incluyen al mercurio
(Hg), cadmio (Cd), arsénico (As), cromo (Cr), talio (Tl), y plomo (Pb), entre otros
(Lucho, Alvarez, Beltran, Prieto, & Poggi, 2005).

Los metales son quizas las sustancias toxicas mas antiguas que haya conocido el
ser humano. La toxicidad de algunos de ellos, tal como plomo y arsénico ha sido
conocida y documentada desde hace muchos afios, a diferencia de otros metales
como al cadmio y talio cuya toxicidad ha sido reconocida mas recientemente. La
habilidad de algunos animales silvestres para acumular y concentrar metales
pesados tales como, el cadmio, incrementan el riesgo de toxicidad sobre la cadena
alimentaria, siendo la dieta una de las principales vias de exposicion a metales
(Nava & Méndez, 2011).

Estos elementos toxicos estan presentes de forma natural en los suelos, pero en los
ultimos afios las actividades antropogénicas y la deposicion de residuos téxicos de

todo tipo ha contribuido a su acumulacion.

Metales y metaloides como el Pb, Hg, Cd, Se, Cr y As son muy dafinos para la
salud humana y para la mayoria de los organismos vivos. Son elementos no
degradables, ni quimica ni biolégicamente, por lo que terminan acumulandose en
los suelos y otras matrices ambientales como aire y agua. Si ademas se filtran a las
aguas subterraneas, su control se hace muy dificil y acaban entrando en la cadena
alimentaria sea a través del agua de consumo o a través de los cultivos en suelos
agricolas contaminados, suponiendo un riesgo potencial para la salud (Llugany,
Tolra, Poschnrieder, & Barceld, 2007).
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Los metales pesados son peligrosos porque tienden a bioacumularse en diferentes
cultivos. La bioacumulacién significa un aumento en la concentracién de un producto
quimico en un organismo vivo en un cierto plazo de tiempo, comparada a la
concentracion de dicho producto quimico en el ambiente (Méndez ef al., 2009). En
un pequefio grado se pueden incorporar a organismos vivos (plantas y animales)
por los alimentos, por medio del agua y el aire como medios de translocacion y
dependiendo de su movilidad en dichos medios (Delince et al, 2015 & Lucho-
Constantino et al., 2005).

Dentro de las plantas donde se bioacumulan metales pesados se encuentra el arroz,
el cereal mas importante para el consumo humano y el alimento basico para mas
de la mitad de la poblacién mundial, lo que puede resultar un peligro potencial para
el consumidor causando un profundo impacto en la poblacién (Delince et al., 2015).

Es por lo que, desde hace varias décadas se han venido realizando diversas

investigaciones asociadas a la acumulacion de metales y metaloides en arroz.

Asi, por ejemplo, OMS ha destinado esfuerzos para mitigar los dafios asociados a
intoxicacion por arsénico producto del consumo de arroz, ya que este metaloide se
presenta en mayor concentracion cuando se compara con otros alimentos
vegetales. Adicionalmente, en este grano se pueden presentar concentraciones de
As total y As inorganico muy superiores a la de los niveles maximos permitidos en
normativas reconocidas internacionalmente (Meharg et al., 2009; Zhu et al., 2008 &
Laparra et al., 2005). De hecho, Laparra et al., (2005), sefialan que la contaminacion
de arroz por arsénico se considera como un desastre en el Sudeste de Asia.

En Sri Lanka se han realizado estudios para estudiar la contaminacién de arroz
debido a algunos metaloides y metales pesados toxicos como el arsénico y cadmio
Kariyawasam et al., (2016), sefialan de varios casos de enfermedades humanas,
relacionadas con estas especies.
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Se reporta la enfermedad renal crénica de etiologia desconocida (CKDu),
caracterizada por el mal funcionamiento y la malformacién de los 6rganos debido a
la toxicidad de metales, por lo cual el estudio de los valores nutricionales y

contenidos de metales pesados es un tema importante.

Ademas, en Bangladesh se ha encontrado que el arroz puede contribuir con
alrededor del 95% de arsénico, con respecto a las ingestas dietéticas de arsénico
de las muestras de alimentos. Algunos estudios han concluido ademas que los
bebés y los jovenes generalmente tienen una mayor exposicion al arsénico a través
del arroz en base a su masa corporal, en comparacion con los adultos (Meharg et
al., 2008; en Bhattachrya, 2012).

La contaminacion por arsénico ha sido ampliamente documentada. Se ha
encontrado que las especies arsenicales que pueden estar presentes en el arroz
son el acido dimetil arsénico (DMA), el acido monometil arsénico (MMA); el
arseniato y el arsenito, evidenciandose que la concentracion de estas especies varia
considerablemente dependiendo del pais de origen (Torres, 2011).

En Espafa se ha encontrado que el MMA aparece en bajas concentraciones, no
detectandose en la mayoria de los arroces analizados, sin embargo, las
concentraciones de As inorganico en arroz son elevadas (Torres, 2011); similar
comportamiento se ha encontrado en paises como Brasil, Argentina y en otros de
Asia (Bundschuh et al., 2012). En contraste, en los Estados Unidos se ha
encontrado que los niveles superiores corresponden al DMA y al arsenito (Zavala et
al., 2008).

Torres (2011) y Bundschuh et al., (2012) sefialan que en el nivel global se han
descrito zonas en la que la poblacién esta sometida a una exposicion crénica a
elevadas concentraciones de As inorganico, siendo los paises mas afectados
Argentina, Chile, China, Bangladesh e India. También Laparra et al., (2005) reportan
valores de arsénico en arroz en intervalos de 0,29 a 0,41 pg.g' en muestras

comercializadas en Valencia, Espafia.
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Aunado a lo anterior, Faria et al., (2011), indican que existe una gran preocupacion
sobre la contaminacion de Cd en la cadena alimentaria ya que este metal pesado
alcanza concentraciones considerablemente mayores en los cultivos que los otros

metales y metaloides pesados: As, Cu, Cr, Hg, Ni, Pby Zn.

Generalmente, la contaminacién debido al cadmio en el arroz se presenta en areas
irrigadas por aguas residuales de minas. La contaminacién con cadmio en campos
de arroz también puede resultar de la aplicacion de fertilizantes de fosfato ricos en
Cd. En Asia, los sistemas de cultivo de arroz irrigados proporcionan granos de arroz
como alimento para unos 2 000 000 de personas, lo que representa una ingesta
diaria de 20-40 ug de Cd, lo cual ha conducido a mineralizacion 6sea (conocida
como osteomalacia), en la poblacion expuesta (Sebastian & Prasad, 2014).

Por ejemplo, en Japén, Uraguchi & Fujiwara (2012), detallan una importante fuente
de cadmio proveniente del consumo derivado de la contaminacion y acumulacion
en los suelos empleados para el cultivo, provocando problemas agricolas mas
graves.

También existen problemas de toxicidad por cadmio en poblaciones de paises como
China y Tailandia. De hecho, se ha documentado que las concentraciones de Cd en
arroces japoneses han sido constantemente mas altas en comparacion con las de
otros paises, no obstante, los valores son muy inferiores al limite establecido por la
Comision del Codex Alimentarius (0,4 mg.kg™).

También se ha indicado que, en Estados Unidos, el aumento del consumo de arroz
y otros cereales contribuye al reciente aumento de la ingesta de Cd en la dieta (Egan
etal., 2007, en Uraguchi & Fujiwara, 2012). Igualmente, en algunas zonas de China
y Tailandia, se inform6 sobre produccion de arroz altamente contaminado con Cd,
asociado posiblemente con disfunciones renales entre las poblaciones (Arroyo et
al., 2013).
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Otro ejemplo de la contaminacion de metales pesados en alimentos es el reportado
por Li et al, (2010), los cuales sefialan que el monometilmercurio (MeHg) es
considerada la forma mas téxica del mercurio a causa de su biomagnificacién en la
cadena alimentaria y su efecto neurotéxico. Los autores sefialan que el cultivo de
arroz en Guizhou, China en las zonas mineras abandonadas presentaron valores
de esta especie mercurica entre 1,6 a 1774 mg.kg™, lo que confirma que el arroz

es una importante via de exposicion MeHg en esta region.

Asociado a lo anterior, en Rio Grande, Brasil, un estudio sobre la concentracion de
metales como: plomo, cromo y cadmio en granos de arroz vendidos en
establecimientos comerciales se encontraban dentro de los limites permitidos por la
legislacion de ese pais (Lima, Hoehne & Meurer, 2015).

En forma similar, en el municipio de Paulina, Brasil, se evalu¢ la capacidad de
translocaciéon de metales pesados del suelo para los granos de soja y arroz,
encontrandose que los niveles de cadmio y cobre en el grano contenian niveles
adecuados para ambos cultivos.

Adicionalmente, el estudio concluyé que las plantas de arroz restringen la
transferencia de Cd, Pb y Cu del suelo al grano, lo que no ocurre con Mn y Zn (Silva,
Vitti, & Trevizam, 2007).

1.2. Situacién Actual en Panama

1.2.1. Produccién e importacion de arroz en Panama

1.2.1.1. Produccion de arroz a nivel internacional y nacional
Segun lo documentado por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion (FAO), la produccion mundial de arroz en 2016 totalizé 751,9 millones
de toneladas, 1,6 % por encima de lo reportado en el 2015 (FAO, 2017).

Para ese afio, la mayor produccién, se concentr6 en el continente asiatico, y como
se evidencia en la figura 1, China (209 503 037 de toneladas), India (158 756 871
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de toneladas) e Indonesia (77 297 509 de toneladas), proporcionan mas de la mitad
del arroz mundial. Por su parte, en América, Brasil es el primer productor (FAO,
2017).
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Figura 1: Paises con mayor produccién de arroz para el 2017. |
Tomado de: FAQ, 2017.

En el caso de la produccién de arroz en Panama, la figura 2 presenta el
comportamiento del rubro en los dltimos 6 afios, donde se observa una reduccion
del 5% en la produccién de arroz a nivel nacional en los periodos 2012-2013 y 2014-
2015, originado principalmente por las condiciones climaticas que afectaron las
areas en los dos ciclos de cultivo (primera y segunda siembra) y adicionalmente por
la merma en los campos de cultivo originados e incertidumbre en la compra por
parte de los molinos (Ministerio de Desarrollo Agropecuario, 2017).
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Para el ciclo agricola 2016-2017, el comportamiento fue diferente: la produccion de
arroz aumenté un 22 %, con mas de 6,9 millones de quintales de arroz obtenidos
en 66 000 de hectareas cultivadas, segun lo informado por el Ministerio de
Desarrollo Agropecuario de Panama (MIDA, 2017).

La distribucion de la produccion de arroz para este ciclo se muestra en la figura 3,
donde se aprecia que, para este afio, la provincia de Chiriqui continué siendo la
principal productora de arroz del pais con 1 727 489 de quintales, cerca de un tercio
de la produccién nacional.

16



("‘"’:"’“‘o m o G vala
Bocas del T Colon

Panama Mg sgand

Panama _j—-) Wargands
: 22% :
L y VR Embe)
o d L—‘ 0-14% Wounaan
T ...} Veragaas 15%

28% 17%—',[

i ¢
[J Lm&ﬁ—“ﬁ%

2%

Figura 3: Distribucion de la produccién de arroz por provincia durante el 2016
Tomado de: MIDA, 2017

1.2.2. Importacion de arroz en Panama
El consumo de arroz en Panama (64,1 Kg/habitante para el 2016), esta por encima
del promedio latinoamericano. Cerca de 1 700 agricultores cultivan entre 65 000 a
70 000 hectareas por afio (MIDA, 2017 & lICA, 2009). En consecuencia, tal como lo
senala el Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura (IICA, 2009),
su produccion tiene una gran importancia a nivel social, politico, econémico y sobre

todo, en lo relacionado con la seguridad alimentaria del pais.

En principio, la produccién nacional deberia suplir las necesidades del consumo
doméstico de arroz. Sin embargo, enfermedades (especialmente la de un acaro que
afectd la produccion a partir de 2004), alternativas de cultivos de mayor margen,
oportunidades en el sector servicios, entre otros, ha reducido la superficie sembrada
y por consiguiente, la produccién total. Debido a estas razones, se hizo necesario
aprobar la importacién de contingentes extraordinarios para cubrir los déficits
(MIDA, 2017).

Con la adhesion de la Republica de Panama a la Organizacion Mundial del

Comercio, (OMC) por medio de la Ley N° 23 del 15 de julio de 1997, el pais se
integra de lleno al proceso de la globalizacion econémica (IICA, 2009).
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El cultivo de arroz y el marco para sus relaciones comerciales afines se ejecutan de
acuerdo con este régimen desde la entrada de Panama a la OMC. El abastecimiento
de arroz a la poblacién se suple con la produccién local y el faltante mediante
importaciones amparadas en contingentes ordinarios y, cuando la necesidad lo

impone, por medio de contingentes extraordinarios (lICA, 2009).

Como se muestra en el cuadro 1, a partir de 2005 se inicié la importaciéon de arroz,
la cual vari6 mucho de afio en afio debido a las condiciones variantes de cosecha
(enfermedades, principalmente). Esta situacion, como manifiesta Saenz (2014),
encierra un potencial de oportunidad de mayor produccion compitiendo para
sustituir las importaciones con arroz panamefo.

Cuadro 1: Importacion de arroz en Panama por afio (2005-2012)

Ano Importacion
(ton métricas)
2005 66 063
2006 43674
2007 73 328
2008 96 535
2009 17 417
2010 103 624
2011 57 193
2012 46 279

Adaptado de Saenz, 2014.

Ademas, segun datos reportados por el Ministerio de Desarrollo Agropecuario, para
el 2016 se importo un total de 1 300 000 quintales de arroz en nuestro pais.

1.2.3. Planteamiento del Problema
Debido a que la absorcion de metales pesados por las plantas es generalmente el
primer paso del ingreso de éstos en la cadena alimentaria, este tema en nuestro

18



pais es importante al igual que en otros paises en vias de desarrollo en donde este
grano representa hasta el 70% de su principal fuente de energia diaria.

A pesar que el arroz representa el alimento principal en la dieta del panamefio, que
se ha incrementado la importacion de arroz de otros paises y que existe la
posibilidad de contaminacion de metales y metaloides pesados que ocasionan
efectos adversos a la salud, no se encuentran evidencias de estudios realizados en
Panama con relacién a la determinacion de los niveles de concentracién de estas
sustancias en el arroz consumido por la poblacion. Por consiguiente, es imperante
realizar estos analisis debido a lo indicado y a que el arroz consumido en nuestro
pais es una mezcla del arroz nacional e importado.

Lo anterior sefialado nos conduce a plantear como pregunta:

¢Cuales son las concentraciones de metales y metaloides pesados (As, Cu,
Cr, Cd y Pb), en muestras de arroz procesadas en la provincia de Chiriqui por
tipo de arroz?

1.3. Hipotesis
Ho= Las muestras de arroz procesadas en la provincia de Chiriqui no contienen

metales y metaloides pesados en cantidades superiores a las permitidas por la OMS
y la Union Europea.

H1= Las muestras de arroz procesadas en la provincia de Chiriqui contienen metales
y metaloides pesados en cantidades superiores a las permitidas por la OMS y la
Union Europea.

Ho= Los arroces importados y nacionales, procesadas en la provincia de Chiriqui no
presentan diferencia estadisticamente significativa en contenido de metales y
metaloides pesados.

Hi= Los arroces importados y nacionales, procesadas en la provincia de Chiriqui
difieren estadisticamente en contenido de metales y metaloides pesados.
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1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivo General
Determinar los niveles de concentracion de metaloides y metales pesados (As, Cr,
Cu, Cd y Pb) en el arroz procesado en la provincia de Chiriqui.

1.4.2. Objetivos Especificos
e Establecer una estrategia de muestreo del arroz procesado en la provincia

de Chiriqui.

e Cuantificar los niveles de concentracion de metales y metaloides pesados
(As, Cr, Cu, Cd y Pb), en muestras de arroz procesadas en la provincia de
Chiriqui, empleando ICP-MS.

e Determinar los niveles de concentracion del arsénico inorganico (As3* y As5*)
y organico (MMA y DMA) en el arroz procesado en la provincia de Chiriqui,
empleando la técnica de especiacion HPLC-ICP-MS.

e Comparar los valores obtenidos en los andlisis, con las normativas
establecidas por la Organizacion Mundial de la Salud y la Unién Europea y

segun procedencia.

1.5. Justificacion

La contaminaciéon por metales pesados sigue siendo el objetivo de numerosos
estudios ambientales y en temas de seguridad alimentaria, atrae la atencion en todo
el mundo. Esto se atribuye a la falta de biodegradabilidad y la persistencia de los
metales pesados en los suelos. El arroz al igual que otros alimentos representa una
importante fuente de toxicidad en la poblacién mundial, ya que sustancias quimicas
nocivas pueden ser incorporadas de manera intencional o inadvertidamente durante
las etapas de produccion, elaboracién, almacenamiento, distribuciéon y posterior
consumo. Por ello este cereal ha sido objeto de interés cientifico en los Gltimos arfios,
pues es alarmante las concentraciones de metales pesados presentes reportadas
en multiples investigaciones internacionales.
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En este sentido, esta investigacion pretende encontrar los primeros datos de la
concentracion de metales pesados en el arroz procesado en la provincia de Chiriqui,
toda vez que la Politica Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion (SENACYT),
de Panama y el Plan Nacional para el periodo 2015-2019 establece como prioridad
fomentar la investigacion de los sistemas de produccién actuales, con miras a

garantizar entre otros aspectos la seguridad alimentaria.

1.6. Delimitacién, Alcance o Cobertura
La investigacion se realizé en la provincia de Chiriqui, con 6 de los 7 molinos en
produccion, los cuales se localizan en los distritos de Alanje, David y Remedios,
segun lo detallado en el cuadro 2.

Cuadro 2: Distribucién de los Molinos de arroz en la
provincia de Chiriqui en el 2016
Distrito Molino

Alanje Molino Abrego
Molino Don Clemente

David Molino Lezcano
Procesadora de Granos Chiricanos
Agrosilos S. A.

Remedios La Hermosa S. A.

La etapa de muestreo en los molinos se dio entre los meses de octubre-diciembre
de 2016 como se describe en apartados posteriores.

1.7. Limitaciones
Las principales limitaciones para la realizacion de la investigacién fueron las

siguientes:
e Panama solamente cuenta con un laboratorio certificado equipado con ICP-
MS, siendo esta tnica opcién no accesible para realizar los analisis requeridos

para esta investigacion, debido a los altos costos en los analisis, razén por la
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cual se requeria realizar los andlisis en el exterior, aprovechando el convenio
Universidad Auténoma de Chiriqui- Universidad de Huelva.

e No todos los elementos analizados mediante ICP-MS mostraron veracidad
analitica para el material de referencia, por lo que Unicamente se reportaron los

resultados para los 5 elementos antes sefalados.

e Se trabajo con el material de referencia existente en el laboratorio donde se
efectuaron las mediciones, a pesar que las concentraciones del mismo

resultaron diferentes a la de las muestras de arroz analizadas.

e Unicamente se realizé la especiacién del arsénico debido a que para los
demas elementos no se contaba con los reactivos requeridos para la
especiacion.
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CAPITULO 2
MARCO TEORICO
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2. MARCO TEORICO
2.1. Caracteristicas del arroz

El arroz es una planta monocotiledénea que pertenece a la familia de las
Gramineas, a la sub-familia de las Panicoideas y a la tribu Oryzae. El nombre
cientifico es Oryza sativa. Es una graminea domesticada con un periodo vegetativo
de 130 a 150 dias de vida. Constituye la base principal de alimentos a nivel de 15
paises paises asiaticos y latinoamericanos, siendo el arroz pilado el mas
consumido.

El arroz pilado o endospermo es aquel al cual se le han retirado la cascara y cuticula
y se han desprendido los embriones, es de color blanco perlado o cristalino. Este
grano pude clasificarse de acuerdo con la calidad del mismo, asi por ejemplo en
nuestro pais la norma de la Comisiéon Panamefia de Normas Industriales y Técnicas
(COPANIT) 75-2002, establece tres clases de arroz: especial, de primera y de
segunda (Ministerio de Comercio e Industrias, 2002). Las caracteristicas de cada
clase se muestran a continuacién en el cuadro 3.

Cuadro 3: Caracteristicas de las diferentes clases de arroz en Panama

indices de molineria (limites en %) Defectos de calidad (limites maximos en %) Semillas
Total de objetables y
Totalde  Granos granos Granos  Granos granos en
Clases  quebrados quebrados Arocillo  dafiados Granosrojos amarillos — yesosos cascaraen 100 g
Especial (1) 55 5 0.5 0.5 0.5 1 3 2u
Primera 30 25 5 2 1 5 5 4u
Segunda 45 30 15 5 ki 100 100 Bu

(1) Para el arroz especial sélo se aceptan arroces de grano largo y extralargo.

Los granos dafiados incluyen dafios por hongos, por calor (no amarillos), por insectos, por
roedores, por humedad o por cualquier otro dafic que haya alterado la apariencia normal del
grano.

u= unidades.

Tomado de: Ministerio de Comercio e Industrias (2002).

El arroz pilado representa, ademas, aproximadamente entre el 68 y 71% del peso
original del arroz en cascara. Es un cereal formado por multiples componentes:

carbohidratos, proteinas, grasas, fibra y minerales. Los carbohidratos son los
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componentes mayoritarios del arroz, constituyendo un 77% en peso, siendo
predominante el almidén. Contiene ademas un pequefio porcentaje de celulosa,
hemicelulosa y lignina. Entre las proteinas, podria sefialarse |la albumina y globulina,
con un promedio entre 7-9%. Otros componentes, como las grasas y el agua pueden
suponer un 2 y 12%, respectivamente; mientras que los minerales (fosforo y
potasio), vitaminas (B1, B2 y niacina), compuestos fendlicos y tocoferoles con

funciones antioxidantes se encuentran presentes (Torres, 2011).

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAQ), el arroz proporciona el 20% del suministro de energia alimentaria del mundo
(FAO, 2004).

Este cereal, sin embargo, contiene también elementos traza toxicos entre los cuales
As, Pb y Cd han sido los mas estudiados (Torres, 2011). Por lo cual, en las ultimas
décadas ha habido especial interés en realizar investigaciones sobre el contenido
de estos metales en los alimentos comercializados; encontrandose por ejemplo que
las concentraciones de As total en el arroz superaban las reportadas en otros

productos de origen vegetal (Zhu ef al., 2008).

2.2. Propiedades fisicoquimicas y origen de los elementos estudiados
2.2.1. Arsénico
El arsénico es un elemento del grupo VA, con numero atémico 33 y como sefiala la
Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades (ATSDR) (2007),
ha sido clasificado quimicamente como un metaloide, con propiedades tanto de
metal como de elemento no metalico; sin embargo, se le refiere frecuentemente
como un metal. El arsénico elemental (llamado también arsénico metalico) es un

material sélido de color gris acero.

Este metaloide es un elemento ubicuo, encontrado en el medio ambiente.
Comunmente se presenta en los estados pentavalentes (As*®) y trivalente (As*3)
(Banu et al., 2001). Dentro de sus caracteristicas puede sefialarse que es insipido,
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incoloro e inodoro, ocupa el lugar 20 en abundancia en la corteza terrestre, el 14 en

el agua de mar y el 12 en el cuerpo humano (Mandal &Suzuki 2002).

Al ser el arsénico un elemento ampliamente distribuido, generalmente se encuentra
combinado con otros elementos como por ejemplo oxigeno, cloro y azufre. El
arsénico combinado con estos elementos se conoce como arsénico inorganico. El
arsénico combinado con carbono e hidrégeno se conoce como arsénico organico
(ATSDR, 2007).

El arsénico ocurre naturalmente en mas de 200 formas minerales diferentes, de las
cuales alrededor del 60% son arseniatos, 20% son sulfuros y sulfosales, y el 20%
restante son arseniuros, arsenitos, 6xidos, silicatos y arsénico elemental.

La fuente de arsénico es principalmente de origen litolégico, pero las actividades
antropogénicas como la mineria, la quema de combustibles fésiles y el uso de
pesticidas también causan contaminacién por arsénico (Bhattacharya, 2012). Esta
sustancia toxica y puede contaminar: suelo, agua, aire y plantas, es decir, todos los
compartimentos del ecosistema y el medio ambiente, y en ultima instancia afecta la
salud y el bienestar de humanos (Bundschuh et al., 2012).

2.2.2. Cadmio
Es un metal pesado, blanco o blanco azulado, que forma parte del grupo IIB de la
tabla periédica y relativamente abundante (Sebastian & Prasad, 2014 & Nava &
Méndez, 2011). |

El cadmio es un elemento no esencial y todos sus compuestos son considerados
altamente toxicos para el ser humano (Sebastian & Prasad, 2014; Nava & Méndez,
2011 & Oliveira et al., 2005).

Este elemento, con nimero atémico 48, se encuentra en tres estados de oxidacion:
Cu?, Cd*'y Cd*?, y como sefialan Nava & Méndez (2011), la forma iénica del cadmio
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(Cd*?) esta usualmente combinada con formas de 6xido (CdQ2), cloruro (CdCl) o
en forma de sulfuros (CdS).

Este aspecto es sefialado también por Garcia & Cruz (2012), los cuales sefialan
que, por lo general, el cadmio es un elemento raro en la litosfera, y de hecho no se
encuentra en el ambiente como un metal puro, es mas abundante en la naturaleza
en forma de oOxidos complejos, sulfuros y carbonatos, en minerales de zinc
principalmente, asi como también con plomo y cobre.

La presencia de este metal en la atmésfera puede deberse a vias naturales y
antropogénicas. Estas ultimas incluyen emisiones industriales; asi como, la

aplicacion de fertilizantes y aguas negras en sembradios (Nava & Méndez, 2011).

Sobre la contaminacion antropogénica, Nordberg et al., (2001) indican que dicho
metal se acumula en el ambiente como resultado de las actividades industriales que
involucran la fabricacion de baterias niquel-cadmio, la quema de combustibles
fésiles, la generacion de polvos por el proceso de fabricacion de cemento y
fertilizantes fosfatados, asi como también en pigmentos empleados para crear
tintes, pinturas, plasticos y ceramica.

2.2.3. Cobre
El cobre es el primer elemento del Grupo IB de la tabla periédica, con nimero
atomico 29 y muestra cuatro estados de oxidacion: Cu®, Cu*', Cu*2 y Cu*3 y en
conjunto con la plata y el oro, se clasifica como un metal noble y, como ellos, se
puede encontrar en la naturaleza en la forma elemental. De hecho, es un metal
rojizo que se encuentra naturalmente en las rocas, el suelo, el agua, los sedimentos
Yy, en niveles bajos, en el aire. Este metal es un oligoelemento esencial tanto en
humanos como en animales y plantas. Como metal de transicion, es un cofactor de

muchas enzimas redox.

27



Durante siglos, debido a sus propiedades fisicas y quimicas, el hombre lo ha
utilizado para producir aleaciones de cobre, incluidos latén y bronce, convirtiéndose
en uno de los metales mas importantes (Tirado et al., 2015). Estas propiedades
incluyen su alta conductividad térmica, alta conductividad eléctrica, maleabilidad,
baja corrosion, capacidad de aleaciéon y apariencia agradable (Jolly & Edelstein,
1987 en ATSDR, 2004 & WHO, 2011).

El cobre se utiliza para hacer alambrado eléctrico, tuberias, valvulas, accesorios,
monedas, utensilios de cocina y materiales de construcciéon. Esta presente en
municiones, aleaciones (bronce) y revestimientos. Los compuestos de cobre se
emplean como fungicidas, plaguicidas, insecticidas y conservantes de la madera y
en la galvanoplastia, la fabricaciéon de colorantes azoicos, el grabado, la litografia,
la refinacion de petréleo y la pirotecnia. Ademas, los compuestos de cobre se
pueden agregar a los fertilizantes y alimentos para animales como un nutriente para
apoyar el crecimiento de plantas y animales (WHO, 2011 & ATSDR, 2004).

La exposicion de los seres humanos al cobre se debe principalmente al consumo
de alimentos y agua potable, la ingesta de cobre en relacién con los alimentos y el
agua dependera de la ubicacion geografica (Tirado, Gonzalez, Martinez, Wilches, &
Celedon, 2015).

2.2.4. Cromo
El cromo es un elemento sélido, gris, inodoro, con un brillo metalico, duro y
quebradizo. Pertenece al grupo VI B de la tabla peridédica, con numero atémico 24
y tiene un peso atémico de 51,9961 uma (Achmad & Auerkari, 2017, Miloc &
Jiménez, 2014 & Cuberos, Rodriguez & Prieto, 2009).

El cromo se encuentra en tres estados de oxidacién: Cr%, Cr*3y Cr*6. De estos tres,

en solucion se presentan en dos formas comunes, Cr*? relativamente mas seguro y
Cr*® mas toxico, y particularmente este Gltimo no es biocompatible con el ser
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humano (Achmad & Auerkari, 2017, Miloc & Jiménez, 2010, Cuberos, Rodriguez &
Prieto, 2009 & Guertin, 2004). Al respecto, Cuberos, Rodriguez & Prieto (2009),
sefialan que el cromo es un oligoelemento presente en el organismo en forma
trivalente, indispensable en el metabolismo de la glucosa, colesterol, acidos grasos
e, involucrado en otros multiples procesos biolégicos (Cuberos, Rodriguez & Prieto,
2009).

Debido a su resistencia a la corrosion, el cromo (0), también denominado cromo
metalico, se usa en la fabricacién de acero, mientras que el cromo (Cr*3) y (Cr*6) se
utilizan en el cromado, en colorantes y pigmentos, en curtido del cuero y en la
preservacion de la madera y, en cantidades pequefas, en barrenas para la
extraccion de petrdleo, inhibidores de corrosion, en la industria textil y en el téner
para copiadoras (Miloc & Jiménez, 2014, Molina, Aguilar & Cordovez, 2010 &
Cuberos, Rodriguez & Prieto, 2009).

El cromo hexavalente (Cr*6) y el cromo (Cr) son formas producidas normalmente
por procesos industriales, mientras que las formas trivalentes predominan en
organismos vivos. El cromo trivalente (Cr*®) es un elemento residual necesario para
mantener un buen estado de salud, ya que ayuda al cuerpo a utilizar el azucar, la
grasa y las proteinas (Miloc & Jiménez, 2014, Molina, Aguilar & Cordovez, 2010 &
Cuberos, Rodriguez & Prieto, 2009).

El cromo, como lo sefialan ATSDR (2012) & Molina et al., (2010), es un elemento
natural que se encuentra en rocas, animales, plantas y suelo, donde existe en
combinacién con otros elementos para formar diversos compuestos. El cromo se
puede encontrar en el aire, el suelo y el agua después de la liberacion de las
industrias que usan este mineral. También se puede liberar al medio ambiente por

la quema de gas natural, petréleo o carbén.
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2.2.5. Plomo

El plomo es un elemento natural que se encuentra en el grupo IV A de la tabla
periédica, con numero atdmico 82, es de color gris-azulado y se encuentra
usualmente cdrnbinado con dos 0 mas elementos para formar compuestos de plomo
(Arroyo et al., 2013; Nava & Méndez, 2011). Sus propiedades incluyen: un bajo
punto de fusion, alta densidad, facilidad de fundicién, baja resistencia, maleabilidad,
facilidad de fabricacién, resistencia a los acidos, y resistencia a la corrosion
(Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente, 2010 & Abadin et al.,
2007).

Ferrer (2013) & Abadin et al., (2007), indican que, por sus propiedades, ha sido
clasificado como un metal pesado, blando y muy difundido en la corteza terrestre.
Se encuentra en la naturaleza como mezcla de 3 is6topos (206Pb, 207Pb y 208Pb). Su
forma mas abundante es el sulfuro de plomo (PbS), formando las menas de galena.
Con frecuencia esta asociado a otros metales, como plata, cobre, cinc, hierro y
antimonio. Forma compuestos organicos con niumero de oxidacion +2 y +3, como
acetatos, tetraetilos y tetrametilos e inorganicos, como nitratos, arseniatos,
carbonatos, cloruros, 6xidos y silicatos.

Por su bajo punto de fusién fue uno de los primeros metales empleados por el
hombre y su intoxicacién cronica, el saturnismo (definida como la acumulacion de
plomo en el organismo humano), se conoce desde la antigliedad. La principal fuente
ambiental de plomo fue la gasolina, adicionalmente la exposicién al plomo en medio
industrial se produce en actividades de mineria, fundiciones, fabricaciéon y empleo
de pinturas, baterias, tuberias, plaguicidas, envases con soldaduras de plomo,
vajillas y ceramicas; actividades que también ocasionan su presencia como
contaminante en el ambiente (Londofio, Londofio & Mufioz, 2016, Ferrer, 2013,
Abadin et al., 2007 & National Institutes of Health, 2005).
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En este sentido, Arroyo et al., (2013), infieren que el plomo es uno de los metales
ubicuo mejor conocido por los humanos, es detectable en practicamente todas las

matrices ambientales y los sistemas biolégicos.

Sefialan ademas que la principal via de exposicion para la poblacién general es por
la ingesta de alimentos y a través del aire por inhalacion. Al respecto, Méndez et al.,
(2009) sefnalan que su presencia en el ambiente se debe principalmente a las
actividades antropogénicas como la industria, la mineria y la fundicién. En los suelos
contaminados con plomo se suele encontrar también cadmio y zinc por afinidad
geoquimica entre sus propiedades y caracteristicas metalicas algo similar a lo que

ocurre para la triada de Fe-Ni-Co.

2.3. Aspectos toxicolégicos de los elementos estudiados

Los elementos metalicos y metaloides son componentes intrinsecos del ambiente.
En general constituyen una clase importante de sustancias toéxicas que se
encuentran en numerosas circunstancias laborales y ambientales. El impacto de
estos agentes toxicos en la salud humana es actualmente un area de gran interés
debido a la ubicuidad de la exposicion. Su uso creciente en la industria y en nuestra
vida cotidiana, ha suscitado que los problemas derivados de la contaminacién por
metales toxicos del medio ambiente hayan asumido dimensiones serias (Reyes et
al., 2016).

Diversos estudios han evidenciado que en general, la toxicidad de los metales y
metaloides para los sistemas fisiolégicos de los mamiferos se debe a la reactividad
quimica de los iones con las proteinas estructurales celulares, las enzimas y el
sistema de membrana. Mahurpawar (2015), indica que los érganos mas
susceptibles a toxicidades metdlicas especificas son generalmente aquellos
organos que acumulan las concentraciones mas altas del metal in vivo. Esto a
menudo depende de la ruta de exposiciéon y del compuesto quimico del metal, es
decir, su estado de oxidacion, volatilidad, solubilidad en los lipidos, concentracion,
tipo de metal o metaloide, entre otros.
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2.3.1. Arsénico
Se ha determinado que la toxicidad del arsénico depende al igual que la de otros
elementos, del tipo de matriz donde se encuentra, la especie quimica presente,
estado de oxidacion, reactividad, solubilidad, capacidad para formar complejos
organometalicos e interaccion con factores individuales. Repetto & Camean (1995),
sefialan ademas que en estudios in vitro se pone de manifiesto la influencia del pH
gastrointestinal en la bioaccesibilidad del arsénico, esta entre un 10 y un 30% mas
soluble al pH gastrico que al intestinal, debido a que la solubilidad de los metales

aumenta con la acidez.

En relacion con los estados de oxidacion, se ha encontrado que el As* es
relativamente mas toxico que el As*® (Banu et al, 2001). Baba (2014), sefalan
ademas que las especies inorganicas son aparentemente mas toxicas que las
especies organicas.

Las especies solubles de As inorganico se absorben rapidamente en el tracto
gastrointestinal del ser humano y de la mayoria de los animales de laboratorio, y
puesto que se absorbe la mayor parte del As ingerido, los contenidos de As en orina
seran buenos indicadores de su absorcion por via oral (Repetto & Camean, 1995).

El arsénico es uno de los elementos mas téxicos conocidos por el hombre (Baba et
al., 2014 & Brinkel, Khan, & Kraemer, 2009). A su vez, Bhattacharya et al., (2012)
indican que el arsénico es un metaloide de gran preocupaciéon ambiental debido a
su toxicidad.

La Agencia Internacional de Investigacion del Cancer, (IARC) incluye al arsénico
inorganico en el grupo de compuestos carcinogénicos para el ser humano (Tsuda
et al.,, 1992, en Repetto & Camean, 1995). Por su parte, la OMS a partir de los
contenidos de As inorganico del agua potable, establece una ingesta semanal
tolerable provisional de 15 pg.semana'kg™' peso corporal (WHO, 1989; en Repetto,
& Camean, 1995).

32



El mecanismo de accion téxica para los compuestos arsenicales trivalentes
establece que éstos reaccionan con moléculas que contienen tiol tales como
glutatién y cisteina, lo cual inhibe por ejemplo la piruvato deshidrogenasa, y conduce
a una disminucion de la producciéon de ATP y a un agotamiento en la produccion de
hidratos de carbono producidos en la gluconeogénesis (Delnomdedieu ef al., 1994
& Scott et al., 1993; en Hughes, 2002).

El arsénico puede interferir con las funciones enzimaticas esenciales y los eventos
transcripcionales en las células, lo que en ultima instancia conduce a una gran
cantidad de efectos multisistémicos no cancerosos que podrian afectar el
organismo. Por ejemplo, el estrés oxidativo inducido por compuestos arsenicales
trivalentes metilados (monometil arsénico Ill) inhiben la glutation (GSH) reductasa
(Duker et al., 2005) y la tiorredoxina reductasa (Lin et al., 1999) lo cual puede alterar

el estado redox celular y eventualmente conducir a la citotoxicidad.

También la deplecion de tiorredoxina afecta la expresion génica debido a que
modula la actividad de union del ADN de algunos factores transcripcionales
(Matthews et al., 1992; Arrigo, 1999; Powis et al., 2000, en Duker ef al., 2005).

Por otro lado, (Hughes, 2002) indican que el arseniato al tener una estructura y
propiedades quimicas similares a la del fosfato, puede reemplazarlo en el cuerpo.
Los autores sefalan que por ejemplo el arsénico:

e Puede llevar al reemplazo de fésforo en el hueso a largo plazo.

e Reacciona in vitro con glucosa y gluconato para formar glucosa-6-arseniato
y 6-arsenogluconato, respectivamente. Estos compuestos se parecen a
glucosa-6- fosfato y 6-fosfogluconato, respectivamente. Glucosa-6-arseniato
es un sustrato para la glucosa-6- fosfato deshidrogenasa y puede inhibir la
hexoquinasa, al igual que la glucosa-6-fosfato.

e El arseniato también puede reemplazar el fosfato en la bomba de sodio y el
sistema de transporte de intercambio aniénico del glébulo rojo humano.
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También se ha documentado que debido a la hidrélisis que faciimente presenta el
arseniato en la célula, impide la posterior transferencia de fosfato a difosfato de
adenosina (ADP) para formar trifosfato de adenosina, llevando al consecutivo
agotamiento de energia de la célula (Winship, 1984).

Ademas, Duker ef al, (2005) indican que el arsénico disminuye el proceso de
reparacion del ADN y, por lo tanto, aumenta la susceptibilidad al cancer y las

enfermedades no relacionadas con el cancer.

Se ha documentado que la ingesta de este metaloide podria causar canceres de
vejiga urinaria, pulmén y piel, asi como también se le relaciona con cancer de rifién,
higado y préstata (OMS, 2009; Ng, Wang & Shraim, 2003)

La toxicidad aguda del arsénico incluye molestias gastrointestinales, vémitos,
diarrea, sangre en la orina, anuria, shock, convulsiones, coma y muerte (Hughes,
2002).

Por otro lado, sus efectos toxicos asociados a la exposicién cronica son: lesiones
en la piel (melanosis, despigmentacion, hiperqueratosis y neoplasias malignas),
hepatomegalia, cirrosis, alteraciones en el metabolismo hemo, encefalopatia,
retrasos en el desarrollo, enfermedades cardiovasculares, degeneracion de los
tubulos renales, necrosis cortical y diabetes (Klein et al, 2006 & Laparra, et al,
2005; Ramos et al., 2003 & Hughes, 2002).

En el caso de las lesiones dérmicas Duker, Carranza, & Hale (2005) sefialan que
las mismas se ocasionan debido a que la piel localiza y almacena arsénico debido
a su alto contenido de queratina, que contiene varios grupos sulfhidrilo a los que se
puede unir As*3 y puede ser la razon de su sensibilidad al efecto téxico del arsénico.

Ademas, explicaron que dentro de los efectos toxicos cronicos se incluye la
hipertension, la cual estaba relacionada con la ingestion de arsénico a largo plazo,

asi como con la enfermedad cerebrovascular, es decir, infeccion cerebral
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(Mahurpawar, 2015 & Duker et al., 2005). Otros efectos crénicos incluyen depresion
hematopoyética, anhidremia (debido a la pérdida de liquido de la sangre hacia el
tejido y el tracto gastrointestinal), dafio hepatico caracterizado por ictericia, cirrosis
portal y ascitis, alteracion sensorial y neuritis periférica, anorexia y pérdida de peso
(Webb, 1966 en Duker et al., 2005).

En este mismo sentido, la exposicién crénica al arsénico causa también un trastomo
vascular periférico Unico llamado 'enfermedad del pie negro', el envenenamiento
agudo con arsénico causa 'neuropatia periférica’ conocida comiunmente como
'muerte’ y también varios tipos de cancer en humanos (Banu et al., 2001). Se ha
evidenciado ademas que el arsénico es un potente disruptor endocrino y puede a
concentraciones muy bajas alterar los procesos de sefializacion celular mediada por
hormonas (Kaltreider et al, 2001, en Bhattacharya ef al., 2012). Del mismo modo,
se informé que el As*? induce dafio en el ADN en los linfocitos humanos (Baba et
al., 2014 & Banu, 2001).

Brinkel, Khan, & Kraemer (2009), sefialan ademas que, aunque las manifestaciones
mas comunes entre los pacientes con arsenicosis son las lesiones cutaneas,
también este elemento se ha asociado con dafios psicolégicos y pudiendo afectar
la salud mental.

2.3.2. Cadmio
El cadmio y sus compuestos estan clasificados por el Centro Internacional de
Investigaciones sobre Cancer, (IARC) como Grupo 1, carcinégeno para humanos.
Ha sido relacionado con cancer renal, de pulmén y préstata (Mahurpawar, 2015 &
Oliveira, Barrocas, Do Couto & Moreira 2005).

Se ha evidenciado que las intoxicaciones que afectan a la poblacion general
ocasionadas por el cadmio, salvo situaciones de accidentes o contaminaciones
masivas (por ejemplo de alimentos), suelen ser de caracter crénico; sin embargo,
en la poblacién ocupacional es frecuente encontrar intoxicaciones agudas y
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cronicas muy caracteristicas (Garcia & Cruz, 2012). Por su parte, Oliveira, Barrocas,
Do Couto & Moreira (2005) sefialan que la principal fuente de contaminaciéon de
cadmio (exceptuando a los fumadores) en el ser humano lo constituye la
alimentacion.

Estos autores sefialan ademas que la clinica de las intoxicaciones por cadmio es
variable y sus efectos en la salud son como los de cualquier sustancia peligrosa y
dependen de la dosis, la duracién y el tipo de exposicion, la presencia de otras
sustancias quimicas, asi como de las caracteristicas y los habitos de la persona.

El cadmio, es absorbido por las células de la mucosa en el lumen intestinal y en la
membrana lateral de los enterocitos para pasar a la circulaciéon sanguinea. Cuando
la concentracién de este metal es baja, la mayor parte queda retenida mayormente
en la mucosa intestinal, principalmente unida a la metalotioneina (MT), y es
eliminada. Por el contrario, si la dosis oral de cadmio es elevada se almacena en el
higado y los rifiones. Sélo en estos dos érganos se acumula entre 40 y 80% del
cadmio presente en el organismo (Garcia & Cruz, 2012).

Una vez absorbido, el toxico se transporta por la sangre, ligado de modo principal a
células hematicas y albimina. Llega en primera instancia al higado, para ser
redistribuido lentamente de ahi a los rifiones en forma de complejo de cadmio-
metalotioneina (Cd-MT). Al ser dicha proteina muy afin con el cadmio, la accién
toxica de este metal se debe a su afinidad por radicales de los grupos sulfhidrilo,
hidroxilo, carboxilo, fosfatil, cisteinil e histidil y a su actividad competitiva con otras
especies funcionalmente esenciales como zinc, cobre, hierro y calcio que se
encuentran dentro de la célula (Garcia & Cruz, 2012 & Bernard 2008).

Nava & Méndez (2011), sefialan que: “Especificamente esto ocurre debido a que el
cadmio es capaz de mimetizar a estos cationes bivalentes en el sitio de unién de
proteinas transportadoras y/o canales que transportan estos metales; ocasionando
que el Cd*? pueda formar un complejo coordinado covalente con ciertas
biomoléculas que contienen grupos sulfhidrilo tales como el glutatién o cisteina.
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Asimismo, una de las principales entradas del cadmio a la célula esta dada por los
canales de calcio, debido a que el Cd?* tiene radio iénico similar a calcio”.

En relacion con el mecanismo de toxicidad, Nava & Méndez (2011), sefialan que el
cadmio interfiere en el metabolismo intracelular del ion calcio, ocasionando su
liberacion de las mitocondrias y el reticulo endoplasmico, interfiriendo con vias de
sefalizacion dependientes de calcio, sefiales de transduccion entre células,
ocasionando ademas dafio a las membranas, bloqueo de canales dependientes de

voltaje y bloqueo de la liberacién de neurotransmisores.

En el caso del dafio renal inducido por dicho metal, consiste en un aumento de la
excrecion urinaria de microproteinas (peso molecular <40 kilodaltons). Entre estas
proteinas: transferrina, B2 -microglobulina, proteina de unién al retinol y a1-
microglobulina han sido los mas frecuentes y son un reflejo de la capacidad de
reabsorcion tubular disminuida (Bernard, 2008).

Los efectos toxicos del cadmio se manifiestan también en los huesos, los cuales
junto con los rifiones constituyen los 6rganos mas afectados, debido a que
interactua con grupos sulfhidrilo de las proteinas, generando radicales libres. Entre
los dafios que produce en estos 6rganos podemos citar osteomalacia y necrosis del
tejido renal (Garcia & Cruz, 2012). Un estudio reciente, demostré que existe una
correlacion entre la densidad mineral ésea y una disfuncion renal causada por el
cadmio (Chen et al., 2011, en Arroyo et al.; 2013).

Ademas, Garcia & Cruz (2012), aportan que en la enfermedad itai-itai se han
comprobado lesiones renales, osteomalacia y grados variables de osteoporosis.
Estas lesiones ocasionan dolores de intensidad diversa, y pequefios traumatismos
pueden producir fracturas en varias partes del esqueleto. El mecanismo por el cual
se originan éstas no es del todo claro, pero se supone que se deben a trastornos
del metabolismo de calcio, fésforo y vitamina D, generados en las lesiones renales,

junto con una baja ingestion de calcio y proteinas.
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Sumado a lo anterior, otro de los mecanismos de toxicidad ampliamente reportado
por el cadmio es el incremento de lipoperoxidacion (LPO) y generacion de radicales
libres en cerebro y otros érganos. Este se da por medio del aumento de radicales
libres: radical superoxido, el radical hidroxilo y radicales del éxido nitrico (Arroyo et
al.; 2013 & Nava & Méndez 2012).

El cadmio reemplaza al hierro o cobre en diferentes proteinas, por lo que estos iones
al quedar libres ingresan al ciclo de Haber Weiss catalizando la reaccién de Fenton
causando un incremento en el estrés oxidativo. Estos efectos tratan de ser
detenidos por mecanismos de defensa antioxidante en el cerebro y otros érganos;
sin embargo, diversos reportes han mostrado que la actividad de los sistemas
antioxidantes glutation peroxidasa (GPx), catalasa (CAT), superdxido dismutasa
(SOD) disminuyen en presencia de cadmio (Arroyo et al.; 2013 & Nava & Méndez
2012).

Nava & Méndez (2012) reportan que el cadmio puede inducir apoptosis a través de
la via mitocondrial, ya que existe una disminucién en los niveles intracelulares de
ATP en neuronas corticales en cultivo expuestas a altas concentraciones de cadmio,
debido al incremento de LPO e incremento en los niveles de calcio, esto produce un
desajuste en el funcionamiento mitocondrial, provocando un cambio en el potencial
de membrana de la mitocondria; al ocurrir este cambio en el potencial se produce la
apertura del poro de transicion mitocondrial liberando citocromo C al citoplasma y a
su vez activando la caspasa-9 via la uniéon de Apaf-1, por lo tanto induciendo a la

caspasa-8 efectora llevando a la célula a un proceso de apoptosis.

También el cadmio afecta al sistema nervioso central en nifios debido
principalmente a que el desarrollol de la barrera hematoencefalica alin no alcanza
su madurez, permitiendo que el cadmio pase a través de ella con mas facilidad y
ocasionando cambios neuropatolégicos tales como: edema cerebral, picnosis
(condensacion de cromatina en el nicleo celular), hemorragias, y necrosis en
corteza parietal, cerebelo, putamen y nucleo caudado (Nava & Méndez, 2012 &
Arroyo et al., 2013).
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Dentro de los efectos cronicos a la salud, se ha encontrado que este metal afecta
principalmente los pulmones, ocasionando bronquitis con dafio progresivo alveolar,
fibrosis secundaria y enfisema (Garcia & Cruz, 2012 & Méndez, 2009). Incluso, con
mucha frecuencia se aprecian efectos pulmonares, en particular cancer de pulmon,
en las poblaciones ocupacionalmente expuestas.

En el rindn produce disfuncién renal tubular (Garcia & Cruz, 2012), proteinuria e
insuficiencia renal crénica, mientras en el corazén conduce a arterosclerosis aértica
y coronaria, incremento en colesterol y acidos grasos (Nava & Méndez, 2011).

Estos efectos crénicos son sefalados también por Oliveira, et al., (2005), los cuales
sefialan que el cadmio es un toxico acumulativo, que afecta rifiones, el metabolismo
6seo y el tracto reproductivo, ademas de ser cancerigeno y disruptor endocrino. El
rifion es el érgano critico en los seres humanos y otros mamiferos expuestos
durante largos periodos a pequefias cantidades relativas de cadmio que podria
presentarse en alimentos. A largo plazo la exposicion al cadmio conduce a cambios
morfolégicos severos en el rifidén. La toxicidad del cadmio se reduce o neutraliza por

aumento en el ingreso de zinc, cobre y selenio.

Se han observado ademas otros efectos, como: anemia, alteraciones hepaticas y
cambios en el metabolismo de los minerales. Ademas, existen riesgos potenciales
que pueden ocurrir algun tiempo después de la exposicién al cadmio y duran meses
o afnos, como el riesgo de cancer y en la salud reproductiva. Otras alteraciones
pulmonares asociadas al cadmio son el enfisema, la bronquitis obstructiva crénica
y la fibrosis pulmonar (Garcia & Cruz, 2012).

2.3.3. Cobre
Es parte integral de numerosas enzimas, el cobre es un elemento traza esencial
(ATSDR, 2004). Por ende, su toxicidad debe ser explicada desde los aspectos de

deficiencia y exceso. La intoxicacion se produce fundamentalmente por inhalacion
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de polvos y "humos" de cobre, es decir: las intoxicaciones por ingesta son raras,
dado que produce vémitos (Ramos et al., 2003). En este sentido, Tirado et al.,
(2015) & Ward (2003), sefialan que la toxicidad ocasionada por este elemento se
atribuye a la ingesta accidental.

Las pérdidas e incrementos excesivos del cobre han revestido gran importancia en
la salud humana. En relacién con su deficiencia, ha sido asociado con produccion
alterada de energia, anomalias en el metabolismo de la glucosa y el colesterol,
incremento de iones de hierro, alteracion estructural y fisiolégica de la circulacién
sanguinea, afecciones cardiacas y alteraciones a nivel de las células del sistema
inmune, alteraciones 6seas en los nifios con bajo peso al nacer, existencia de
mutaciones a nivel de las proteinas de union al cobre puede favorecer el desarrollo
de diabetes y dafio neurolégico (Tirado et al., 2015).

Aungque es un micronutriente esencial para el hombre, el cobre es tdxico a
concentraciones elevadas. Ramos ef al., (2003) sefialan que el ser humano al igual
que otros mamiferos asimilan el 30% del cobre contenido en los alimentos por via
estomacal, del cual aproximadamente del 5% es realmente reabsorbido y el resto
se elimina nuevamente por via biliar.

El cobre se acumula en el higado, en el cerebro y en los rifiones (ATSDR, 2004 &
Ramos, 2003). Diversos estudios han documentado que existe relacién entre este
metal, el cancer y la enfermedad de Wilson la cual se caracteriza por el exceso de
acumulacion de cobre en el higado, cerebro, rifiones y corneas presentandose
anomalias en dichos 6rganos. Los pacientes que padecen esta enfermedad no

pueden excretar el cobre causando una sobrecarga en la bilis.

Se sabe ademas que la sensibilidad a la toxicidad del cobre depende altamente de
la especie. Sin embargo, Ramos (2003) sefiala que la toxicidad de esta sustancia
se basa en el enlace de los iones de cobre libres a ciertas proteinas, lo que afecta
sus funciones fisiolégicas. Ademas, se ha documentado que una sobrecarga de este

40



metal conduce faciimente a reacciones redox tipo Fenton, lo que resulta en dafio
celular oxidativo y muerte celular (Bost ef al., 2016).

En el caso de las enfermedades cardiovasculares, se ha informado que una elevada
concentracion de cobre en suero es un factor de riesgo independiente para la
enfermedad cardiovascular tanto en el control de casos como en grandes estudios
poblacionales prospectivos. Los mecanismos subyacentes a estas relaciones son
confusos, extrapolados de estudios con animales y se ha sugerido un efecto
sinérgico entre la prooxidacion del cobre y el bajo nivel de selenio el cual es un
antioxidante que conduce a la aterogénesis a través de un desequilibrio de los
sistemas de defensa contra los radicales libres (Bost ef al., 2016).

También, existen varios trastornos genéticos que afectan la utilizacion del cobre.
Las anomalias genéticas asociadas con el sindrome de Menkes (un trastorno por
deficiencia) y la enfermedad de Wilson (un trastorno de toxicidad) se han
identificado como defectos en las ATPasas tipo p (US NRC, 2000, en WHO, 2011).

En el sindrome de Menkes hay una minima absorciéon de cobre en los intestinos, lo
que conduce a un estado de deficiencia que es independiente del consumo de cobre
y suele producir la muerte durante la primera infancia (desde el nacimiento hasta
los 8 afios). Los nifios que padecen el sindrome de Menkes, un trastorno
relacionado con el cromosoma X. Esta absorcion deficiente ocurre porque la
ATPasa de tipo p responsable del transporte seroso insuficiente del cobre desde las
células de la mucosa intestinal y el transporte a través de la barrera
hematoencefalica es defectuosa. Un nifio con sindrome de Menkes sufre de una
profunda deficiencia de cobre, a pesar del cobre dietético adecuado (WHO, 2011).

Por otro lado, en la enfermedad de Wilson es un trastorno autosémico recesivo que
conduce a la toxicidad del cobre. La enfermedad de Wilson afecta el transporte
intracelular hepatico de cobre y su subsecuente inclusion en ceruloplasmina y bilis.
Una ATPasa tipo p se ve afectada. Debido a que el cobre no se incorpora a la
ceruloplasmina, su distribucion sistémica normal se ve afectada y el cobre se
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acumula en el higado, el cerebro y los ojos (Harris & Gitlin, 1996, en WHO, 2011 &
ATSDR, 2004).

La ingesta excesiva de cobre también induce toxicidad indirectamente al interactuar
con otros nutrientes; por ejemplo, el consumo excesivo de cobre produce anemia al
interferir con el transporte y / 0 metabolismo del hierro (Krupanidhi, Sreekumar, &
Sanjeevi, 2008 & Ward, 2003).

Por otro lado, se ha documentado que la toxicidad aguda debido al cobre se asocia
con malestar gastrointestinal agudo después de la ingestién Gnica o repetida de
agua potable que contiene niveles elevados de cobre (generalmente por encima de
3-6 mg.L"") se caracterizan por nauseas, vomitos e irritacion estomacal; los
sintomas se resuelven cuando se cambia la fuente de agua potable (WHO, 2011 &
Krupanidhi et al., 2008).

2.3.4. Cromo
El cromo se encuentra en concentraciones bajas en el ambiente, las cuales no
representa ningun riesgo toxicolégico. En forma de Cr*3 es un nutriente esencial y
es relativamente no toxico para hombre. Sin embargo, el Cr*¢ es un peligro para la
salud de los humanos, mayoritariamente para la gente que trabaja en la industria
del acero y textil (ATSDR, 2012 & Méndez et al., 2009).

Sobre esto, se ha documentado ademas que la toxicidad se debe a los derivados
Cr*6 que, contrario a los Cr*? penetran en el organismo por cualquier via con mayor
facilidad. De hecho, el Cr*® es considerado carcindgeno del grupo | por la
International Agency for Research on Cancer (IARC) & WHO. Entre otras, la accion
téxica se produce por: accion caustica directa, sensibilizacion cutanea, citotoxicidad
e inflamacion de neumocitos, interaccion con biomoléculas, el Cr*8 induce alteracion
de cromatidas hermanas, aberraciones cromosémicas y reacciones cruzadas en la
cadena de ADN (ATSDR, 2012 & Cuberos, Rodriguez & Prieto, 2009).
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Se ha determinado que la absorcién del Cr*3 es menor que la del Cr*6. El Cr*3 no
atraviesa las membranas celulares, uniéndose directamente a la transferrina. EI Cr*6
es rapidamente tomado por los eritrocitos e integrado a otras células por el sistema
transportador de sulfatos (Cuberos et al., 2009).

Este proceso de transporte es explicado también por Shekhawat ef al.,, (2016) &
ATSDR (2012), los cuales indican que el Cr*é ingresa a la célula a través de un canal
aniénico no especifico mediante difusion facilitada. Detallan ademas que una vez
en el interior de la célula, ocurre la reduccion intracelularmente a nivel de las
mitocondrias y el nicleo de Cr*® a Cr*3, lo cual da como resultado la generacion de
radicales libres, que pueden formar complejos con dianas intracelulares.

Esta reduccion se da por medio de reductores intracelulares como el acido
ascorbico, el glutation, flavo enzimas y riboflavinas. La reduccion intracelular genera
intermediarios reactivos como Cr*3, Cr** y Cr*3, asi como radicales libres hidroxilo y
oxigeno. Estas formas reactivas del cromo son susceptibles de alterar el ADN
(Cuberos et al., 2009).

Los efectos sobre la salud de los compuestos de cromo pueden variar con la ruta
de exposicion, con ciertos efectos especificos para el portal de entrada. En
humanos, la ingesta presenta efectos como ulceras bucales, indigestion, necrosis
tubular aguda, vémitos, dolor abdominal, insuficiencia renal e incluso la muerte
(Shekhawat, Chatterjee, & Joshi, 2016, ATSDR, 2012 & Méndez et al., 2009).

Miloc & Jiménez (2014), sefnalan que la reduccion intracelular del cromo
hexavalente provoca la generaciéon de especies de cromo de vida corta y alta
reactividad, que son responsables de la accidn irritativa, genotéxica y de la
induccion de la peroxidacion lipidica. La peroxidacién lipidica produce el dafio
oxidativo a los lipidos mediado por especies oxidantes reactivas, en este caso el
cromo. En contraste, el cromo trivalente interacciona con gran variedad de
compuestos biolégicos como el glutation para su detoxificacion, sustancias de bajo

peso molecular (pirofosfato, metionina, serina y leucina), metaloproteinas
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plasmaticas, diferentes enzimas y nucleétidos, lo que produce un estrés oxidativo
de la respiracion celular.

También se ha documentado que el cromo puede ocasionar cancer. ATSRD (2012),
inform6 un aumento en la incidencia de cancer de higado, pulmén vy rifién y de
organos urogenitales en residentes que viven en un area de Grecia con niveles
elevados de Cr*® en el agua potable.

2.3.5. Plomo
El plomo afecta todos los érganos y sistemas. Actia como antagonista de las
acciones del calcio y se relaciona con proteinas que poseen los grupos sulfhidrilicos,
amina, fosfato y carboxilo (Poma, 2008). En el ser humano, el plomo (Pb) puede
tener una amplia variedad de efectos biologicos segun el nivel y la duracion de la
exposicion, asi como tambien se ha observado que en general, el ser humano que
se esta desarrollando es mas sensible que el adulto.

Ferrer (2013) & Nava & Méndez (2011), sefialan que el plomo ejerce sus efectos a
través de su unién con grupos sulfhidrilos de proteinas, por competicion con el
calcio, inhibicibn de enzimas asociadas a membranas y alteracién en el
metabolismo de la vitamina D; la calmodulina es una proteina importante para la
regulacion intracelular del calcio, y su funcionamiento es alterado por el plomo,
inhibe la sintesis y por consecuencia la actividad de la sintasa del 6xido nitrico
(SON) que en sus isoformas | y Il son dependientes de calcio.

También se ha documentado que el plomo se almacena principalmente en la
mitocondria produciendo dafios en su metabolismo energético, induciendo la
produccién de radicales libres, inhibiendo la captura del calcio mitocondrial a la vez
que favorece su liberacién; este desarreglo en la actividad de la mitocondria lleva a
una apertura del poro mitocondrial con subsecuente liberacion del citocromo C y
posible activacion de caspasas 9 y 3 favoreciendo la presencia de apoptosis (Nava-
& Méndez, 2011).



Por otro lado, las alteraciones del desarrollo psicomotor en los nifios, relacionadas
con exposiciones a bajas dosis de plomo, estan condicionadas por la mayor
permeabilidad al téxico de los capilares inmaduros junto a las mencionadas
alteraciones en la neurotransmisién, de mayor impacto en fases de desarrollo de la
organizacion del SNC. Especificamente, diversos sistemas de neurotransmision
afectados por el plomo son los regulados por la acetilcolina, dopamina,
norepinefrina, GABA y glutamato (Ferrer, 2013).

Este mecanismo de neurotoxicidad es explicado también por Méndez & Nava
(2011), quienes sefalan que entre los principales mecanismos de acciéon de la
neurotoxicidad de plomo se encuentra el incremento en la peroxidacion de lipidos y
una disminucién en la actividad de las enzimas antioxidantes en animales expuestos

a diferentes concentraciones de plomo.

Los efectos neurotoéxicos son complejos, en los ultimos afios se ha reportado que el
plomo interfiere con receptores acoplados a segundos mensajeros como la proteina
cinasa C, adicionalmente interfiere con la liberacion de neurotransmisores tales

como acetilcolina, dopamina, noradrenalina y GABA.

Se ha demostrado que los érganos mas sensibles al dafio por la toxicidad en
exposiciones agudas del plomo son SNC en desarrollo y maduro, sistema
hematolégico y cardiovascular; mientras que en las exposiciones crénicas el plomo
afecta los sistemas gastrointestinal, renal, neuromuscular y hematopoyético (Tirado
etal, 2015 & Méndez & Nava, 2011). Una vez que el plomo ha sido absorbido puede
acumularse en huesos, dientes, higado, pulmén, rifidn, cerebro y bazo; asi mismo,
es capaz de atravesar la barrera hemato encéfalica y placenta (Méndez et al., 2009
& Poma, 2008).

El plomo tiene efectos en muchos procesos bioquimicos; en particular, se han
estudiado mucho los relacionados a la sintesis del hemo en adultos y nifios,
encontrandose que la presencia de plomo disminuye la sintesis de hemoglobina que
conduce a anemia microcitica, hipocromia (Méndez et al., 2009 & Poma, 2008). Al
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respecto, Poma (2008) detalla que el plomo puede causar dos tipos de anemia. Una
exposicion severa aguda se asocia con anemia hemolitica. En casos de exposicion
cronica, el plomo produce anemia, porque interfiere con la sintesis del nicleo heme
y disminuye el promedio de vida de los eritrocitos.

Este metal provoca en los tubos proximales del rifién lesiones que se caracterizan
por aminoaciduria generalizada, hipofosfatemia con hiperfosfaturia relativa y
glucosuria. Ademas, este elemento afecta la funcion reproductora masculina que
limitan la morfologia y el nimero de los espermatozoides. En cuanto a la funcion
reproductora femenina, se han atribuido al plomo algunos efectos adversos en el
embarazo (Méndez ef al., 2009 & Poma, 2008).

Poma (2008), sefiala ademas que las exposiciones continuas o repetidas a plomo
pueden conducir a nefropatia crénica (nefritis intersticial), que es generalmente
irreversible. En este mismo sentido, Poma (2008) indica que la exposicion al plomo
también puede causar hipertension arterial de origen renal e hiperuricemia con
sintomas de gota.

Ademas, Tirado et al., (2015) & Poma (2008), documentan dafios en el sistema
nervioso, entre los cuales se puede sefalar que, en el sistema nervioso periférico,
el plomo provoca neuropatia periférica de predominio motor en los musculos de las
extremidades, compresiéon nerviosa, a su vez esto ocasiona isquemia, necrosis;
degeneracion axonal, desmielinizacion segmentaria y retarda la conduccion

nerviosa motora.

A nivel del SNC puede tener efectos perjudiciales y permanentes en la funcién
cerebral, que incluyen reduccién en la inteligencia, problemas de conducta y
disminucion del rendimiento escolar;, ademas, provoca inhibicion de los canales de
calcio, con la subsecuente disminucién en la concentracion intracelular, lo que altera

la actividad neuronal y la secrecién de neurotransmisores.

46



2.4. Mecanismo de transporte de metales en las plantas de arroz
Los metales pesados se encuentran generalmente como componentes naturales de
la corteza terrestre, en forma de minerales, sales u otros compuestos. Estos
elementos no pueden ser degradados o destruidos faciimente de forma natural o
biologica ya que no tienen funciones metabolicas especificas para los seres vivos
(Méndez et al., 2009).

Los metales pesados son peligrosos porque tienden a bioacumularse en diferentes
cultivos. La bioacumulacién significa un aumento en la concentracion de un producto
quimico en un organismo vivo en un cierto plazo de tiempo, comparada a la
concentracion de dicho producto quimico en el ambiente (Angelova et al., 2004).

Cuando el contenido de metales pesados en el suelo alcanza niveles que rebasan
los limites maximos permitidos causan efectos inmediatos como inhibicion del
crecimiento normal y el desarrollo de las plantas, y un disturbio funcional en otros
componentes del ambiente, asi como la disminucién de las poblaciones microbianas
del suelo, el término que se usa o se emplea es “polucion de suelos” (Méndez et al.,
2009).

En general, los metales pesados incorporados al suelo pueden seguir cuatro
diferentes vias: la primera, quedar retenidos en el suelo, ya sea disueltos en la fase
acuosa del suelo u ocupando sitios de intercambio; segunda, especificamente
adsorbidos sobre constituyentes inorganicos del suelo; tercera, asociados con la

materia organica del suelo y la cuarta, precipitados como sélidos puros o mixtos.

Por otra parte, pueden ser absorbidos por las plantas y asi incorporarse a las
cadenas ftroficas; pueden pasar a la atmoésfera por volatilizacion y pueden ser
movilizados a las aguas superficiales o subterraneas (Garcia & Dorronsoro, 2005).

Aun cuando el transporte y acumulacién de metales pesados en la planta depende
de multiples factores, investigaciones de Kabata en el 2000 presentan un esquema
de clasificacion de diferentes grados de bioacumulacion de metales en planta
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verdes y hongos, pudiéndose observar en la figura 4 que de los metales incluidos
en esta investigacion el cadmio y cobre presentan mayor bioacumulaciéon (de
intenso a mediano), mientras que el arsénico y plomo tienen un indice de
bioacumulacién de medio a ligero y el cromo ligero (Méndez et al., 2009).
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Figura 4: indices de bioacumulacién (IBA) de diversos elementos
traza en plantas verdes y hongos. El IBA fue calculado como la
relacion de elementos traza contenidos en plantas y hongos,
respecto a la concentracion en los suelos.

Tomado de Méndez et al., 2009.

Los metales pesados muestran una elevada tendencia a bioacumularse y a
biomagnificarse a través de su paso por los distintos eslabones de las cadenas
troficas (Delgadillo & Gonzalez, 2011).

Los mecanismos de tolerancia varian entre las distintas especies de plantas y estan
determinados por el tipo de metal, eficiencia de absorcion, traslocacién y secuestro.
Las fases del proceso por el cual las plantas incorporan y acumulan metales
pesados son las descritas por Navarro, Aguilar, & Lépez (2007), y son:

Fase I: Que implica el transporte de los metales pesados al interior de la planta y,
después, al interior de la célula. Aqui, la raiz constituye el tejido de entrada principal

de los metales, los cuales llegan por difusion en el medio, mediante flujo masivo o
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por intercambio catiénico. La raiz posee cargas negativas en sus células, debido a
la presencia de grupos carboxilo, que interaccionan con las positivas de los metales
pesados, creando un equilibrio dinamico que facilita la entrada hacia el interior
celular, ya sea por via apoplastica o simplastica.

Fase Il: Una vez dentro de la planta, las especies metalicas son secuestradas o
acomplejadas mediante la unién a ligandos especificos, dentro de los cuales se
pueden sefalar. acidos organicos (acidos citrico, oxalico y malico), algunos
aminoacidos (histidina y cisteina) y dos clases de péptidos: fitoquelatinas y
metalotioneinas.

Las fitoquelatinas son ligandos de alta afinidad que tienen como sustrato al glutation.
Estan constituidas basicamente por 3 aminoacidos: acido glutamico, cisteina y
glicina, unidos por enlaces peptidicos. Las metalotioneinas a su vez, son
polipéptidos de unos 70-75 aminoacidos con un alto contenido en cisteina,
aminoacido capaz de formar complejos con cationes mediante el grupo sulfidrilo.
Tienen una marcada afinidad por las formas iénicas de zinc, cadmio, mercurio y

cobre.

Fase lll: Que implica la compartimentalizacion y detoxificacién, proceso por el cual,
el complejo ligando-metal queda retenido en la vacuola.

2.4.1. Transporte de arsénico
En condiciones aerobicas, en el arroz, el As V es la especie predominante y debido
a la similitud quimica con el fosfato, As (V) es absorbido por los transportadores de
fosfato, incluido OsPht1 y OsPT8 (Chen et al, 2017& Wang, Zhang, Mao, Xu, &
Zhao, 2016). Después de la captura, As (V) puede reducirse rapidamente a As (lll)
en células vegetales por el transportador HAC1 (alto contenido de arsénico)
arseniato reductasas (Shi et al,, 2016 & Tripathi et al, 2007).
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Por el contrario, el arsenito es la especie predominante de arsénico en el suelo en
condiciones anaerdbicas. Estudios recientes han demostrado que, en las plantas de
arroz, el arsenito se absorbe a altas tasas de afluencia que sigue la cinética de
Michaelis-Menten (Abedin, Feldmann & Meharg 2002).

En el arroz, la absorcion de arsénico comparte la misma ruta que la absorcion de
silicio. El arroz es un fuerte acumulador de silicio que puede permitir la absorcion
eficiente y la translocacién de arsenito en los brotes. La aquaporina Lsi1 (proteina),
que es responsable de la entrada de silicio (como acido silicico) en las células de la
raiz, es permeable al arsenito (Ma et al, 2008). La razén detras de esto es la
similitud entre el tamafio y la quimica de coordinacién del acido silicico y el arsenito.
También se ha encontrado que el transportador de flujo de Si Lsi2 media el eflujo
As*3 (Chen ef al, 2017 & Ma et al., 2008).

Tanto Lsi1 como Lsi2 se localizan en la membrana plasmatica de las células
exodermales y endodérmicas de las raices. La proteina Lsi1 se localiza en el lado
distal de la célula, mientras que Lsi2 en el lado proximal. Por lo tanto, la funcién
concertada de estos dos produce un flujo efectivo de silicio y As (lll) a través de la
endodermis y hacia el xilema para su translocacion (Ma et al., 2008). Estos
resultados indican que Lsi2 desempefia un papel mas critico que Lsi1 en el
transporte de As hacia el grano de arroz (Chen et al., 2017 & Ma et al., 2008).

Ademas, Chen ef al,, (2017) & Wu et al.,, (2012) explican que en contraste con los
transportadores de As (lll), el hierro juega un papel importante en el secuestro de
arsenico y reducir la absorcion de arsénico en el arroz. La placa de hierro se forma
en las raices del arroz por oxidacién de Fe*2 a Fe*3, principalmente debido al
movimiento radial del oxigeno desde el aerénquima al suelo y las actividades
microbianas. Como resultado de la adsorcion y/o coprecipitacion, la placa de hierro
puede secuestrar arsenico en las raices de arroz, jugando un papel importante en
la reduccién de la absorcién y acumulacion de este metaloide, lo que puede reducir
la toxicidad del mismo.
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2.4.1.1. Transporte de As en los nodos de arroz
Los nodos de arroz son centros importantes para controlar su distribuciéon elemental
y se ha informado que, con concentraciones de arsénico mucho mas altas en
entrenudos y hojas, los noédulos de arroz son el lugar mas crucial para el
almacenamiento de arsénico, y sirven como un filtro que restringe la transferencia
a los brotes y granos de arroz (Chen, Qin, Zhu, Lorenzo, & Rosen, 2013 & Wu et
al., 2012).

Estos autores sefialan ademas que, durante la etapa reproductiva, el transportador
OsABCC1 se expresa en los tejidos vasculares como el nodo superior | y limita el
transporte de los granos al secuestro de arsénico en las células del floema. Ademas,
Lsi2 también muestra expresion de alto nivel en el nodo | donde Lsi2 mejora la
distribucion de Si en la panicula de arroz, pero desafortunadamente también ayuda

al transporte de As*? a los granos de arroz.

2.4.2. Transporte de cadmio
Se han documentado tres procesos de transporte con mayor probabilidad de mediar
la acumulacién de cadmio en los brotes y, posteriormente, en las semillas: (i)
captacion por raices, (ii) translocacion mediada por carga de xilema a brotes, y (iii)
una mayor translocacion a las semillas a través del floema (Fujimaki et al., 2010 &
Uraguchi et al., 2009).

La absorcién de cadmio en las raices se ha considerado un proceso clave en la
acumulacion general de cadmio de la planta; la absorcion activa de cadmio en las
raices se ha demostrado en varias plantas. Los enfoques moleculares indican que
los transportadores de metales esenciales como Zn*?y Fe*? pueden mediar en la
absorcién de cadmio en las raices. Se ha demostrado que la carga y el transporte
de xilema pero no la absorcién por las raices es uno de los pasos que controlan la
velocidad para la acumulacion de cadmio en el grano de las plantas gramineas
(Chang,Yang, & Chao, 2018 & Uraguchi et al., 2009).
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Por otro lado, en el cuello de la panicula, el floema es la principal ruta de transporte
de cadmio hacia los granos (Tanaka et al., 2007). En la savia del floema, este metal
se une a una proteina desconocida de 13 kDa y compuestos tioles. Se encontrd que
después de 7 h de tratamiento con cadmio, el mismo se deposita preferentemente
en paniculas en lugar de en laminas foliares. Lo cual sugiere que los nodos son el
tejido importante para redirigir el transporte de cadmio desde las raices,
probablemente transfiriéndolo del xilema al floema.

Ademas del cadmio absorbido por las raices, la removilizacion del cadmio en las
laminas foliares también contribuye a la acumulacién de este elemento en el grano.
Y también, se ha propuesto que una cantidad sustancial de cadmio acumulado en
las hojas antes de su partida se remueve y se transporta a los granos durante la

etapa de maduracién (Uraguchi & Fujiwara, 2012).

Recientemente, se han identificado varios transportadores de cadmio en el arroz. El
cadmio se absorbe de los suelos a las raices, proceso mediado por los
transportadores: transportador de metales divalentes tipo 1 en Oryza sativa
(OsIRT1) y la proteina natural de macréfagos asociada a resistencia de tipo 1 en
Oryza sativa (OsNRAMP1).

Posteriormente, OsHMA3n (el alelo funcional de OsHMA3) juega un papel critico en
la compartimentacion de cadmio en vacuolas en células de la raiz y por lo tanto
regula negativamente la carga en el xilema de cadmio. OsHMA3a (el alelo no
funcional de OsHMA3) no puede funcionar en la compartimentacién de cadmio
vacuolar en las raices y que da como resultado una alta eficacia de la translocacion
de dicho metal de raiz a brote. También, OsLCT1 contribuye a la removilizacién de
cadmio de las laminas foliares a través del floema y también es probable que
desempefie un papel en la transferencia intravascular de cadmio en los nédulos.
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2.4.2.1. Admision por raices
Se ha documentado que, en suelos inundados, OsIRTs pueden ser inducidas por
los niveles mas bajos de hierro disponible y después que se inducia la liberacién de
OslIRTs del agua, se podia contribuir a la absorcion de cadmio (Takahashi et al.,
2011).

Lee & An, (2009), indican que cuando se ha dado una sobreexpresion de OsIRT1,
la acumulacion de Cd en las raices y los brotes se incrementa, lo cual sugiere que
esta proteina transportadora de hierro transporta ademas cadmio. Estos autores
concluyeron que OsIRT1 esta potencialmente involucrado en la absorcion de
cadmio de la raiz, pero su contribucién se ve afectada en gran medida por las

condiciones ambientales del suelo.

En otro estudio similar, se encontr6 que, en el arroz, hay siete genes de Nramp, se
los cuales el OsNramp1, un transportador de hierro, se ha establecido como un
transportador de afluencia de cadmio en la membrana plasmatica (Uraguchi &
Fujiwara, 2012 & Takahashi et al., 2011).

Estos autores concluyeron que es posible que OsNRAMP1 transmita cadmio al
citoplasma en las capas internas de las raices luego de la absorciéon de cadmio
desde la rizosfera por OsIRT1, y participe en el control de la disponibilidad del metal
para transportarlo en el xilema.

2.4.2.2. Carga de xilema y translocacion de raiz a brote
La capacidad de translocacion del cadmio al xilema mediada en los brotes se
muestra como un determinante importante para la acumulacion de cadmio en
muchas plantas incluyendo arroz (Uraguchi & Fujiwara, 2012 & Uraguchi et al.,
2009). En este sentido, Uraguchi et al, (2011), indican también que el principal
determinante de la concentracion de dicho metal en los tejidos de los brotes es la
capacidad de translocar el cadmio de la raiz a través del xilema, en lugar de la

absorcién por las raices. Los andlisis de loci de rasgos cuantitativos (QTL) han
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indicado varias regiones cromosomicas que controlan la acumulaciéon de cadmio en

los brotes de arroz; uno de estos loci regula la carga de cadmio en el xilema.

Investigaciones sefalan que OsHMA3 actia como transportador de cadmio, y que
su localizacion es en la membrana vacuolar, por lo cual las funciones de OsHMA3
reducen la carga de cadmio en el xilema y su posterior acumulacion en los granos
(Uraguchi & Fujiwara, 2012).

Especificamente, se ha documentado que el gen OsHMA3 es el responsable de la
baja acumulacion de cadmio en arroz. El gen codifica un transportador
perteneciente a la familia ATPasa tipo P1B. Se encontré que el transportador a bajas
concentraciones de cadmio es funcional, pero a altas concentraciones de metal
habia perdido su funcién, probablemente debido a una Unica mutacién de
aminoacidos. Los resultados indicaron que OsHMA3 a bajas concentraciones de
cadmio limita su translocacion desde las raices hasta los tejidos sobre el suelo

secuestrando selectivamente cadmio en las vacuolas de la raiz (Ueno et al., 2010).

Por otro lado, Nakanishi et al., (2006) mostraron que las condiciones deficientes de
hierro afectaron la distribucion de cadmio en las plantas de arroz y que la expresion
de OsIRT1 y OsIRT2, genes transportadores Fe?* en el arroz, aumentaron la
sensibilidad de cadmio, lo que sugiere que estos transportadores estan involucrados
en la translocacion de cadmio en arroz (Fujimaki, et al., 2010).

2.4.2.3. Transporte de floema hacia los gfanos
Los mecanismos por el cual se transporta el cadmio en el floema en plantas de arroz
no han sido dilucidados, sin embargo, se ha encontrado en el floema casi el 100%
de la deposicion de cadmio en los granos (Tanaka et al, 2007, en Uraguchi &
Fujiwara, 2012).
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Se sugiere la transferencia de cadmio de xilema a floema en los ganglios y el
transporte de cadmio del floema a través de un cuello de panicula muestra una
variacion genotipica con la participacion de transportadores en los nodos para el
transporte de cadmio del floema en los granos (Uraguchi et al., 2011 & Fujimaki et
al., 2010). Estos estudios indicaron la existencia de transportadores que median la
translocacién de cadmio en los granos y que la regulacién de los transportadores
puede alterar el nivel de deposicion de este metal en los granos (Uraguchi et al.,
2011).

Uraguchi & Fujiwara, (2012) indicaron que una primera identificacion de un
transportador de cadmio en el floema de las plantas esta dada por el transportador
de cationes de baja afinidad (OsLCT1), en las laminas foliares el cual funciona en
la remocion de cadmio por floema, y en el nodo |. En este sentido, OsLCT1 es
probable que desempefie un papel en la transferencia intravascular de cadmio
desde grandes haces vasculares ampliados a haces vasculares difusos, que se
conectan a la panicula.

También (Tanaka ef al., 2010, Fujimaki, et al, 2010 & Uraguchi et al., 2009)
documentaron que el transporte de floema también se ha considerado un paso clave
de la translocacion de cadmio al grano, porque el transporte de xilema se dirige
principalmente a los 6rganos de mayor transpiracion, como las hojas, pero no a los
sitios de mayor demanda de minerales, como los granos. Estos autores indican que
se estimo entre un 91% a un 100% de cadmio en granos de arroz se deposita desde
el floema.

Uraguchi et al., (2009), sefialaron que dado que es posible que el cadmio del xilema
sea transportado directamente a los granos después de la transferencia de xilema-
floema, puede causar una mayor acumulacion de cadmio en los granos. De hecho,
el analisis del trazador en la etapa de llenado de grano del arroz indico que el cadmio
cargado al xilema se transfirié al floema en los nodos y se transport6 directamente

a los granos a través del floema.
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2.4.3. Transporte de cobre

Debido a que el cobre es esencial y toxico dependiendo de la concentracion, los
organismos, incluidas las plantas, han desarrollado una red homoeostatica para
controlar las concentraciones celulares de cobre. La homeostasis de este metal en
las plantas depende del control de la absorcién de raiz, translocacion de raiz a brote,
compartimentacion y distribucion / redistribucién vacuolar de cobre a varios érganos
(Huang et al., 2016).

En las plantas, el cobre se absorbe principalmente en raices por transportadores de
cobre de alta afinidad de tipo CTR (COPT) como COPT1 en arroz. Deng, Yamaji,
Xia, & Ma, (2013) indican ademas que las ATPasas funcionan en la homeostasis
del cobre en arroz. Asi por ejemplo se ha encontrado que AtHMAS esta involucrado
en cargar dicho metal en el xilema para la translocacion de raiz a brote y/o

desintoxicacion de cobre en raices.

En contraste, los transportes AtMAG6/PAA1 movilizan cobre a través de la envoltura
de cloroplasto, mientras que en el tilacoide AtHMA8/PAA2 probablemente
transporta cobre en la luz del tilacoide. AtHMA7/RAN1 ha sido propuesto para
entregar cobre a los receptores de etileno (Huang et al., 2016 & Williams & Mills,
2005).

En arroz, OsHMAS5 ha sido demostrado que esta involucrado en la carga de cobre
al xilema para la translocacion desde la raiz. La proteina transportadora de metal-
nicotianamina (YSL16), es requerida para reciclar cobre de tejidos mas viejos a los
tejidos jovenes en desarrollo, asi como hacia granos. Se desconoce cuales otros
transportadores estén involucrados en el proceso de transporte de cobre (Huang et
al., 2016).

También se ha determinado que, en el tejido radicular, el cobre esta casi por
completo en forma de complejos; sin embargo, lo mas probable es que el metal
entre a las células de la raiz en formas disociadas. Sin embargo, el cobre tiene baja
movilidad en relacion con otros elementos en las plantas y la mayoria de este metal

56



parece permanecer en los tejidos de las raices y las hojas hasta que envejecen;
solo pequeiias cantidades pueden moverse a 6rganos jovenes.

Otro aspecto importante que debe considerarse es que hay una tendencia a
acumular cobre en los 6rganos reproductivos de las plantas; esto, sin embargo,
difiere ampliamente entre las especies de plantas. Las mayores concentraciones de
cobre se han encontrado en el embribn de granos de este cereal y en el
recubrimiento de la semilla (Huang et al., 2016).

2.4.4. Transporte de cromo
Los mecanismos moleculares precisos relacionados con la reaccién de defensa
contra la exposicién al cromo, asi como la translocacion y la acumulacién en el arroz
siguen siendo poco conocidas (Sinha, Pakshirajan, & Chaturvedi, 2018,
Stambulska, Bayliak, & Lushchak, 2018 & Kabir, 2016).

Se ha indicado que debido a que el cromo no es esencial para las plantas, éstas
toman este elemento a través de diversos transportadores de elementos esenciales
como hierro, sulfato y fosfato. Ademas, el impacto de la acumulacion de dicho metal
en la fisiologia de las plantas depende de la especiacion del metal responsable de
su movilizacién, su posterior absorcién, translocacién y acumulacion que da como
resultado toxicidad (Huda, Swaraz, Reza, Haque, & Kabir, 2016, Kabir, 2016 &
Hayat ef al., 2012). Huda et al., (2016) sefialaron que en arroz, la absorcion de
cromo en las plantas también esta relacionada con la portador de azufre.

Aunado a lo anterior, se conoce que el estado de valencia del cromo es uno de los
principales factores que incide sobre el transporte de este elemento dentro de la
célula vegetal (Sinha, Pakshirajan, & Chaturvedi, 2018 & Stambulska et al., 2018).
Al respecto, Kabir, (2016) sefiala ademas que el Cr*® se capta activamente,
probablemente mediado por portadores como el sulfato o el hierro, mientras que el

Cr*® probablemente se absorba pasivamente a través del intercambio cationico.
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En el caso del hierro, se ha indicado que la reductasa de quelato férrico (FRO) y
genes transportadores regulados por hierro (ZIP) juegan roles clave en la
adquisicion de cromo en las plantas (Kabir, 2016); mientras que la participacion de
transportadores de sulfato en la captacion de Cr*® son evidentes a partir de estudios
recientes llevado a cabo en la inhibicién del transporte de sulfato y asimilacién via
utilizando inhibidores transgénicos, enzimaticos y metabdlicos (Sinha, Pakshirajan,
& Chaturvedi, 2018 & Stambulska, Bayliak, & Lushchak, 2018).

En el caso del Cr*?® Sinha, Pakshirajan, & Chaturvedi, (2018) explican que éste se
une fuertemente al grupo carboxilo de aminoacidos en proteinas que forman
complejos binucleares. Este proceso ocurre posterior a la reduccion de Cr*¢ a Cr*?
menos dafiino en la superficie de la raiz de la planta, en donde participan
constituyentes de células vegetales como NADPH, glutation, varias pentosas,
FADH:z, acido ascérbico, cianocobalamina, citocromo P-450 y la cadena respiratoria
mitocondrial estan involucrados en el proceso de reduccion (Hayat et al., 2012).

También es importante sefalar que la localizacion de OsHMA3 a membranas
vacuolares sugiere un papel para la proteina en la transferencia de iones de metales
pesados a través de la membrana vacuolar, del citoplasma a la vacuola. Este
proceso de inmovilizacién de cromo en la vacuola de las células de la raiz de la
planta se sugiere como una razon principal para la acumulacion excesiva de este
metal en las raices (Kabir, 2016).

Por ultimo, un hecho importante en la distribucion de cromo en los cultivos es la
indicada por Hayat et al., (2012), quienes sefialan que la maxima cantidad de este
contaminante se encuentra en las raices y la minima en los érganos vegetativos y
reproductivos. La razén de la mayor acumulacion en las raices de las plantas podria
deberse a que el cromo metal esta inmovilizado en las vacuolas de las células de la
raiz, lo que lo hace menos téxico, lo que puede ser una respuesta de toxicidad
natural de la planta.
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2.4.5. Transporte de plomo
En algunas plantas el plomo es capaz de acumularse principalmente en las raices
siendo minima su presencia en otras partes u 6rganos de los cultivos. De manera

similar su disponibilidad para las plantas esta en funcion del pH del suelo.

Sin embargo, el comportamiento del plomo en el suelo, en el contexto de las
especies, la solubilidad, la movilidad, y la biodisponibilidad, esta controlada por
interacciones complejas gobernadas por muchos factores biogeoquimicos como el
pH, las condiciones redox, la capacidad de intercambio catiénico, la mineralogia del
suelo, condiciones biologicas y microbianas, cantidad de plomo presente, organico
e inorganico, niveles de ligandos, niveles de cationes en competencia, y especies
de plantas involucradas. Dichos factores pueden actuar en combinacién entre si y
pueden alterar el comportamiento del plomo presente, asi como la velocidad de
absorcion de las plantas (Kumar, Smita, & Cumbal Flores, 2017 & Pourrut et al,
2011).

El comportamiento del plomo en el suelo y la absorcion de las plantas esta
controlado por su especiacion y por el pH del suelo, el tamafio de particula del suelo,
la capacidad de intercambio catiénico, el area de la superficie de la raiz, la

exudacion de la raiz y el grado de transpiracion micorrizica.

2.4.5.1. Captacion de plomo por las plantas
Parte del plomo presente en la solucién del suelo se adsorbe en las raices y luego
se une a grupos carboxilo de acido urénico de mucilago o directamente a los
polisacaridos de la superficie de la célula de rizodermo.

Sin embargo, la absorciéon de plomo no es uniforme a lo largo de las raices de las
plantas ya que se puede observar un gradiente de concentracién de plomo desde
el apice de la raiz. De hecho, las mayores concentraciones de plomo se pueden
encontrar en los apices de las raices, donde las células de la raiz son jovenes y

tienen paredes celulares delgadas que facilitan la absorcion. Ademas, el area apical
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es el area donde el pH rizodérmico es el mas bajo, lo que aumenta la solubilidad del

plomo en la solucion del suelo.

A nivel molecular, el mecanismo por el cual el plomo entra en las raices sigue siendo
desconocido. Este elemento puede ingresar a las raices a través de varias vias un
de ellas particularmente a través de canales i6nicos (Pourrut et al., 2011 & Wang et
al., 2007). Recientemente Kumar, Smita, & Cumbal, (2017) indicaron que la
absorcion del plomo por las raices ocurre a través de la via apoplastica o a través
de canales permeables al Ca?*.

2.4.5.2. Acumulacion de plomo en las plantas

Después de la absorcion, el plomo se acumula principalmente en las células de la
raiz, debido al bloqueo por las tiras de Casparian dentro de la endodermis, el
secuestro en las vacuolas de células rizodermales y corticales por la formacién de
complejos, inmovilizacién por pectinas con carga negativa dentro de la pared
celular, acumulacion en membranas plasmaticas, la union de fitoquelatinas,
glutation y aminoacidos, precipitacion de sales de plomo insolubles en espacios
intercelulares y sintesis de osmolitos (Kumar ef al., 2017 & Pourrut et al,, 2011 &
Arias et al., 2010).

El transporte de metales desde las raices de las plantas hasta los brotes requiere
movimiento a través del xilema (Pourrut et al., 2011) y este proceso de translocacién
de plomo a partes aéreas de plantas aumenta en presencia de quelantes organicos
como &cido etilen diamino tetraacético (AEDT) (Barrutia et al, 2010) o ciertas
especies de microorganismos (Arias et al., 2010).

También se ha documentado que el plomo se transloca a las areas foliares a través
del flujo vascular. Al pasar por el xilema, el plomo puede formar complejos con
aminoacidos o acidos organicos. Sin embargo, el plomo también puede transferirse
en forma inorganica, como lo es el cadmio (Pourrut et al., 2011).
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2.5. Valores maximos permitidos de metales pesados en arroz
A fin de comparar los valores de los metales pesados que se obtengan en la
investigacion y evaluar el riesgo asociado por la ingesta de arroz, se emplearan las
normativas que se describen a continuacion.

En el nivel nacional, la normativa para la concentraciéon de metales pesados en arroz
corresponde al Reglamento Técnico DGNTI-COPANIT 75-2002, el cual no
establece los valores maximos permitidos de metales pesados en arroz (Ministerio
de Comercio e Industrias, 2002). Esta norma se fundamenta en El Codex
Alimentarius, la cual a su vez sefala que: “Los productos regulados por las
disposiciones de esta Norma deberdn estar exentos de metales pesados en
cantidades que puedan representar un peligro para la salud humana” (FAO/OMS,
2007).

Debido a que no se sefialan valores maximos permitidos se emplearan los criterios
del Comité Mixto FAO-OMS, el cual establece los siguientes valores maximos de
metales pesados en arroz: Cadmio 0,4 mg.Kg'; plomo 0,2 mg.Kg' (FAO-OMS,
2015).

En el caso del As se ha establecido un valor maximo de 0,2 mg.Kg™ de arroz pulido
y de 0,35 mg.Kg' de arroz descascarillado (arroz integral) siendo este ultimo valor
establecido el 27 de junio de 2016 como enmienda a la concentracién de arsénico
en arroz.

Por su parte, la Unién Europea contempla los siguientes valores maximos
permitidos: Plomo 0,20 mg.Kg-', cadmio 0,10 mg.Kg™ y arsénico de 0,20 mg.Kg™!

(Comisién Europea, 2017).

Sumado a lo anterior, se determina los valores de Ingesta Semanal Tolerable
Provisional (ISTP), segun datos presentados en el cuadro 4.
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Cuadro 4: Ingesta Semanal Tolerable Provisional (ISTP) para metales pesados

No. DE CONTAMINANTE ISTP

CODIGO NOMBRE

1.3 Arsénico - ISTP: 15 pg.kg™' de peso corporal (JECFA, 1988)
- No esta clara la situacion relativa al arsénico
organico presente en los alimentos

1.6 Cadmio - ISTP: 7 pug.kg"' de peso corporal (412 reunién del
JECFA)
- Pueden plantearse problemas para la salud

1.1 Plomo - ISTP: 25 pyg.kg™ de peso corporal (JECFA, 1986)

- Posibles problemas para la salud

Tomado de: Torres, 2011.

2.6. Analisis de metales pesados

2.6.1. Determinacién de la concentracion total de metales pesados

2.6.1.1. Preparacion de la muestra y extraccion
Se han ensayado diversas técnicas para la preparacion de las muestras de arroz,
ya que representa un punto critico para el éxito del analisis, y se considera una
importante fuente de error en el desarrollo del método analitico. En los estudios de
Mataveli et al., (2016), se investigaron diferentes procedimientos de preparacion de
muestras para verificar su capacidad en la cuantificacion de las concentraciones
totales de arsénico, cadmio y plomo por medio de ICP-MS.

Estos estudios concluyeron que todos los procedimientos: horno de mufla, digestion
acida calentando en bloque metalico o placa caliente y digestion 4cida asistida por
radiacion de microondas, dieron buenos resultados, con recuperaciones que van
desde 80.0 a 120.0%

McSheehy, Szpunar, Morabito & Quevauviller, (2003), concluyen que las técnicas
modernas de extraccion de metales pesados emplean extraccion acida asistida por
microondas. Las microondas de baja energia facilitan la extraccion, requiriendo
ademas menor tiempo para el proceso. La energia del microondas penetra la
muestra y la calienta en forma directa; ocasionando un cambio en el campo eléctrico
del microondas.
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Welna, Szymczycha, & Pohl (2015) sefialan ademas que la digestion asistida por
microondas es un proceso rapido que se completa de 0,5-1 hora ya que se realizan
a temperaturas elevadas (90-250 °C). Esta extraccion emplea como solventes una
mezcla de HNO3 concentrado y H202 (2:1) y para eliminar cualquier residuo sélido
la muestra posterior a la extraccion es sometida a centrifugacion y filtracion, la cual

se realiza usando una membrana de fibra de vidrio (0,2um o 0,45um).

En relacion con los extractantes, otra investigacion explica que en la actualidad
predomina la digestién en medio acido en sistemas de horno microondas que usan
mezclas de HNO3-H20:2 y se prefiere para el tratamiento de muestras de arroz antes
de las mediciones de las concentraciones totales (Ma, Wang, Tang, & Yang, 2016;
Baba et al., 2014 & Hymer & Caruso, 2004).

2.6.1.2. Principio del ICP-MS
La determinacion de metales en muestras complejas requiere el acoplamiento de
técnicas adecuadas de separacion y deteccién. En la actualidad, se dispone de
técnicas de deteccion robustas, fiables, de elevada precision y sensibilidad, dentro
de las cuales destaca el Plasma Acoplado Inductivamente con Detector Masa.

El principio en que se fundamenta el ICP-MS, es explicado por Franco, Gémez &
Garcia (2015); AOAC, (2015) & Jackson & Punshon (2015) y se detalla a
continuacién:

La instrumentacién mas ampliamente utilizada de ICP-MS presenta un cuadrupolo
como analizador, en el cual la muestra liquida, introducida generalmente mediante
nebulizacién neumatica, se transforma en un aerosol en un sistema de nebulizacién.

Posteriormente, este aerosol es transportado por un flujo de gas (argén) al interior
de un plasma de este mismo gas noble, generado en una antorcha de cuarzo
mediante la aplicacion de radiofrecuencias. Dicho plasma alcanza temperaturas

entre 8000 y 10000 K, que permite que la muestra sea desolvatada, vaporizada,
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atomizada e ionizada, formandose principalmente iones monoatémicos vy

monopositivos (aunque también pueden formarse iones con dobles cargas).

Estos iones formados pasan a través de una interfase de extraccién, formada por
dos conos metalicos (de niquel o platino) que se encuentra a vacio moderado (~1-
2 torr), hasta alcanzar un sistema de lentes electrostaticas (zona de alto vacio) que
enfoca el haz de iones hacia una celda de colision/reaccion para eliminar las
posibles interferencias de matriz o espectrales que conlleva el uso de esta técnica.
Una vez reducidas o eliminadas dichas interferencias el haz de iones procedentes
de la celda es conducido al analizador, en este caso un cuadrupolo, que separa los
iones en funcién de su relacién m/z, hasta ser registrados por un detector.

La corriente de iones se transporta luego al filtro de masa cuadripolar, donde solo
se pasan iones que tienen una relaciéon de masa a carga deseada (m/z) en cualquier
momento en el tiempo. Los iones que salen del filtro de masa son detectados por
un detector de estado sélido y la sefial es procesada por el sistema de manejo de

datos.

2.6.1.3. Deteccion, identificacion y cuantificacion

Ammann (2007), sefiala que ICP-MS se emplea rutinariamente en diversos campos
como la geoquimica, el medio ambiente y las ciencias, las industrias (alimentaria,
quimica, semiconductora, nuclear), la ciencia forense y la arqueologia. Después de
la introduccién del primer instrumento comercialmente disponible en 1983, la técnica
ha mejorado continuamente, disefiandose instrumentos fiables y robustos con
limites de deteccion muy bajos (ppt) y alta resolucién espectral (10 000), con la
capacidad de analizar multielementos con facilidad de cuantificacion (Ammann,
2007).

El ICP-MS se ha convertido en la actualidad en una poderosa herramienta para el

analisis elemental por sus excelentes caracteristicas analiticas, como son: rapidez



en el analisis, elevada especificidad elemental e isotépica, amplio campo de
aplicacién (Franco, Gomez & Garcia, 2015).

Se ha demostrado ademas que el uso del ICP-MS para este proceso, pues permite
mejorar la especificidad y sensibilidad analitica, facilitando la separacién de iones
de acuerdo con la relacién masa-carga. El ICP-MS presenta ademas la ventaja
sobre otros métodos pues aumenta la sensibilidad y selectividad en analisis
multielementales (McSheehy, et al., 2003).

También se ha empleado esta técnica analitica en diferentes alimentos, empleando
espectrometria de masas de plasma acoplado inductivamente (ICP-MS). Los
resultados permitieron concluir que ICP-MS se ha convertido en un método
instrumental valioso debido a su amplio rango dinamico y capacidad para analisis
de elementos multiples (Voica, Dehelean, & Kovacs, 2012).

Investigaciones de Voica et al, (2012) concluyeron que este método asegura el
limite de cuantificacién requerido para las determinaciones cuantitativas de las
concentraciones de estos elementos en los alimentos; con una buena linealidad
(0,998 2R 2 0,9999) para la mayoria de los elementos, por lo cual los autores
recomiendan el método descrito para la determinacién a nivel de traza y ultra traza.

Otras caracteristicas sefialadas por estos autores con relacion a este sistema
analitico es que permite obtener espectros de masas (m/z), simples, que se generan
a expensas de multiples fragmentaciones, permitiendo la deteccién y cuantificacion
hasta un 85% de todos los elementos con concentraciones no medibles por otras
técnicas.

También se conoce que esta técnica analitica es versatil, robusta, de mayor
sensibilidad (ppt) y capaz de proporcionar informacién precisa y confiable sobre
concentraciones e identidad de especies (Franco, Gémez & Garcia, 2015 &
Ammann, 2007). Por otro lado, es una ventaja Unica y sobresaliente de ICP-MS
utilizar estandares de elementos certificados, especificos y de bajo costo, lo que
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permite un control cuantitativo de las pérdidas elementales, la descomposiciéon de

las especies o la contaminacion en cada paso de un experimento (Ammann, 2007).

2.6.1.4. Control de calidad
Para realizar el control de calidad en la determinacion de metales pesados se
emplean materiales de referencia. CENMA (2006), indica que “un material de
referencia (MR), es un material(es) o sustancia(s) que tiene(n) una (varias)
propiedad(es) suficientemente bien establecidas que pueden ser utilizados en la
calibracion de instrumentos de laboratorio, comprobacién de métodos de medida o
para la asignacion de valores a materiales”.

Asi mismo, se tienen los materiales de referencia certificados (MRC) que seran
“aquellos materiales de referencia en los cuales, la(s) propiedad(es) se hallan
certificadas por un procedimiento técnicamente validado, acompafiadas por un
certificado y que tienen trazabilidad e incertidumbre establecidas” (CENMA, 2006).

La aplicacion de métodos complejos de preparacion de la muestra, los cuales suelen
implicar diversas etapas analiticas, conlleva al aumento de errores analiticos. Por lo
tanto, el control de calidad es un factor critico en los analisis, por lo que el Programa
de Medidas y Pruebas de la Unién Europea ha organizado varios proyectos para
realizar estudios interlaboratorio y preparar materiales de referencia certificados
(CRMs), haciendo especial hincapié en la identificacion y eliminacion de las fuentes
de error que pueden afectar a este tipo de analisis (Gomez et al., 2000).

También Welna Szymczycha & Pohl (2015), indican que el enfoque mas confiable
para demostrar la precision del todo el método de analisis se basa en el analisis de
materiales de referencia certificados (CRM) de diferentes harinas de arroz (blancas),
dentro de las cuales se pueden destacar el IRM-804 del Centro Comin de
Investigacion de la Comision Europea-Instituto de Materiales de Referencia y
Medida (JRC-IRMM), el cual fue empleado en esta investigacion.
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Se emplea el material de referencia para evaluar la precision y exactitud segun lo
explicado en el apartado de metodologia.

2.6.2. Especiacion de arsénico

2.6.2.1. Conceptos previos
La determinacion de arsénico total en una muestra es insuficiente, puesto que su
toxicidad depende no solo de su nivel de concentracion, sino también de la forma
quimica bajo la que esté presente. Es por ello que las investigaciones en el campo
de la Quimica Analitica se han centrado en las ultimas décadas en el desarrollo de
métodos analiticos para llevar a cabo la identificacion y cuantificacion de sus
especies quimicas, tanto para poder estimar su toxicidad como para comprender
los procesos bioquimicos en los que estan implicadas las distintas especies de
arsénico (Garcia, 2013).

En este mismo sentido, se ha indicado también que la caracterizacion completa de
compuestos de arsénico es necesaria para comprender la ingesta, acumulacion,
transporte, almacenamiento, desintoxicacion y activacion de este elemento en el
medio ambiente natural y en los sistemas vivos (Welna, Szymczycha, & Pohl, 2015
& Hymer & Caruso, 2004).

Esta caracterizacion comprende la determinacion de arsénico total y la especiacion,
la cual es un proceso largo y que requiere de procedimientos adecuados, desde el
muestreo hasta la determinacion.

El término especiaciéon en quimica analitica hace referencia a la “determinacién de
los diferentes estados de oxidacién de un elemento que prevalece en un
determinado espécimen o para la identificacién y cuantificacion de compuestos
biolégicamente activos a los cuales el elemento esté ligado” (Burguera & Burguera,
1997).
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2.6.2.2. Preparacion de la muestra

La preparacion adecuada de la muestra es un requisito previo esencial para una
evaluacion precisa de la exposicion al arsénico proveniente de arroz contaminado,
esto debido a que este alimento representa una matriz compleja. En primer lugar,
se debe liberar el arsénico de la matriz después de la extraccion de la muestra. En
segundo lugar, dada la importancia toxicoloégica de las especies arsenicales, el
procedimiento de extraccion de las muestras debe preservar la especiacion, es decir
no debe haber interconversion de especies (Welna et al., 2015; Zhao, Li, Xu, Luo &
Ma, 2015 & Alava ef al., 2012).

Este aspecto también es sefialado por Ma, Wang, Tang, & Yang, (2016) & Amaral,
Nébrega & Nogueira, 2013), los cuales sefialan que, en los procedimientos de
especiacion, la preparacion de muestras es uno de los pasos mas critico, donde
pueden ocurrir problemas como: pérdidas durante el muestreo, contaminacion,

interconversion entre especies o incluso extraccion ineficaz del analito.

También, se ha sefialado que la preparacion de muestra es la mas critica desde el
punto de vista de las posibles fuentes de error del método analitico, pudiendo afectar
tanto a la fiabilidad de los resultados obtenidos como al tiempo invertido en el mismo
(Garcia, 2013).

Welna et al., (2015), indican que las muestras de arroz se pueden dividir en dos
grupos: 1) recolectada en el campo (es decir, planta de arroz fresco con pajas y
cascaras con granos o granos solamente) extraida de plantaciones de arroz y, 2)
comercializados, es decir, granos de arroz secados al aire de diferentes fuentes y
tipos comerciaimente disponibles en los mercados locales, importados o producidos
localmente; dependiendo de las variedades de arroz, blanco, marrén, negro, rojo,

amarillo, verde, sancochado, basmati, jazmin, risotto y arroz silvestre.

Estos autores indican que las muestras comerciales de arroz se pueden analizar sin
ningun tipo de especial pretratamiento. Sin embargo, en la practica, después de

retirar las cascaras, los granos de arroz se lavan inicialmente con agua y / o se
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secan en un horno a 50-70 ° C durante 6-48 h, a 70-90 ° C durante la noche o hasta

que se alcanza peso constante.

Posteriormente, las muestras se muelen manual o mecanicamente para
homogenizar y luego son tamizados para seleccionar las fracciones apropiadas del
tamanfo de particula. La temperatura de molienda debe permanecer por debajo de
40 ° C para mantener la estabilidad de la especie de arsénico durante el
procesamiento (Welna et al., 2015 & Hymer & Caruso, 2004).

Por ultimo, las muestras en polvo se pueden almacenar a temperatura ambiente o
dentro de un desecador, pero por lo general se mantienen en un refrigerador a 4-10
°Coenuncongeladora-4°Ca-20°C (Welna et al, 2015 & Pizarro et al., 2003).
El almacenamiento es considerado un factor clave debido a que se ha demostrado
que la humedad favorece la actividad anaerdbica quimica o microbiologica que
contribuye a las transformaciones entre As*3, As*S y MMA.

Las muestras de arroz también se pueden analizar sin pulverizaciéon o esmerilado.
Sin embargo, esto puede conducir a resultados erréneos debido a la heterogeneidad
en la distribucién de arsénico a lo largo de los granos de arroz en un paquete. De
hecho, Alava ef al., (2012), informaron que las muestras de arroz deben molerse
finamente en polvo, ya que el tamafio de particula juega un papel significativo en la
posterior eficiencia de extraccion de arsénico, llegandose a reportar inclusive
disminuciones en del 75% cuando el arroz fue tratado como granos enteros en lugar

de granos finamente molidos.

2.6.2.3. Extraccion
Ma et al., (2016) & Welna ef al., (2015) indican que la especiacién de arsénico
requiere de extraccion en condiciones suaves para mantener la integridad de todas
las especies arsenicales, debido a que la extraccion cuantitativa de As*3, se dificulta
debido a que esta fuertemente unida a los grupos -SH de proteinas citosoélicas y

constituyentes macromoleculares del arroz; se necesitan condiciones fuertes para
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extraerlo. Por lo contrario, las formas organicas de arsénico (por ejemplo, DMA) no
estan quimicamente ligadas a estructuras grandes en el arroz, por lo que dependen

menos de los medios de extraccion utilizados.

Welna et al., (2015) detallan ademas que para determinar las concentraciones de
arsénico total y especies arsenicales en arroz usando métodos de deteccion
atomica y/o MS, las muestras deben estar en forma liquida. Las estrategias
adecuadas para la preparacion de la muestra de arroz son:

e Digestion seca 0o humeda, que generalmente se emplea para la
determinacion de la concentracion total de arsénico; utiliza reactivos
agresivos (comunmente &acidos concentrados) y tiene como objetivo
descomponer la matriz de muestra y liberar arsénico en la forma de sus iones

simples; vy,

e Extraccion con solventes basada en la no destruccion (o solo parcial) de la
matriz de muestra; liberada como especies de interés de las muestras en
solventes, por lo que proporciona un espectro de especiacion de arsénico en
el arroz.

Ademas, la eficiencia de extraccion usando la digestion con microondas en
recipientes cerrados fue mejor que usar la digestion con microondas en recipientes
abiertos. Este aspecto es también constatado por Son, Lee, Kim, Lee, & Nam,
(2019), los cuales aportan que la extraccion asistida por microondas tiene algunas
ventajas con su excelente y consistente eficiencia de extraccion.

Otros estudios indican que existen diversas opciones de disolventes utilizados para
el andlisis de especiacion de arsénico en tejidos de plantas. Entre ellos, los mas
importantes son el metanol, el agua, el acido nitrico, el acido formico, la solucién
enzimatica, el tampén de fosfato y el tampoén tris. Del mismo modo, los
procedimientos de extraccion también son numerosos, dentro de los que se pueden
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sefialar: agitacion mecanica y calentamiento, asistida por ultrasonidos, extraccion
liquida presurizada o asistida por radiacién de microondas, e incluso una
combinacioén de estos procedimientos (Son et al., 2019; Ma et al., 2016; Zhao et al.,
2015 & Amaral, N6brega, & Nogueira, 2013).

En este sentido, Amaral ef al., (2013), Marquez et al., (2012) & Zheng et al., (2003),
observaron que menos del 10% del total de arsénico en las plantas se extrajeron
cuando se uso la mezcla de metanol/agua (9:1 v/v) como solvente, no obstante, se
requerian nuevos estudios para buscar extractantes adecuados para plantas
cultivadas en habitats terrestres.

Otro estudio similar ensayé mezclas de metanol/agua, determinando que estas
mezclas son extractantes eficaces de especies organicas y han sido empleadas
comunmente para la extraccion de arsénico en plantas. Sin embargo, la eficacia de
extraccion para especies inorganicas disminuye drasticamente cuando se usa una
mezcla metanol/agua. Esto se debe a que las especies inorganicas estan
principalmente unidas a la pared celular, lipidos, lignina y celulosa insoluble en
plantas terrestres (Ma et al., 2016).

En este contexto, Zheng Hintelmann (2009), estudiaron ocho extractantes diferentes
para la separacion de especies organicas e inorganicas. Para ello se efectuaron
procedimientos de extracciéon sélido-liquido y la especiacién de arsénico en los
extractos se llevd a cabo con HPLC-SF-ICP-MS. Los resultados obtenidos
dependieron de los solventes de extraccion utilizados en los diferentes
procedimientos de extraccion.

La extraccion con metanol-agua condujo a recuperaciones de arsénico del 9% al
44%, mientras que se obtuvo un alto rendimiento de extraccion (aproximadamente
82%) con agua. La hidrélisis alcalina también dio como resultado altos rendimientos
de extraccion (86% -98%), pero se observé una oxidacion severa de As (lll) a As
(V).
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Se observo que la extraccion de especies de arsénico inorganico fue reprimida por
la presencia de metanol en los solventes de extraccion, mientras que el alto
contenido de metanol en los solventes de extraccion fue efectivo para la extraccion
de especies organicas de arsénico. Por lo tanto, se recomienda realizar la extraccion
tanto con agua sola como con metanol-agua (9:1, v/v), para obtener el perfil

completo de las especies de arsénico en las plantas terrestres.

Otro de los solventes extractantes es el acido trifluoroacético (TFA), el cual ha
mostrado ser apropiado para estos procedimientos (Zavala, Gerards, Gurleyuk, &
Duxbury, 2008 & Gong, et al., 2002). Ackerman et al, (2005), ensayaron la
especiacion en arroz cocido. Las muestras de arroz se extrajeron usando acido
trifluoroacético y se especiaron usando IC-ICP-MS. EIl procedimiento de TFA fue
capaz de extraer 84-104% del arsénico de cinco diferentes muestras de arroz
cocido. Las recuperaciones cromatograficas variaron del 99% al 116%, lo cual

demostr6 que este solvente es recomendable para la especiacion de arsénico.

En otro estudio, Schmidt et al, (2008), compararon dos procedimientos de
extraccion: extraccion de proteina modificada (MPE) y extraccion con acido
trifluoroacético para raices, tallos, hojas y granos de plantas de arroz. Los autores
concluyeron que la extraccion de MPE fue ineficiente (3-10%) para la extraccion
arsénico en raices, pero fue efectiva para otras partes de la planta, sin embargo, el

procedimiento TFA fue efectivo en todas las partes de la planta.

2.6.2.4. Deteccion y cuantificacion
En relacion con la deteccion y cuantificacion, los analisis de especiacién, segun lo
sefialado por Nogueira, Melo, & Figueiredo, (2018), Ma et al., (2016), Carey et al.,
(2012), Horner & Beauchemin, (2012) & Hymer & Caruso (2004), han crecido
rapidamente especialmente con la utilizaciéon de cromatografia liquida de alta
resoluciéon (HPLC) integrado a espectrometria de masas acoplado inductivamente
(ICP-MS), un sistema detector altamente sensible y robusto.
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Aunque se han utilizado multiples métodos para la especiacién de arsénico en arroz,
HPLC-ICP-MS es uno de los mas empleados, debido especialmente a sus bajos
limites de deteccion y versatilidad para determinar tanto especies volatiles como no
volatiles. En este caso, se trata de una combinacién de una técnica con alta potencia
de separacion, como cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), con una de
deteccion que ofrece alta sensibilidad, robustez y un amplio rango dinamico lineal,
como la espectrometria de masas de plasma acoplado inductivamente (Ma ef al.,
2016; Nogueira, Melo & Figueiredo, 2018 & Amaral et al., 2013).

En otros estudios se combinaron las buenas capacidades de separacion de HPLC
con deteccion ICP-MS altamente sensible para identificar y cuantificar especies de
arsénico en grano de arroz maduro, detectar arsenito, arseniato y arsénico
dimetilado (DMA) con, ocasionalmente, trazas de arsénico monometilado (MMA). ElI
porcentaje de rendimiento relativamente alto del HPLC-ICP-MS permite un analisis
comparativo rapido del arsénico total y la especiacién arsenical en cultivos de arroz
(Carey et al., 2012).

Por otro lado, se han utilizado una diversidad de fases moviles, obteniéndose
diferentes resultados en el proceso de extraccion (Ma et al., 2016; Baba et al., 2014
& Amaral et al., 2013). Asi, por ejemplo, la solucién amortiguadora de fosfato se usa
frecuentemente como fase movil para la separacion de intercambio anionico; sin
embargo, las sales no volatiles en el amortiguador pueden depositarse en los conos
de la muestra y del skimmer, lo que da como resultado la inestabilidad de la sefial y
que se pierda mucho tiempo para limpiar las piezas del instrumento (Baba et al,,
2014).

También Baba et al, (2014), sefalan que: Xie ef al., separaron especies
arsenicales en 12 minutos usando una columna de intercambio cationico y una fase
movil de nitrato de amonio 10 mM y 0.0025% (v/v) acido nitrico en modo isocratico.
Sin embargo, los picos de As (V) y MAA se superpusieron parciaimente.
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Las fases moviles de acido nitrico y/o nitrato de amonio también se usaron en
condiciones de elucion en gradiente. El carbonato de amonio y el hidrégeno
carbonato de amonio se han usado ocasionalmente como soluciones
amortiguadoras volatiles para eluciéon en gradiente en analisis de muestras de agua
superficial, orina, pescado y musculo. Estas fases moviles son alcalinas, por lo que
originan turbulencia cromatografica en analisis con soluciones analiticas acidas,
como los extractos que se realizan en la determinacioén de este metaloide en arroz
(Baba et al., 2014).

Los trabajos de Francesconi et al., también son referenciados por Baba et al.,
(2014), quienes indican que recientemente se ha informado sobre la especiacion de
arsénico en alimentos que contienen arroz usando una columna PRP-X100 y acido
malénico acuoso a pH 5,6 bajo elucion isocratica, logrando que estas condiciones
den resultados rapidos (<6 min) con adecuada separacion, condiciones que son
esenciales para los analisis cotidianos con HPLC-ICPMS.
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3. ASPECTOS METODOLOGICOS
3.1. Tipo de investigacion

La investigacion desarrollada en este trabajo es de tipo descriptiva y longitudinal.

3.1.1.  Definicion
La investigacion corresponde a un estudio descriptivo debido a que como se sefial6
anteriormente especifica los niveles de concentraciones de 5 elementos
potencialmente téxicos a la salud del ser humano, a fin de establecer un analisis

comparativo con los limites maximos permitidos por las normativas internacionales.

Adicionalmente, puede sefnalarse que se trata de una investigacion longitudinal,
pues en este estudio se han obtenido datos de diferentes tiempos de muestreo,
permitiéendose comparar estos resultados y evidenciar si se han presentado cambios
a través del tiempo en que se efectio el muestreo y si entre los elementos
analizados hay correlacion.

3.2. Sujetos o fuentes de informacién
Se contd con la participacion de fuentes de informacion humana, dentro de las
cuales podemos destacar personal de instituciones publicas y privadas como:
Ministerio de Desarrollo Agropecuario (MIDA), Asociacion de Productores de Arroz
de Chiriqui (APACH), Asociacion Nacional de Molineros de Arroz (ANALMO),
(ACODECOQ), Laboratorio de Analisis Medioambiental de la Universidad de Huelva.

3.3. Definiciéon conceptual, instrumental y operacional de las variables

Variable dependiente: concentraciones de metales pesados.

Variable independiente: procedencia y clase de arroz.
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Cuadro 5: Definicién conceptual, operacional e instrumental

Variable Definicion Definicion Definicion Dimensiones Indicadores
conceptual operacional instrumental
Procedencia del Procedencia: Corresponde Entrevista a Ubicacién Arroz
arroz origen de algo o el al origen APACHYy geografica de importado
principio de donde geograficode  productores de los sembradios  Arroz nacional
nace o deriva. las semillas de arroz de arroz
Arroz: semilla de Oryza sativa
la planta Oryza procesadas
sativa, para el
perteneciente ala consumo
familia de las humano y
gramineas, es un  clasificadas
cereal que es como
considerado parte  importado y
basica de la nacional.
alimentacién en
gran parte del
planeta.
Clase de arroz Clase: Clasificacion Entrevista a Caracteristicas  Arroz especial
grupo de element  asignada al productores de del arroz, Arroz de
0s arroz pulido, arroz clasificacién primera clase
que comparte car  de acuerdo Etiquetado del  durante el
acteristicas comu  conla producto empaque
nes cantidad de
granos
enteros,
granos
danfados,
rojos,
amarillos y
yesosos
presentes
durante la fase
de empaque.
Concentracion Concentracién: Cantidad de Cuantificacion  Resultados de Limites
de metales Cantidad de sustancia, mediante ICP-  los analisis maximos
pesados sustancia expresadaen  MS, HPLC- Normativas de permitidos y
presente en un pg.Kg'para ICP-MS la OMS y UE contenido de
volumen elementos MP en los
determinado. metalicos con arroces
Metales pesados:  densidad
cualquier superiora 5
elemento quimico  g.mL".
metalico que
tenga densidad 5

veces mayor al
agua y sea toxico
en
concentraciones
bajas.
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3.4. Poblacién y muestra
Durante la fecha en que se realiz6 la etapa de muestreo de la investigacion (octubre-
diciembre de 2016), la provincia de Chiriqui contaba con 7 molinos encargados de
procesar el arroz producido en esta region y el arroz importado (MIDA, 2016). Estos

7 molinos constituyeron los sitios donde se realizaria el muestreo.

La poblacion estuvo representada entonces por el arroz procesado en estos 7
molinos, mientras que la muestra estuvo constituida por el arroz existente en 6 de
los 7 molinos ya que uno de los molinos no estuvo anuente a participar de la

investigacion.

Estas muestras de arroz son empacadas segun clase y por fecha, lo cual totalizé al
final de la etapa de muestreo:

- 19 arroces nacionales, empacados como arroz de primera.

. 19 arroces importados, empacados como arroz especial.

@ 2 muestras que contenian mezcla de arroz nacional y arroz importado.

3.441. Muestreo
Las muestras de arroz que se consideraron son aquellas que han sido sometidas a

procesos de descascarillado y pulimiento (arroz especial y de primera).

Para considerar que la muestra sea similar al arroz utilizado para el consumo
humano se muestre6 en la fase de empacado de arroz. Se tomaron muestras en
tres meses de produccion: agosto, septiembre y octubre, a fin de realizar el
muestreo posterior a la etapa de maduracién del arroz en los silos (de 1-3 meses).
Con la finalidad de disminuir la variabilidad de la muestra, la frecuencia de muestreo
se efectud quincenalmente y por clase de arroz se tomaron triplicados en cada fecha

de muestreo.
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Se muestrearon triplicados bolsas de arroz de 2 o 5 libras, dependiendo del tamafio
de empacado de los molinos. Es importante sefalar que los empaques eran

suministrados por el personal encargado del departamento de empacado.

Posteriormente, las muestras fueron cuarteadas y se tomé una masa final
aproximada de 10 g (por sugerencia del Laboratorio de Analisis Medioambiental de
la Universidad de Huelva), y fueron almacenadas en bolsas para guardar alimentos
elaboradas de polietileno y colocadas en desecador hasta el momento de enviarlas

para los analisis.

Una vez en el laboratorio de la UHU las muestras triplicadas de cada una de las
fechas fueron combinadas para formar una muestra compleja que fue la empleada
para los analisis. Este procedimiento fue realizado por sugerencia del personal del
laboratorio debido a los elevados costos de los analisis.

3.5. Métodos e instrumentos de investigacion

3.5.1. Entrevistas
Se realizaron entrevistas con los directivos de la Asociacion de Productores de Arroz
de Chiriqui (APACH), a fin de conocer: la cantidad de molinos que comercializan
arroz en Chiriqui, su localizacién, proceso que se realiza en los silos, asi como la
frecuencia en que llega nuevo arroz, todo ello con la finalidad de establecer un plan
de muestreo.

Ademas, en cada fecha de muestreo se efectué entrevista al personal asignado en

los silos para identificar como se empacaba el arroz segun procedencia, es decir si
el arroz nacional se empacaba como arroz de primera o especial o0 si se mezclaba.
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3.5.2. Trabajo experimental
3.5.2.1. Materiales, reactivos e instrumentacion

Agua ultrapura (18,2MQ) obtenida a través de un sistema Milli-Q Gradient de
Millipore (Walford, Reino Unido), acido nitrico, grado Suprapur 65% (Merck,
Darmstadt, Germany) y peroxido de hidrogeno grado Suprapur 33% (Merck,
Darmstadt, Germany) para la mineralizacion de la muestra y su posterior analisis
por ICP-MS Thermo XSeries2 (Thermo Scientific), disoluciéon primaria multipatron-
2A conteniendo todos los analitos de interés, disolucion A a diferentes
concentraciones de especies de arsénico, acido malénico al que se le ajusta el pH
hasta 5,6, amoniaco, argon, helio, oxigeno e hidrégeno (suministrados por Air
Liquide Espafia, S.A (Madrid, Espafia), material de referencia certificado (CRM)
IRMM-804 (Harina de arroz) obtenido del Instituto de Material de Referencias y
Mediciones de Bélgica (European Commission,Directorate-General Joint Research
Centre), sistema ICP-MS Thermo XSeries2 (Thermo Scientific) equipado con un
sistema ORC y nebulizador MicroMist de Glass Expansion (Melbourne, Australia),
columna cromatografica Phenomenex Bondclone C18, 300 mm x 3.90 mm, 10 ym
(Phenomenex, Inc. Torrance, CA, Estados Unidos), sistema de deteccion empleado
fue un detector ICP-MS modelo Thermo Xseries 2, utilizando un tubo de PEEK (0,17
i.d) de 20 centimetros de longitud conectado directamente a la entrada del
nebulizador del ICP-MS.

3.5.2.2. Determinacion de la concentracion de metales pesados y
arsénico
Previo a la cuantificacion, los granos fueron secados en horno a 80 ° C durante 24
horas o hasta obtener peso constante. Los granos fueron pulverizados en un molino
de café comercial hasta obtener un polvo fino cuyo tamafio de particula no fue
controlado.

Para el analisis se pes6 0,25 g de arroz previamente secado y molido y se realiz6é
una pre digestion con 2 mL de acido nitrico concentrado durante 24 horas.
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Posteriormente se afadié 2 mL de peréxido de hidrégeno concentrado y se efectud
la digestion asistida por microondas. Para la digestién se programaron las siguientes
condiciones en el horno microondas:

e 10 minutos a 95 °C

e 10 minutos a 120 °C

e 30 minutos a 160 °C

Posteriormente el extracto resultante de la digestion se aforé a 50 mL con agua
miliQ, se filtraron con jeringas de 5 mL y filtros de 0,45 ym de PTFE y se
cuantificaron mediante el ICP-MS.

3.5.2.3. Deteccion, identificacion y cuantificacion
El ICP-MS fue programado siguiendo las condiciones operacionales que se
presentan a continuacién en el cuadro 6.

Cuadro 6: Condiciones operacionales para el plasma acoplado inductivamente
con detector masa

Parametro Condiciones
operacionales

Potencia 1300 W

Profundidad de muestreo 7-8 mm

Flujo del gas 1,0/1,0/13,0 L/min

auxiliar/portador/plasmoégeno (Argén)

Caudal He/H: 4 mL/min

Qoct -19V

Qp -17V

Foco 90V

Tiempo de permanencia 0,1 por is6topo

Is6topos monitorizados SAs, TTArCI*, 33Cr, €3Cu,
111Cd, 208pb
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3.5.2.4. Control de calidad
Para efectuar la cuantificacion de metales pesados y arsénico se prepararon
patrones a fin de elaborar la curva de calibracién. Los patrones preparados eran de
concentraciones de 100 pg.Kg™, 250 pg.Kg™', 500 pg.Kg™, 750 pg.Kg', 1 ug.Kg*, 5
pg.Kg', 10 pg.Kg™, 25 pug.Kg', 50 ug.Kg', 75 ug.Kg™', 100 ug.Kg', 250 ug.Kg'y
500 pg.Kg™.

Aunque se prepararon y analizaron miultiples patrones, los graficos fueron
construidos dependiendo de los niveles de concentracion a los que se encontraban

los elementos analizados en las muestras de arroz.

En forma simultanea al analisis de las muestras de arroz, se analiz6 el material de
referencia certificado IRMM-804, el cual consistia en una matriz de polvo de arroz,
obtenido del Instituto de Materiales de Referencia y Medida (IRMM) de la Unién
Europea.

Los resultados obtenidos se compararon con los reportados para este material de
referencia a fin de asegurar de una manera efectiva la trazabilidad de nuestros
resultados a la referencia. La forma de asegurar la trazabilidad puede variar
ligeramente dependiendo de la referencia utilizada, aunque siempre seguira unos
parametros generales. En el caso de esta investigacion, el material de referencia se
analiza en conjunto con las muestras a fin de evaluar la exactitud y precision del
método empleado, contrastando con valores reportados y certificados. Los

resultados para este material se muestran en el cuadro 11.

Se emplearon los parametros empleados por la literatura y que se explican a
continuacion:

e Los coeficientes de correlacidbn de las curvas de calibracion para cada

elemento deberian ser 20.995 para proceder con el analisis de la muestra.
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e La precision se evaluo mediante la desviacion estandar relativas (% RSD) y
se aceptan como validos valores de 0.2-10%, lo que confirma la confiabilidad
de los resultados.

e La exactitud se evalué comparando los valores obtenidos con los valores
esperados para cada uno de los elementos analizados.

3.5.2.5. Especiacién
Se especid Gnicamente el arsénico debido a que la especiacion para los otros

elementos requiere de reactivos no disponibles en el laboratorio de la UHU.

El protocolo de especiacion de arsénico inicié pesando 0,2 g de arroz y se realiz6 la
extraccion afiadiendo 5 mL de acido trifluoroacético 0,02 M y digiriendo la muestra
en horno microondas durante 45 minutos a 95°C. Posteriormente el extracto se peso
y centrifugé por 10 minutos a 7000 rpm a 4 °C. Se filtr6 en jeringas de 5 mL
empleando filtros de 0,45 ym de PTFE. El extracto filtrado fue analizado en el
sistema HPLC-ICP-MS, empleando las condiciones mostradas en el cuadro 7.

Cuadro 7 Condiciones operacionales para el sistema HPLC-ICP-MS

Parametro Condiciones operacionales

Columna PRP-X-100 (250 X 4,6 mm X 5
um)

Fase movil Acido malénico 10 mM, pH 5,8
(ajustado con amoniaco)

Velocidad de flujo de la fase movil 0,8 mL/min

Volumen de inyeccion 25 L

Potencia 1500 W

Flujo del gas plasmégeno (Ar) 15,0 L/min

Flujo del gas auxiliar (Ar) 1,0 L/min

Flujo del gas portador (Ar) 0,9 L/min

Profundidad de muestreo 8 mm

Conos de muestreo y Skimmer Ni

Flujo de Helio 3,9 mL/min

Q oct -18V

Q, -16V

Tiempo de permanencia 0,3 min por isétopo

Isétopos monitorizados SAs
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3.6. Tratamiento de la informacion
Los resultados de cada metal pesado por molino se analizaron comparando los
valores obtenidos contra los valores reportados como maximos permitidos por la
Organizacion Mundial de la Salud y la Unién Europea a fin de establecer si el arroz
procesado en octubre-diciembre de 2016 pueden ser considerados como inocuos

segun los criterios establecidos por estas organizaciones.

Ademas, se compararon los arroces por procedencia a fin de establecer si la
procedencia del arroz incidia sobre el contenido de metales pesados. Para ello se
confeccionaron los respectivos cuadros y se empled el software estadistico XL-
STAT 2016.

Se emplearon parametros estadisticos como t de student a fin de comprar medias
de los valores obtenidos y reportados para el material de referencia y prueba de
Wilcoxon para comparar los valores obtenidos para las muestras. En forma similar,
se realizé el Analisis de Componentes Principales, APC, para los resultados
obtenidos empleando también el programa estadistico XL-STAT 2016, agrupando
los resultados por metales. Los resultados y tratamientos estadisticos son
presentados en el siguiente capitulo, donde se muestran ademas los analisis

correspondientes.
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CAPITULO 4

ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS
RESULTADOS
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4. ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
4.1. Andlisis de metales y metaloides pesados

4.1.1. Analisis estadistico y comparaciéon con parametros toxicolégicos

Los resultados de los analisis quimicos fueron tratados estadisticamente mediante

el programa XLSTAT-2016 para generar los parametros estadisticos que se

utilizaron como guia en la interpretacion de los resultados.

La estadistica basica incluyo6 los siguientes parametros: media, mediana, desviacion

tipica, varianza, asimetria, error estandar de la varianza, rango, minimo y maximo.

Estos parametros contribuyeron a identificar el modelo de distribucién de los datos,

y son presentados en los cuadros 8 y 9.

Cuadro 8: Parametros estadisticos de los metales analizados para el arroz nacional

Estadistico saCl' s;Cu 111Cd zoan 75AS
No. de
observaciones 19 19 19 19 19
No. de valores
perdidos 1 0 0 1 0
Minimo 0,42 1225,81 8,09 275 7,55
Maximo 65,25 9655,56 59,67 563,79 134,70
Intervalo 64,83 842975 51,58 561,04 127,15
Mediana 8,563 239481 25,67 27,22 23,14
Media 15,43 2657,45 29,94 61,86 50,22
Varianza (n) 261,31 2982012,64 202,62 15267,14 2305,67
Desviacion tipica (n) 16,17 1726,85 14,23 123,56 48,02
Coeficiente de
variacion (%) 104,8 65 47,5 200 96
Error estandar de la
varianza 94,90 1049226,67 71,29 5544 62 811,25

Cuadro 9: Parametros estadisticos de los metales analizados para el arroz importado

Estadistico sCr ssCu 11Cd 20sPb 75AS
No. de
observaciones 19 19 19 19 19
No. de valores
perdidos 1 0 0 1 0
Minimo 0,59 1161,06 5,65 3,53 16,66
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Cuadro 9, continuacion

Maximo 115,56 2637,08 30.77 722,01 159,40
Intervalo 114,98 1476,02 25,22 718,47 142,74
Mediana 13,49 1553,50 15,79 27,23 129,30
Media 22,03 1638,77 15,79 72,97 124,17
Varianza (n) 711,68 122314,27 36,52 26739,41 1033,24
Desviacion tipica (n) 26,68 349,73 6,04 163,52 32,14
Coeficiente de

variacion (%) 1211 21,3 38,4 224 259
Error estandar de la

varianza 258,46 43036,50 12,85 9711,04 363,55

La mayor parte de los elementos estudiados presentan valores de varianza muy
altos, excepto el cadmio en el arroz importado. Cuanto mayor sea este valor, mayor
variabilidad se presenta en los datos y por lo tanto menos homogénea es la

poblacioén.

El intervalo o amplitud con sus maximos y minimos nos proporcionan una idea con
relacion a la variabilidad de los datos. El cobre (8430 para el nacional y 1476,02
para el importado), plomo (722,00 para el importado y 536,78 para el nacional), y el
arsénico (127,15 para el nacional y 142,74 para el importado), resultaron los
elementos con mayor intervalo de variacion, en cuanto que el cromo (65,0 para el
nacional y 115,56 para el importado) y cadmio (51,59 para el nacional y 25,22 para

el importado) presentaron los menores intervalos.

Los histogramas fueron determinantes para establecer el modelo de distribucién de
los datos ya que en ellos se pueden reflejar visualmente las caracteristicas
estadisticas explicadas anteriormente. Los histogramas de cada elemento se
presentan en las Figuras 5-14, graficandose cada uno por clase de arroz.
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Figuras 5 y 6: Histogramas para el As, Arroz nacional e Histograma para el As,
arroz importado
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Figuras 7 y 8: Histogramas para el Cr, arroz nacional e Histograma para el Cr,
arroz importado
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Figuras 9y 10: Histogramas para el Cu, arroz nacional e Histograma para el Cu,
arroz importado.
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Figuras 11y 12: Histograma para el Cd, arroz nacional e Histograma para el Cd, arroz
importado.
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Figuras 13y 14: Histogramas para el Pb, arroz nacional e Histograma para el Pb,
arroz importado.

Las figuras 5 y 6 permiten evidenciar que los resultados para el arsénico en ambas
clases de arroz son asimetricos: hacia la derecha en el caso del nacional y hacia la

izquierda en el importado.

Segun los resultados para el arsénico en el arroz importado, la distribucion que se

ajusta mejor a los datos es la distribucién logistica, mientras que para el arroz

nacional es la de Weibull (3).
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Los graficos para los elementos cromo, cobre y plomo muestran comportamientos
similares, presentando curvas asimétricas a la derecha. Por ultimo, en el caso del
cadmio se aprecié6 que en ambas clases de arroz se presentaron modelos que
siguen una distribucion normal.

Los modelos de distribucion para estos elementos fueron los siguientes: cadmio y
cobre en muestras de arroz nacional presentan una distribucién Log-normal,
mientras que en el caso del cobre en el arroz importado el modelo de: familia de
distribuciones de valores extremos generalizada (GEV) y para el cadmio distribucion

logistica.

En contraste, los resultados para el cromo y plomo en ambos tipos de arroz
(nacional e importado), sugieren que la distribucién que mejor se ajusta a los datos
es la distribucion de Weibull (3).

Se ha documentado que las concentraciones de estos metales y metaloides pueden
incrementarse debido a variaciones geoquimicas locales o actividad antropogénicas
(Olivares, et al., 2013). Al ser sustancias que persisten en el ambiente y que pueden
llegar a la cadena alimentaria, siendo potencialmente toxicas al ser humano, se
analiz6 su concentracion en el arroz, especificamente los isétopos: 75As, 111Cd, 53Cr,
63Cu y 208Pb.

Por otro lado, para una correcta caracterizacion los niveles de concentracion de
metales pesados y metaloides y su comparacion con los parametros estadisticos,

se realizé previamente una clasificacién de las muestras de arroz por procedencia.

Estos resultados se muestran y clasifican en el cuadro 10, por molino, fecha y
procedencia. Los resultados para las muestras y el material de referencia se
expresan en funcion del peso seco. Se indican también los valores de referencia:
limites maximos permisibles (LMP), segin la OMS y la Unién Europea.
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Es importante sefialar que el nombre de los molinos ha sido codificado mediante
letras (A, B, C, D, E, F), para mantener la confidencialidad de los resultados.
Conviene sefalar ademas que en el caso del material de referencia se realizaron
duplicados, mientras que en el caso de las muestras se realizé unicamente un

ensayo.

Se comparan los valores obtenidos con el limite maximo permisible (LMP), que es
definido como: la medida de la concentracion o grado de elementos, sustancias o
parametros fisicoquimicos o biolégicos que caracterizan en este caso a un alimento,
y que al ser excedida causa o puede causar dafos a la salud.

En el cuadro 10 se han resaltado en rojo aquellos valores que superan los LMP,
pudiéndose observar que unicamente se superan los valores para el plomo.
Especificamente, tres muestras de arroz: dos importados (A 24/20y B 14/11) y uno
nacional (E 17/10), exceden los valores reportados por el comité Mixto FAO-OMS y
por la Unién Europea.

En contraste, en este cuadro se muestra que los valores obtenidos en los arroces
analizados no superan los valores maximos permitidos para el arsénico y el cadmio,

los cuales son: 200 pg.Kg™' (ppb) para ambos metales.

Cuadro 10: Concentracién de metales pesados por molino y fecha

NOMEBRE Y CONCENTRACION POR METAL (ug.Kg™)
FECHA P — As7s  Cues Cdi11 Crss Pb2os
A 10/10 mezcla 141,3 1506,9 18,2 20,7 58,5
A 24/10 importado 132,9 1706,6 24,4 549 208,3
A 711 nacional 112,58 1727.7 40,7 21,9 40,5
A 2111 mezcla 110,1 14236 177 14,3 8,0
B 17/10 nacional 1242 12258 8,1 13,1 67,4
B 31/10 importado 119,56 1331,9 8,8 34,4 322
B 14/11 importado 103,6 1921,8 30,8 20,8 291
B 17110 importado 116 1276,0 8,6 15,8 16,0
B 31/10 importado 1279 11611 59 8,6 35
B 14/11 importado 113,2 1268,6 56 115,6 722,0
C 17110 nacional 118,2 16446 19,6 25,5 54,8
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Cuadro 10, continuacion

C 31110 nacional 134,7 1602,3 18,5 10,4 27,3
C 14/11 nacional 11,83 2096,0 20,0 25,8 15,8
C 512 nacional 7,55 23948 21,6 20,0 30,8
C 17/10 Importado 150,9 15004 152 59 6,8
C 31110 importado 128,2 1883,9 19,3 Nd 18,7
C 14/1 importado 16,66 2326,0 14,2 8,1 25,4
C 512 nacional 8,41 22514 19,3 3,6 244
D 17/10 nacional 23,14 25461 294 35 24,0
D 31/10 nacional 2312 27929 51.5 26 4.3
D 14/1 nacional 8,42 27041 17,5 58 nd
D 512 nacional 7,69 2640,5 55,5 6,6 35,3
D 17/10 nacional 23,14 16957 20,0 0,4 242
D 3110 importado 1306 1661,0 15,8 13,2 11,9
D 1411 importado 19566 15329 16,6 48 56,3
D 512 importado 140,4 1568,1 14,1 51 7.7
E 17110 nacional 13,38 9655,6 28,9 nd 563,8
E 31/10 nacional 79,67 2201,8 20,6 1.4 2.7
E 21/11 nacional 10,72 29874 49,0 44 20,1
E 512 nacional 11,2 2895,3 334 26 27,2
E 17/10 Importado 1594 15674 15,9 13,8 25,2
E 31/10 importado 13722 17383 19,8 1,7 31,3
E 21/11 importado 283 15122 14,8 7.8 443
E 512 importado 120,8 1451,2 12,7 0,6 329
F 512 importado 75,68 26371 225 34,7 7,0
F 3110 importado 1874,7 15386 17,0 15,9 nd
F 1710 Importado 1426 1553,5 16,5 34,7 34,9
F 17/10 nacional 64,57 24952 59,7 29,2 56,8
F 3110 nacional 129,7 1896,0 20,7 35,6 91
F 512 nacional 41,99 3038,3 29,8 65,2 85,0
Valores de FAO-OMS 200 NR 400 NR 200
referencia UE 200 NR 100 NR 200

nd = No detectado por el instrumento
NR= no referenciado

A pesar que los metales cromo y cobre no estan referenciados por ninguno de estos

dos organismos, se aprecia que los valores de cobre superan los 1000 ug.Kg™'.

En contraste, los valores de cromo son significativos al ser comparados con otras
normativas como la que legisla la inocuidad de este grano en Brasil, en donde se
ha establecido un valor de cromo de 100 ug.Kg' segun lo sefialado por la Agencia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (2013).
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Dentro de los factores que pueden incidir sobre los resultados obtenidos se
encuentran: la concentracion de estos elementos en el suelo, agua de cultivo y en
el ambiente, asi como también la movilidad y translocacion de los elementos que a
su vez depende principalmente de la presencia de ligandos quelantes, pH, el estado
de oxidacién-reduccién, cationes competitivos, hidrélisis, polimerizaciéon y la
formacién de sales insolubles (por ejemplo, fosfato, oxalato), electroquimica
variable de elementos.

Se ha demostrado que en general, se transportan faciimente desde las raices hasta
las partes aéreas: plata, boro, litio, molibdeno y selenio; moderadamente moviles
son manganeso, niquel, cadmio y zinc; y fuertemente unidas en las células de la
raiz son cobre, cobalto, cromo, plomo, hierro y mercurio (Kabata-Pendias &
Pendias, 2001).

Esta idea es similar a la expresada por Pozo et al., (2011), quienes sefialan que el
cadmio se absorbe mas faciimente sobre la superficie del suelo que otros metales.
En otros estudios se indica también que el cadmio se acumula en el arroz cuando
se cultiva aerébicamente (AOAC, 2015).

Lo anterior expresado, hace referencia a que es probable que las concentraciones
de cadmio en el suelo donde se cultivaron estas muestras sean bajas ya que de
haber sido elevadas al ser un metal facilmente translocable se encontraria a altas

concentraciones en el grano.

En el caso del cromo las concentraciones en el grano pulido fueron bajas, lo que
puede ser atribuido a que la translocacion de este metal en la planta de arroz no se

realiza ya que es retenido en las células de la raiz.

Es importante sefialar ademas que la poca movilidad el cromo en el suelo puede
ser responsable de un suministro inadecuado de cromo a las plantas, el cual
presenta importancia nutricional porque es un elemento requerido en la nutricion

humana y animal. La mayoria de los suelos contienen cantidades significativas de
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cromo, pero su disponibilidad para las plantas es muy limitada y depende de varios
factores del suelo y la planta. Estudios de Kabata & Pendias (2001), indicaron que,
por lo general, se observa un mayor contenido de cromo en las raices que en las
hojas o los brotes, mientras que la concentracion mas baja se encuentra en los

granos.

Para el arsénico, se conoce que las concentraciones son mas altas cuando el arroz
se cultiva bajo condiciones de inundacion, y en el caso de las muestras nacionales
pudo contribuir el hecho que se cultivan bajo riego, lo que ocasiona concentraciones
mas bajas de arsénico.

La poca movilidad del plomo es posiblemente la razén de sus bajas concentraciones
en las muestras analizadas. Por otra parte, se conoce que el plomo en las plantas
proviene de la absorcion de los suelos o de la deposicion atmosférica (Kabata &
Pendias 2004). Cuando la via de contaminacion es a través de la absorcion del
plomo de los suelos, la mayor acumulacion ocurre en las raices de las plantas, ya
que la traslocacion a otros 6rganos de la planta es limitada, factor que también
puede explicar la baja concentracion en las partes aéreas de la planta como lo es el
grano.

Este aspecto de la translocacion de plomo se encuentra documentada por al AOAC
(2015), quienes indican que este proceso de translocacion desde la raiz hasta la
parte superior es muy limitada y solo el 3% del plomo en la raiz se transloca al brote.
De hecho, se explica ademas que aparentemente, la mayor parte del plomo en el
suelo no esta disponible para las raices de las plantas. Sin embargo, hay evidencia
que las raices absorben plomo de los suelos, tanto a concentraciones bajas como
altas de plomo, y que este proceso esta fuertemente gobernado por factores del
suelo y de la planta.

Para el cobre, aun cuando la AOAC (2015), indica que las barreras fisiolégicas son
evidentes con respecto al transporte de algunos metales (por ejemplo, cobre) de las
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raices a las partes aéreas, se encontré valores elevados de este metal en las

muestras analizadas, lo cual puede ser explicado por diversos factores.

En primer lugar, en el arroz blanco, (al que se ha eliminado la cascara, salvado y
germen) presenta diferencia definida en el término del contenido de minerales de
este tipo de arroz comparado con el arroz integral, lo cual depende también del
procesamiento del arroz, la calidad del suelo y el fertilizante utilizado en el cultivo

del arroz.

Especificamente, estudios de Jian, & Zeng, concluyeron que algunos minerales
(potasio, magnesio, manganeso y zinc) en arroz integral con concentraciones mas
del doble de veces con respecto al arroz pulido, podria estar asociado con un mayor
riesgo de enfermedades cronicas (Bagirathy, 2014). Sin embargo, en el caso del
cobre este autor sefala que la concentracion de cobre varia de 2,2 uyg.g' a 2,8 ug.g-
' si se compara el arroz integral con el arroz blanco pulido. Esto indicaria que en

promedio el 78,6 % del cobre permanece en el grano.

Ademas, se ha documentado que en Panama se emplean cerca de 10 agroquimicos
con cobre en su formulacion, para el cultivo de arroz, aplicados en dos etapas del
crecimiento: durante la fase de macollamiento y diferenciacién de la panicula lo cual

pudiera contribuir también a los valores obtenidos.

4.1.2. Precision y exactitud del método
El cuadro 11 muestra la comparacién de los valores obtenidos y esperados para el
material de referencia, asi como los coeficientes de variacion (CV) y el error relativo.

Como se evidencia en este cuadro, en el caso del arsénico, el material de referencia
se encuentra dentro de los valores permitidos, los cuales han sido reportados como
(0,045-0,053) mg.Kg™', y ademas el error relativo es de 6,1%. También se observa
que el coeficiente de variacion es de 10,2%, pudiendo establecerse que la

extraccion y analisis se realizaron con elevada exactitud y precision.
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Cuadro 11: Resultados para el material de referencia IRMM-804

CONCENTRACION POR ELEMENTO (mg.Kg™)

5Cr 63Cu 11Cd 208Pb 7sAS
Valor obtenido 45+12,7 189+012 103+006 0,30+0,03 0,046 + 0,005
(X£Sn-1)
28,3 59 56 2,7 10,2
CV (%)
Valor esperado N.R. 274+024 161007 042+0,007 0,049 +0,004
Error relativo (%) --- 31,02 36,02 28,57 6,12
N.R. No referenciado
n=2

Se puede apreciar que los valores obtenidos de la concentracion total para el
cadmio, cobre y plomo no estan dentro de los intervalos referenciados. Esta
diferencia puede deberse a errores analiticos como: ineficiente digestion y
extraccion, supresion de la ionizacion, problemas en la interfase (bloqueo de conos
y deriva de la sefal), interferencias espectrales, bloqueo del nebulizador, entre
otros.

Debido a esta inconsistencia en los resultados para el material de referencia, se
analizé la concordancia entre las medias obtenidos y esperadas a través de la
prueba de t de Student, segun lo establecido por CENMA (2006) que establece que:
para el proceso de verificacion de la trazabilidad generalmente se emplea una
comparacion estadistica entre los valores de la referencia y los valores
proporcionados mediante el procedimiento analitico. Esta comparacion estadistica
suele llevarse a cabo mediante un test f de student.

Ademas, a fin de realizar un analisis mas completo se evalia este parametro en
conjunto con el error relativo, el cual establece la diferencia entre el valor obtenido

y el valor esperado.

Los resultados de los valores relativos son elevados en el caso de los tres metales,
siendo: 31,02%, 36,02% y 28,57% para el cobre, cadmio y plomo, respectivamente.

96



En el caso de la t de student los tres metales presentan t similares a un nivel de
significancia del 5% (p>0,05). En el cuadro 11 se muestra el coeficiente de
variacion, el cuadro muestra imprecision en el analisis de cromo; contrario un bajo
coeficiente de variacion para los metales cobre, cadmio y plomo que reflejaron
repetibilidad en los analisis.

Los resultados obtenidos al ser diversos indican que es necesario adecuar el
método previo a su uso para la determinacién de la concentracion de metales totales
a fin que se puedan obtener resultados precisos y exactos para todos los metales.
Asi por ejemplo es necesario realizar mas réplicas para el material, ajustar las
condiciones de extraccion en el microondas (por ejemplo, aumentar el tiempo de
extracciéon y temperatura), revisar adecuadamente las condiciones operacionales
del equipo (emplear configuraciones que sean consistentes para el analisis de todos
los elementos), usar patrones internos, emplear materiales de referencia con niveles
de concentraciones préximos a los de la muestra.

4.1.3. Comparacioén por procedencia
Se presentan en los cuadros 12 y 13 los valores maximos y minimos expresados en
ug.Kg', para los diferentes metales analizados tanto en los arroces nacionales e
importados.

Podemos observar lo siguiente:

e Para los metales arsénico y cadmio se aprecian intervalos muy similares al
comparar los resultados obtenidos en las muestras de arroces nacionales e
importados analizados.

e Para el cromo los valores obtenidos variaron entre (0,59-115,56) ug.Kg™' para
el arroz importado y entre (0,42 - 65,25) ug.Kg™! para el arroz nacional.

e En relacién al cobre y plomo en ambos casos se aprecian intervalos muy

diferentes.
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Lo anterior podria hacer referencia a que la procedencia del arroz al ser diversa
podria incidir significativamente en los amplios intervalos obtenidos en las diferentes
muestras de arroz analizadas por metal. Adicionalmente, la movilidad en términos

geoquimicos también podria contribuir al contraste menor o mayor.

Cuadro 12: Valores maximos y minimos por metal para el arroz importado

Estadistico 7sAS ssCr s3CU 111Cd 20sPb
Minimo (pg.Kg™) 16,66 0,59 1161,06 5,55 3,53
Maximo (ug.Kg™) 159,4 115,56  2637,08 30,77 722,01

Cuadro 13: Valores maximos y minimos por metal para el arroz nacional

Estadistico Aszs Crss Cues Cdi14 Pbzos
Minimo (ug.Kg™) 7.55 0,42 1225,81 8,09 2,75
Maximo (pgig") 134,70 65,25 9655,56 59,67 563,79

Estos resultados indican que es conveniente verificar el comportamiento de la
distribucion del conjunto de datos, asi como la comparacion entre los valores para
los arroces nacionales e importados, resultados que son analizados mediante la
comparacion de medianas y por analisis de componentes principales.

Para efectuar la comparacién del contenido por procedencia se emplean las
medianas (reportadas en el cuadro 14), y debido a que como se indicéd
anteriormente los resultados no atienden a una distribucion normal se utilizé la
prueba de Wilcoxon, resultados que se muestran a continuacion en los cuadros 15
y 16.

Cuadro 14: Medianas por procedencia y metal

Procedencia Valores promedios (ug.Kg™')
75AS 11Cd s3Cr s3Cu 208Pb
Importado 129,30 15,79 13,49 1553,50 27,23
Nacional 23,14 25,67 8,53 2394,81 27,22

Se puede inferir que segun lo evidenciado en el cuadro 14, que los metales cromo
y plomo presentan contenidos aparentemente similares en las muestras de arroz

nacional e importado.
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Cuadro 15: Prueba de Wilcoxon para arsénico, cromo y cobre

Parametro 5Cr 75AS s3Cu
Vv 124 178 12
Valor esperado 95 000 95 000 95 000
Varianza 617 500 617 500 617 500
Valor p (bilateral) 0,251 0,001 0,001
A 0,05 0,05 0,05
Hipotesis HO: La distribucién de las dos muestras es la misma.

Interpretacién de la
prueba

Ha: Las distribuciones de las dos muestras son diferentes.

Puestc que el
valor-p calculado

es mayor que el
nivel de
significacién

a=0,05, no se

puede rechazar la
hipétesis nula HO.

Puesto que el
valor-p

computado es
menor que el nivel
de significacion
a =0,05, se debe
rechazar la
hipétesis nula HO,

Puesto que el
valor-p computado
es menor que el

nivel de
significacién

a =0,05, se debe
rechazar la

hipétesis nula HO, y

y aceptar la
hipotesis
alternativa Ha.

aceptar la hipétesis
alternativa Ha.

Cuadro 16: Prueba de Wilcoxon para cadmio y plomo

Parametro 111Cd 20sPb
Vv 179 84
Valor esperado 95 000 95 000
Varianza 617 500 617 500
Valor p (bilateral) 0,001 0,673
2 0,05 0,05
Hipétesis Ho: La distribucion de las dos muestras es la misma.
Ha: Las distribuciones de las dos muestras son diferentes.
Interpretacion dela Puesto que el valor-p Puesto que el valor-p
prueba computado es menor que el calculado es mayor que el
nivel de  significacién nivel de significacién a

a =0,05, se debe rechazar
la hipotesis nula HO, y
aceptar la hipétesis
alternativa Ha.

=0,05, no se puede rechazar la
hipétesis nula HO.

En contraste, para los metales cadmio, arsénico y cobre la prueba de Wilcoxon
muestra que el contenido de los arroces importados es posiblemente diferente a los
nacionales.
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El comportamiento mostrado en el contenido de los arroces nacionales e importados

no podria emplearse para indicar que arroz es mas recomendable para el consumo.

4.1.4. Analisis de Componentes Principales
El modelo de distribucién de metales pesados de esta investigacién fue realizado

con el método de Analisis de Componentes Principales, (ACP).

La seleccion de estos metales obedece a que desde el punto de vista de la
contaminacion son usualmente los mas asociados a la actividad antropogénica. En
el caso del arsénico se utiliza como referencia al ser un elemento que tiene un origen
geogénico que se encuentra normalmente en los suelos como parte de su

composicion.

ElI ACP es una técnica estadistica multivariantes que permite simplificar un conjunto
de una gran cantidad de datos y reducirlos hasta un numero mas pequefio de datos
o factores ortogonales (con magnitud y direccién) para facilitar su interpretacion -
mediante la visualizacion de las correlaciones existentes entre las variables
originales (Jolliffe, 2002).

La aplicaciéon del ACP tiene sentido sélo si existen altas correlaciones entre las
variables, esto quiere decir que pocos factores explican o son responsables en gran
parte de la variabilidad total de los datos.

La correlacion indica la fuerza y direccion de una relacion lineal entre dos o mas
variables aleatorias. El valor de r varia entre -1 y +1, significando r = 0 que no existe
correlacion entre las dos variables, r = -1 que existe una relacién lineal inversa entre

las dos variables y r = +1 que existe una relacion lineal directa entre las dos variables

Los datos fueron tratados estadisticamente y ensayados con los modelos de
Pearson, Spearman y Kendal del paquete estadistico del XLSTAT 16 con la finalidad
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de verificar con cual de los ellos se lograba el mejor ajuste de la distribucién de los
datos.

Este tratamiento revelé que los mejores resultados correspondieron a la distribucion
de Spearman ya que permite interpretar los datos de manera mucho mas coherente
que los otros dos modelos (ver cuadro 17).

El cuadro 17 presenta los valores propios (Eigenvalues) que corresponden a los
coeficientes de los diferentes modelos y que se utilizaron de referencia para
seleccionar cuantos factores deberian ser tomados en consideracion.

Cuadro 17: Valores propios de las distribuciones
de las muestras

Modelo y Variabilidad Valores propios
Spearman F1 F2 F3
Valor propio 2,395 1,269 0,713
Variabilidad (%) 47,903 25,375 14,270
% acumulado 47,903 73,279 87,548
Pearson F1 F2 F3
Valor propio 2,000 1,659 0,758
Variabilidad (%) 40,005 33477 15,168
% acumulado 40,005 73,182 88,350
Kendal F1 2 F3
Valor propio 1,984 1,198 0,803
Variabilidad (%) 39,677 23,970 16,053
% acumulado 39,677 63,647 79,700

En esta investigacion determinamos el niumero de factores en base a la regla de
Kaiser (Kaiser, 1958) que establece que s6lo aquellos factores con valores propios
superiores a la unidad deben ser seleccionados. También se utilizé el criterio que
sefiala que para la seleccion de los factores debe considerarse aquellos que
contribuyan a una frecuencia acumulada superior al 75% (Morrison, 1967), lo que
significa que es posible considerar factores que tengan una contribucién acumulada
inferior a uno.
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Del cuadro 17 podemos apreciar que la distribucién de Spearman nos proporciona
tres factores que justifican el 87,5% de la varianza total de los datos con tan soélo
tres factores. Observamos que los dos primeros factores estan de acuerdo con la
regla de Kaiser, no obstante, hemos incluido un tercer factor debido a que, aunque
no cumple con este ultimo requisito, incrementa la varianza en un 14,2% (en vez del
73,2% con dos factores).

Otro de los datos aportados por el ACP es el anilisis factorial R, que para esta
investigacion se correlaciones superiores a 0,5.

El cuadro 18 presenta los valores de los coeficientes de correlaciéon para los
elementos de interés observandose claramente una tendencia de correlaciones
altas entre los elementos cadmio y cobre y (0,815) y correlacién negativa entre el
cobre y el arsénico (- 0,687) y entre el cadmio y el arsénico (-0,509) lo que indica
que existe una correlacion lineal inversa entre las dos variables.

Cuadro 18: Matriz de correlaciones para los elementos analizados

Variables 53Cr s3Cu 111Cd 208Pb 1sAS
Cr 53 1 -0,210 -0,040 0,271 0,178
Cu63 -0,210 1 0,815 -0,059 -0,687

Cd 111 -0,040 0,815 1 0,077 -0,509
Pb 208 0,271 -0,059 0,077 1 0,029
As 75 0,178 -0,687 -0,509 0,029 1

Los valores en negrita son diferentes de 0 con un nivel de significacion alfa=0,05

La asociacion de elementos del factor F1 en el eje de las abscisas (x) esta
representado por los elementos cadmio y cobre. Este factor es responsable del

47,90% de la varianza total de los datos y posiblemente tenga relacion con
elemento.

Adicionalmente hay que tomar en consideracién la presencia de metales pesados
en formulaciones de agroquimicos ampliamente utilizados en las actividades
agricolas sin mayores regulaciones.
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Por otro lado, el factor F2 en el eje de las ordenadas (y) esta representado por el
cromo y explica el 27,38% de la varianza total de los datos y también podria estar
asociado a fuentes antropogénicas provenientes de actividades humanas.

Un tercer factor, F3, esta relacionado con el arsénico y podria estar relacionado y
representa un 14,7% de la varianza total de los datos. En este caso podriamos
sugerir que la fuente de este elemento es de naturaleza geogénica ya que forma

parte de la composicién de los suelos.

Simultaneamente se aplicé el método de rotacion Varimax, con la finalidad de
interpretar los factores mas facilmente al momento de indicar si existe una clara
asociacion positiva o negativa entre las variables y el factor. La Figura 15 representa
la relacién entre los factores y las variables después de la rotacion Varimax.

Variables (ejes F1y F3: 62,17 %)

Figura 15: Relacién entre los factores F1 y F2 obtenidos del Andlisis de
Componentes Principales después de la rotacion Varimax (B).

La rotacion Varimax mejora significativamente los valores obtenidos lo que permite
obtener resultados mas confiables. Los resultados de los valores de comunalidad

indican que los factores son superiores al 0,5 indicando con ello una excelente
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distribucion de las correlaciones entre las variables como podemos ver en el cuadro
19.

Los datos también se pueden representar en funcion de la carga de los coeficientes
factoriales. Esto permite obtener informaciéon adicional que es complementaria al
cuadro 16 lo que posibilita seguir el comportamiento geoquimico de algunos
elementos en términos de su grado de dispersion en funcion a su contenido.

Cuadro 19: Valores de los coeficientes factoriales obtenidos como resultado
de la rotacion Varimax.

Cargas factoriales

Elemento

F1 F2 F3 F4 F5
Crss -0,285 0,740 0,598 0,113 0,032
Cug 0,950 0,040 0,059 0,114 0,281
Cdi1 0,858 0,256 0,108 0,376 -0,212
Pbzos -0,066 0,809 -0,584 -0,015 0,025
Aszs -0,818 -0,009 0,020 0,567 0,091

En forma similar se realizé el Analisis de Componentes Principales por procedencia,
etiquetandose con la letra A los arroces importados y con la letra B los arroces

nacionales.
En la figura 16 se observa que por procedencia se dan dos agrupamientos

caracteristicos, agrupandose por separado las muestras nacionales de las

importadas.
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Biplot {ejes F1y F2: 73,41 %)
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Figura 16: Analisis de Componentes Principales por procedencia

Ademas, se muestra claramente que hay algunas muestras (resaltadas en rojo) que
se dispersan de manera significativa del resto por presentar concentraciones de
metales pesados muy superiores a la media. El grado de homogenizacién de las
muestras se da en funcion de la dispersioén alrededor del punto de origen y en la

medida que se dispersan reflejan un comportamiento diferente.

Estos puntos corresponden para el arroz importado a: molino B (31/10), molino C
(31/10), molino E (5/12) y para el arroz nacional a: molino B (17/10 y 31/10), molino
C (17/10 y 31/10) y molino F (31/10). Estas muestras no presentaron un claro
agrupamiento debido a que posiblemente se realizaron mezclas de ambos arroces
(arroces nacionales con arroces importados).
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Es importante sefialar ademas que 5 de esos puntos corresponden a muestras
tomadas el 31 de octubre, lo cual podria indicar que la procedencia de los arroces
para esa fecha haya variado con respecto a las otras fechas de muestreo, o a

variabilidad en las condiciones de almacenamiento en los silos, entre otros factores.

También se puede observar que las muestras de arroz nacional se correlacionan
con el cadmio y cobre, mientras que las importadas con el arsénico y que los
elementos que mas contribuyen a la variabilidad son el cadmio y cromo.

4.2. Especiacion de arsénico
La determinacién de la concentracién total de metales no proporciona informacién
suficiente para evaluar la toxicidad y biodisponibilidad de los elementos, por lo que
es necesario conocer ademas el contenido de las formas fisico-quimicas en las que
se encuentran estos elementos en una muestra. Los metales presentan diferente

grado de toxicidad en funcién de su especiacion.

Para el arsénico, se realizé la especiacion empleando HPLC/ICP-MS en columna
de intercambio ibnico, la cual es la forma mas ampliamente utilizada para la
especiacion de arsénico (Litter, Armienta & Farias, 2013). Al realizar la separacion
cromatografica empleando acido malénico 10 mM a pH 5,8 se obtuvieron los
tiempos de retencion mostrados en la figura 17.

El orden de elucion son As 11l (101 328 ms), DMA (189 160 ms), MMA (236 224 ms)
y As V (262 237 ms).
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Figura 17: Cromatograma obtenido para el patron de 25 ppb. Se grafica la intensidad de
sefial (cps) y el tiempo (ms)
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Figura 18: Cromatograma obtenido para la muestra 26. Se grafica la intensidad de sefial
(cps) y el tiempo (ms)

Como se observa en ambos cromatogramas (figuras 17 y 18), la fase movil
empleada permite una adecuada separacion y tiempos de elucion rapidos por lo que
permite tiempos de analisis cortos con resultados satisfactorios.

En otro orden de ideas, aun cuando los valores de arsénico total no superan los

niveles maximos permitidos y podria sefialarse que no representan riesgo para la
salud humana se realiz6 el analisis de especies para cada muestra, resultados que
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se resumen en el cuadro 20. Se expresa ademas el porcentaje de arsénico

inorganico para cada una de las muestras.

Cuadro 20: Especiacion de arsénico por molino, fecha y procedencia

Molino Procedencia Aslli DMA MMA AsV Suma % As

(ppb)  (ppb) (ppb) (ppb) (ppb) _inorganico
D512 Importado 70,4 53,1 nd .5 131 58,0
D 14/11 Importado 705 69,3 nd 12 152,3 545
D 17/10 Importado 51,8 63,9 nd 15 130,9 51,2
D512 Nacional 53 0,3 nd 2.3 7.9 96,7
D 1710 Nacional 18,3 9 4 nd 2,1 26,1 78,3
D 3110 Nacional 13 2 89 1.8 6,2 30,1 64,7
D 14/11 Nacional 1T y 4 A4 nd 1.1 14,5 19,3
E 17/10 Nacional 43 42 nd 2.1 10,6 60,2
E 21/11 Nacional 6,7 8,6 nd 0,6 15,9 45,6
E 31/10 Nacional 39 47 1 nd 5.7 91,9 48,7
E 31110 Importado 72,8 53,4 nd h2 131,3 59,4
E 17/10 Importado Or 70,1 nd 9,5 156,5 552
E 21/11 Importado 92 439 nd 43 140,2 68,7
C 512 Nacional 0,3 6,5 nd 2.5 9,3 30,4
Cc17/10 Nacional 46,4 41,5 nd 13 101 58,9
C 3110 Nacional 62 478 nd 13 122,4 61,0
C 14/11 Nacional o 1.2 0,6 1,8 11,4 83
C17/10 Importado 79 45,5 nd 3.3 127,8 64,4
c5M12 Nacional 1.3 0,7 nd 2,6 10,7 93,5
C 14/11 Importado 9,2 6,6 nd B 7 21,5 69,5
C 31710 Importado 59,2 63,5 nd 11 133,3 52,4
F 3110 Nacional 62,4 32,9 1 6 102,3 66,9
F 1710 Importado 68,2 36,9 0,3 10 115,4 67,8
F 3110 Importado 74,8 53,3 nd 6,8 134,9 60,5
A 24/10 Importado 64,9 53,3 nd 13 131 59,3
A7M11 Nacional 55,6 36,4 nd 1,2 93,2 60,9
A 2111 Mezcla 63,4 36,1 nd 3.7 103,3 65,0
B 1710 Nacional 7,7 348 nd 10 116,5 70,1
B 31/10 Importado 72,3 29,4 nd 1,4 103,2 71,5
B 14/11 Importado 442 40,2 nd 11 95,1 57,8
B 17/10 Importado 64 23,3 0,9 49 93,1 74,0
B 31/10 Importado 63,9 26 nd 9,4 99,4 73,8
Material de referencia 32,9+1,1 7,1£3,7 nd 94+26 494113

nd= no detectado por el instrumento
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En su mayoria las muestras analizadas presentan como especies principales
arsénico inorganico, especies que han sido ampliamente documentadas debido a
. su toxicidad.

Se ha evidenciado que las especies inorganicas ocasionan canceres de vejiga
urinaria, pulmoén y piel, rifién, higado, asi como lesiones en la piel, hepatomegalia,
cirrosis, alteraciones en el metabolismo hemo, encefalopatia, retrasos en el
desarrollo, enfermedades cardiovasculares, degeneracion de los tubulos renales,
necrosis cortical neurotoxicidad y diabetes.

Se puede ademas evidenciar que para el material de referencia se obtiene valores
de sumatoria de las especies dentro de los reportados (45-53) ug.Kg™', lo cual indica
que el método analitico empleado es valido y permiti6 una adecuada digestion,
separacion cromatografica y deteccion para el arsénico y sus especies. Se obtuvo
ademas resultados con alta precisién analitica al obtener desviaciones estandar
bajas y por ende coeficiente de variacion de 2,63%.

Una explicacion de los resultados obtenidos es presentada por Ma et al., (2008),
quienes sefialan que el arsénico metilado es absorbido en menor proporciéon que
Aslil y AsV. Un estudio reciente también muestra que el transportador Lsi1 de Siy
Aslll puede mediar en la absorcion de As metilado en arroz.

Cuadro 21: Comparacién de contenido de especies As (lll) y As (V) por procedencia

Parametro As (lll) As (V)
Valor p
(bilateral) 0,000 0,020
a 0,05 0,05
Hipétesis HO: La diferencia de posicién
entre las muestras es igual a 0. HO: La diferencia de posicion entre
Ha: La diferencia de posicién las muestras es igual a 0. Ha: La
entre las muestras es diferente diferencia de posicién entre las
de 0. muestras es diferente de 0.
Interpretacion  Puesto que el valor-p computado Puesto que el valor-p computado
delaprueba es menor que el nivel de es menor que el nivel de
significacién a=0,05, se debe significacion a =0,05, se
rechazar la hipétesis nula HO, y debe rechazar la hipétesis nula
aceptar la hipétesis alternativa HO, y aceptar la hipétesis

Ha.

alternativa Ha.
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El cuadro 21 presenta la comparaciéon de medianas para los arroces nacionales e
importados en relacion con las especies arsenicales inorganicas pentavalentes y
trivalentes, empleando la prueba de Mann-Whitney. Se observa que en ambos
casos se acepta la hipotesis alterna, es decir que el contenido de las especies

arsenicales es aparentemente diferente entre los arroces nacionales e importados.

En ambos casos, las muestras de arroz importado presentaron valores superiores
a los obtenidos para el arroz nacional, los cuales fueron para el arsénico trivalente:
65,0 pug.Kg' para el importado y 26,8 ug.Kg'; mientras que para el arsénico
pentavalente: 8,24 ug.Kg™' para el nacional y 4,68 ug.Kg' para el importado.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones
De acuerdo a los resultados analiticos obtenidos podemos concluir que tanto el
meétodo analitico como el tratamiento de la muestra deberan ser optimizados para
llegar a obtener resultados mas precisos y exactos que permitird minimizar los

errores sistematicos.

El uso del acido malénico como fase mévil para la separacién de las especies

arsenicales permite tiempos de retenciéon cortos y con una separacion adecuada.

En relacién con el contenido de metales pesados y arsénico, se acepta la hipotesis
alterna, ya que las muestras de arroz procesadas en la provincia de Chiriqui
superaron los limites maximos permitidos para el plomo y en el caso del cobre se
obtuvieron concentraciones elevadas en ambas clases de arroz analizadas.

Con respecto al contenido de metales pesados, se acepta la hipotesis alterna debido
a que los arroces nacionales e importados procesados en la provincia de Chirigui,
difieren en contenido cadmio, cobre y arsénico.

Para el arroz importado se observé que las concentraciones de los analitos se
encontraban en el siguiente orden: Cu>As>Pb>Cr>Cd; mientras que para el arroz
nacional se obtuvo que las concentraciones disminuian en el siguiente orden:
Cu>Pb>As>Cd>Cr.

Las muestras analizadas contienen principalmente arsénico inorganico, siendo
estas especies consideradas como las mas toxicas y asociadas con multiples

afecciones al ser humano.

En relaciéon con las especies arsenicales inorganicas pentavalentes y trivalentes, en
ambos casos se acepta la hipétesis alterna, ya que los contenidos de dichas
especies resultaron aparentemente diferentes entre los arroces nacionales e

importados.
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El Analisis de Componentes Principales revelé también 4 agrupaciones bien
definidas, las cuales podria hacer referencia a que los metales cadmio y cobre
presentan origenes similares entre ellos, pero que difieren del origen del arsénico,

cromo y plomo.

5.2. Recomendaciones
Los resultados para el material de referencia sugieren que es recomendable
adecuar el método previo a su uso para la determinacion de la concentracion de
metales totales a fin de obtener resultados precisos y exactos.

Continuar documentando el contenido de metales pesados en productos de
consumo masivo con el propésito de garantizar la inocuidad de los alimentos
consumidos por la poblacién panamefia y poder documentar parametros como la
ingesta diaria.

Sugerir a las entidades involucradas de salud que se realicen esfuerzos destinados
a documentar la procedencia de los arroces importados, de forma accesible.

Recomendar el establecimiento de laboratorios de control que analicen los
alimentos importados a fin de garantizar la inocuidad de los alimentos ingresados al

pais.

Determinar concentraciones de metales pesados en suelos y aguas dedicados al

cultivo de arroz y otros granos.

Evitar la utilizacion de agroquimicos con formulacion de metales pesados.
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6.2. Anexos

6.2.1. Anexo 1: Especificaciones del material de referencia
Se presenta algunas especificaciones para el material de referencia empleado, la
informacion completa se encuentra disponible en:

https://crm.jrc.ec.europa.eu/p/40455/40460/By-material-matrix/Plant-
materials/IRMM-804-RICE-FLOUR/IRMM-804

Cédigo
IRMM-804

Peso neto
15¢g

Procedencia

El CRM fue procesado y certificado por la Comision Europea, Direccion General
Centro de Investigacion Conjunta, Instituto de Materiales de Referencia y
Mediciones (IRMM), Geel, Bélgica.

Preparacion
La certificacion del CRM incluy6é pruebas de la homogeneidad y estabilidad del
material, asi como la caracterizacion utilizando un enfoque de intercomparacion.

El arroz se moli6 y se embotellé en unidades de 60 g en el Instituto Nacional de
Metrologia de Japon (NMUJ). En el IRMM, la harina de arroz se redistribuyo en
unidades de 15 g y se embotellé en botellas de vidrio ambar de 60 mL con un sello
engarzado. Se produjo un total de 1526 botellas.

La distribucion del tamafio de particula del material se evalué utilizando un
analizador de tamaiio de particula con un dispositivo de medicion Helos (Sympatec,
Alemania). Se mostré que el tamafo de particula superior era de 500 pm. Se
determiné que el contenido de agua en el momento del embotellado era de 4.5
0.2% (n = 20) por valoracién volumétrica Karl Fisher.
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Se determiné que la actividad de agua era de 0.102 + 0.005 (n = 20) usando un
medidor de actividad de agua (Aqualab CX3, Decagon, EE. UU.). Este valor bajo

indica que el material es higroscépico.

Recomendaciones sobre su uso

Almacenamiento del material

Las muestras deben almacenarse refrigeradas a 4 ° C. Se debe tener cuidado para
evitar la humedad. Una vez abiertas deben sellarse ya que el material es

higroscépico.

Uso del material
Las botellas deben agitarse dando la vuelta al menos dos minutos antes de abrirlas.
Asegurar la re homogeneizacion del contenido.

Correccion de masa seca

La determinacion de la masa seca se debe realizar en submuestras separadas.

Las muestras para la determinacion de la masa seca y el analisis deben realizarse
al mismo tiempo para evitar diferencias en la humedad debido a la higroscopicidad
de la harina de arroz. La determinacion de masa seca debe llevarse a cabo secando
en un horno ventilado a 85 ° C durante al menos 12 horas, hasta que se alcanza
peso constante. En esta etapa, dos pesos netos consecutivos de la muestra deben
diferir en menos del 0,5%.
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6.1.2. Anexo 2: Curva de calibracién para la especiacion de arsénico
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Figura 19: Curva de calibracion para el As lll. Se aprecia el tiempo de retencion Rt=101
328 ms y r=0,99973
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Figura 20: Curva de calibracién para el DMA. Se aprecia el tiempo de retencion Rt=189
160 ms y r= 0,99974
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Figura 21: Curva de calibracién para el MMA. Se aprecia el tiempo de retencion Rt=236
224 msy r=0,99959
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Figura 22: Curva de calibracion para el As V. Se aprecia el tiempo de retencion Rt=262
237 msy r=0,99917
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