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INTRODUCCION

El aumento de las necesidades alimentarias basicas en el mundo hace del arroz un alimento
insustituible, lo que enfatiza la importancia de su inocuidad. Los granos de arroz tienen la
particularidad de acumular aproximadamente diez veces mas arsénico (As) que otros
cereales (SUN, G. et al., 2008). Ademas, este As puede estar presente como las formas
organicas acido dimetilarsinico (DMA) y acido monometilarsénico (MMA), o en formas
inorganicas (iAs) como arsenito (As(lll)) y arseniato (As(V)), siendo estas ultimas las mas
toéxicas. Una gran variacion se encuentra en la especiacion de arsénico del arroz,
dependiendo de una combinacion de factores que incluyen el genotipo del arroz y factores
ambientales como la composicion del suelo.

El concepto de especiacion resulta extremadamente importante dentro de los estudios
nutricionales y toxicolégicos, puesto que aporta informacion relacionada con Ila
biodisponibilidad y toxicidad de un dado elemento y ha permitido demostrar que no solo
dependen de la naturaleza del mismo y el nivel de concentracion, sino también de las
formas y combinaciones quimicas que el mismo presenta en el sistema bajo estudio. Es
evidente que la determinacion de las diferentes formas quimicas en las que se puede
presentar un elemento es fundamental y necesaria para obtener informacion adecuada
sobre el riesgo de exposicion a elementos toxicos y establecer por otra parte requerimientos
nutricionales de elementos esenciales.

La creciente preocupacion de distintos organismos de seguridad alimentaria, plasmada en
las regulaciones internacionales mas recientes (Union Europea, 2015), resalta la necesidad
de disponer de métodos selectivos, sensibles y robustos para la determinacion de las
especies de arsénico en alimentos. Una de las técnicas hifenadas mas frecuentemente
empleadas en este tipo de estudios es HPLC-ICP-MS. Por un lado, el poder de separacion
que presenta la técnica HPLC brinda extrema selectividad y por otro, la gran sensibilidad de
ICP-MS permite cuantificar muy bajas concentraciones, frecuentes en analisis de
especiacion.
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OBJETIVOS

e Desarrollar y optimizar metodologias analiticas modernas para la determinacion y
separacion de las distintas formas quimicas de compuestos organicos e inorganicos
de arsénico en matrices complejas de interés toxicolégico atendiendo a las
necesidades regionales.

¢ Optimizar como metodologia de analisis una técnica hifenada HPLC-ICP-MS:

o Evaluar la eficiencia de diferentes fases moviles.

o Optimizar las variables operativas del sistema.

o Estudiar metodologias de extraccion de las diferentes especies de arsénico y
evaluar la recuperacién sobre muestras de arroz adicionadas.

METODOLOGIA
Evaluacion de la eficiencia de diferentes fases moviles

En primera instancia, se evaluaron distintos acidos organicos como potenciales fases
moviles para la separacién, por cromatografia de intercambio anidnico fuerte, de las cuatro
especies de As mencionadas anteriormente. Los acidos estudiados fueron acido oxalico,
maloénico, succinico, tartarico, citrico y ascorbico, a un pH de 5,8; el cual permite la
separacion de las especies de As estudiadas debido a las diferencias de pKa entre ellas. Se
evaluo el efecto de los distintos acidos en la separacion en condiciones isocraticas a una
concentracién de 10 mmol L™, observandose marcadas diferencias entre ellos. A su vez, se
definieron gradientes de concentracion para optimizar la separacion.

Se utilizaron estandares multiespecie acuosos de As(lll), As(V), DMA y MMA a una
concentracién de 20 pg L. A su vez, se utilizaron estandares acidificados con HNO;
(0,075 mol L™), ya que gran parte de los andlisis de especiacion requieren extracciones en
medio acido. Mediante estos estandares acidificados, se evalud la reproducibilidad de los
tiempos de retencion de las especies en inyecciones sucesivas, para cada fase movil.

Ensayos de extraccion y evaluacién de la recuperacion sobre muestras de arroz
adicionadas

La extraccion se llevé a cabo en medio acido con radiacion microondas, usando 10 ml de
solucion extractante sobre 1 g de muestra previamente molida y tamizada a un tamano de
particula < 0,5 mm. Se realizaron duplicados y recuperados de cada muestra, éstos ultimos
con el objetivo de evaluar la posible interconversion de especies.

Preliminarmente se estudiaron dos acidos reportados en bibliografia como soluciones de
extraccion: HNO; (Jen-How Huang, Gunter ligen and Peter Fecher, 2010) y acido
trifluoracético (TFA) (Raber, G., Stock, N., Hanel, P., Murko, M., Navratilova, J., &
Francesconi, K. A., 2012), ambos en concentraciones de 0,075 y 0,28 mol L.
Posteriormente se llevaron a cabo disefios de experimentos para realizar una optimizacién
multi-variable de las condiciones de temperatura (desde 90 hasta 150°C) y concentracion de
la solucién extractante (desde 0,07 hasta 0,28 mol L") con el objetivo de obtener la maxima
eficiencia de extracciéon, evitando la interconversion de especies y minimizando la
concentracién de acido necesaria.

A su vez se estudio el efecto de la introduccién de metanol al plasma con el objetivo de
aumentar la sensibilidad del sistema frente al As, lo cual ha sido previamente reportado en
bibliografia (Grindlay, G., Mora, J., de Loos-Vollebregt, M., & Vanhaecke, F., 2013). Para
ello, se compararon las sefiales obtenidas para un estandar acuoso en tres condiciones: sin
metanol, adicionando metanol a la salida de la columna y adicionando metanol en la fase
movil.
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Aplicaciéon a muestras de arroz

Una vez ajustadas todas las condiciones de trabajo, se llevo a cabo el analisis preliminar de
algunas muestras de arroz comercial de distintas variedades, y con distintos niveles de
procesamiento industrial, como arroces integrales, parbolizados y pulidos, tanto de variedad
largo fino como doble carolina y corto japonés.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

En cuanto a las fases méviles evaluadas, se observé que el acido citrico tiene un gran poder
de elucién, lo que permite obtener una adecuada separacidn usandolo en concentraciones
muy bajas. Sin embargo, en estas condiciones, si las muestras se encuentran en medio
acido, esta fase moévil no posee capacidad buffer para mantener los tiempos de retencion,
inyeccién tras inyeccién. En cambio, los acidos oxalico, malénico y succinico tienen menor
poder de elucién, por lo que pudieron ser usados en concentraciones mas elevadas,
permitiendo lograr una excelente reproducibilidad de los tiempos de retencién en muestras
acidificadas. Con los acidos maldnico y succinico se observd un efecto de tailing notorio en
el pico correspondiente al As(V), especialmente con el acido succinico. En cambio en la
separacion con el acido oxalico se obtuvieron picos mejor definidos. El acido ascérbico,
resultdé tener muy bajo poder de elucion, requiriéendose concentraciones demasiado elevadas
para la elucién de las cuatro especies.

A su vez, debido a la elevada capacidad buffer exhibida por el acido oxalico, se evaluaron
condiciones de mayor acidez. Aumentando el pH de la fase movil, pudo obtenerse
reproducibilidad en los tiempos de retencién incluso con concentraciones de HNO; de 0,14 y
0,28 mol L™ (Figura 1)
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Figura 1. Separacion obtenida en tres inyecciones sucesivas con gradiente de elucién de Acido
Oxalico para un estandar de 5 ug L acidificado con HNO3 0,28 mol L.

En cuanto a la extraccion de arsénico de las muestras de arroz, no se observaron
diferencias entre el uso de HNO; y TFA. Los disefios de experimentos realizados mostraron
que las variables temperatura y concentracion de acido no presentaron significancia
estadistica en el rango estudiado, obteniéndose eficiencias de extraccion similares para las
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distintas condiciones evaluadas. Sin embargo, se observé que a concentraciones de acido
demasiado bajas los extractos resultan en suspensiones turbias dificiles de centrifugar, por
lo que se tomd una solucion de compromiso, llevando a cabo la extraccion a 125°C y con
HNO; 0,14 mol L™,

Con respecto a la adicion de metanol al plasma se verific6 un marcado aumento de la
sensibilidad al incorporar 1% de metanol, tanto a través de la fase mévil como post-columna.
Finalmente, el analisis de muestras de arroz comercial mostré la presencia de las cuatro
especies estudiadas en distintas concentraciones, obteniéndose a su vez recuperaciones
satisfactorias (Figura 2). Las concentraciones halladas se encuentran por debajo de los
limites establecidos por las distintas agencias internacionales de seguridad alimentaria,
demostrando la inocuidad de los arroces analizados.
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Figura 2. Separacion obtenida con gradiente de elucién de Acido Oxalico para dos muestras de arroz
pulido, una de ellas fortificada con estandar multiespecie en una concentracion de 5 ug L.
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