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RESUMEN

RESUMEN

Esta tesis doctoral analiza la variabilidad espacial del contenido
total de arsénico y metales pesados en arrozales ubicados en Ecuador,
otros paises de Latinoamérica (Brasil y Pert) y en la peninsula Ibérica.
Se analizaron muestras de arroz comercial, asi como grano de arroz
obtenido directamente en los cultivos de arroz, planta de arroz (tallo,
hojas, cascara y fitolitos), residuos generados durante el procesamiento
del grano de arroz y suelos de las zonas de cultivo.

En las muestras de suelo se llevd a cabo una caracterizacion
general de sus propiedades y se determino6 el contenido total, la fraccion
biodisponible y fraccionamiento geoquimico del arsénico y metales
pesados.

En las muestras de arroz se analizo el contenido de metales toxicos
y As. Adicionalmente para el As se determiné las formas quimicas de
arsénico: organicas (acido dimetil arsinico, DMA, 4acido monometil
arsonico, MMA y arsenobetaina, AsB) e inorganicas (As (V), As (I11)).

También se investigd el efecto del lavado y la coccion sobre el
contenido de arsénico total y sus formas organicas e inorganicas en
arroces de Ecuador y Espana, para lo cual se aplicaron cinco diferentes
tipos de tratamiento. Los resultados mostraron que el lavado y coccion
del arroz con exceso de agua o simplemente el lavado con agua son dos
métodos eficientes para reducir significativamente la ingesta de
arsénico en la poblacion.

En Ecuador, la concentracion media de tAs en el arroz integral
comercial (0.221+0.014mg kg!) fue mayor que la concentracion del
arroz precocinado (0.156+0.021 mg kg'), mientras que Ila
concentracion en el arroz pulido (0.130 £0.034 mg kg!) fue mas baja
que los otros arroces comerciales, éstas diferencias se atribuyen a los
procesos a los que se somete el grano de arroz para su obtencion.

La concentracion de tAs en el arroz comercial de Ecuador y de los
paises Latinoamericanos fueron similares entre ellos y
significativamente mas bajas que los arroces comerciales de los paises
de la peninsula Ibérica. Sin embargo, la concentraciéon de iAs fue
similar entre las dos areas geograficas, siendo la concentracion de



DMA la forma responsable entre el contenido total de As en la
peninsula Ibérica y el arroz de Latinoamérica.

Las concentraciones promedios de metales pesados en arroz
comercial de Ecuador fueron: Zn(17.84 mg kg™! ) > Cu(3.63 mg kg'! )
> Cr(1.75 mg kg! ) > Ni (0.654 mg kg'! ) > As (0.109 mg kg! ) > Pb
(0.069 mg kg!' ) > Cd (0.041 mg kg!' ) > Hg (0.004 mg kg'), estas
concentraciones fueron similares a los contenidos de arroces de
Ecuador recogidos directamente en el campo, excepto para el Pb, Zn y
Ni. Ademas, el contenido de As y Cd en arroz de campo de la provincia
de El Oro fue significativamente mas elevado que de las otras
provincias (Guayas y Los Rios).

Por otro lado, el contenido de As, Cd, Hg y Cu en muestras de arroz
comercial presentaron también diferencias significativas entre paises,
especificamente, las concentraciones de Cd y Cu en Ecuador fueron
mas elevadas que en los paises de la peninsula Ibérica.

Finalmente, las concentraciones medias de As y metales pesados
en grano de arroz comercial y de grano de campo de Ecuador y de los
otros paises, no sobrepasan los valores umbral establecidos por las
regulaciones actuales de la Union Europea y otras regulaciones,
exceptuando pocas muestras de Brasil (Cr y Pb) y tAs en muestras de
Espafia, no obstante, la concentracion de i1As en los arroces de
Latinoamérica y de la peninsula Ibérica se ubican dentro de valores
aceptables para el consumo humano.

Ademas, los valores del cociente de peligrosidad (TQH;) para iAs
y metales pesados, asi como el valor del riesgo de cancer determinado
para el 1As indican que no hay riesgo para la salud humana.



SUMMARY

SUMMARY

This doctoral thesis analyzes spatial variability in total arsenic and
heavy metals content in rice paddies located in Ecuador, other countries
from Latin America (Brazil and Peru) and in the Iberian Peninsula.
Commercial rice samples were analyzed, as well as grain obtained
directly from rice crops, rice plant (stem, leaves, husk and phytoliths),
residues generated during rice grain processing and paddy soils of the
rice crop areas.

In soil samples, a general characterization of its properties was
carried out and the samples were analyzed to determine total content,
bioavailable fraction and geochemical fraction of arsenic and heavy
metals.

In rice samples, contents of heavy metals and arsenic were
determined. In addition, the partitioning of arsenic was performed to
determine  organic  arsenic  (dimethylarsinic acid, DMA;
monomethylarsonic acid, MMA, and arsenobetaine, AsB) and
inorganic arsenic forms (As (V), As (III)).

This study is also focused on the investigation of the effect of
rinsing and boiling on total content of As (tAs) and of its chemical
forms in rice from Spain and Ecuador. For this, rice was subjected to
five different treatments. The results showed that the rinsing and
boiling rice in excess water or simply rinsing rice grains with As-free
water are two efficient methods to significantly reduce As intake in the
population.

Mean tAs concentration in brown rice from Ecuador
(0.221+£0.014mg kg! ) was higher than in parboiled rice (0.156+0.021
mg kg™ ), while the concentration in polished rice (0.130+0.034 mg kg
') was lower than other commercial rice, these differences are
attributed to rice grain processing.

Concentrations of tAs in commercial rice from Ecuador and Latin
American countries were similar to each other and significantly lower
than commercial rice from Iberian countries. However, 1As
concentration was similar in both geographical regions, being DMA
concentration responsible among total arsenic content in the rice of the
Iberian Peninsula and Latin America.



In commercial rice from Ecuador, values of heavy metals
concentrations were: Zn (17.84 mg kg!' ) > Cu (3.63 mg kg' ) > Cr
(1.75 mg kg )>Ni (0.654 mgkg! ) > As (0.109 mg kg! ) > Pb (0.069
mg kg! ) > Cd (0.041 mg kg! ) > Hg (0.004 mg kg'), these
concentrations were similar to the contents in rice from Ecuador
collected directly in the field ,except for Pb, Zn y Ni that were higher.
In addition, the content of As and Cd in field rice from El Oro province
was significantly higher than in the other provinces (Guayas and Los
Rios).

On the other hand, As, Cd, Hg and Cu content in commercial rice
samples also showed significant differences between countries,
specifically, Cd and Cu concentrations were higher than in the Iberian
Peninsula countries.

Finally, arsenic and heavy metals concentrations in commercial
rice grain and field rice grain from Ecuador and other countries not
exceed the threshold values established by the current EU regulations
and other regulations, with the exception of a few samples from Brazil
(Cr and Pb) and Spain (As), however, 1As concentrations both in rice
from Latin America and from the Iberian Peninsula are within the
acceptable range for human consumption. Furthermore, the target
hazard quotient values to iAs and heavy metals, as well as the cancer

risk value determined for the 1As indicate that there is no risk to human
health.
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Capitulo 1

1.1 ANTECEDENTES

El arroz (Oryza sativa) es el principal alimento para mas del 50% de la
poblacion mundial (K6gel-Knabner et al., 2010), al tiempo que es una
fuente importante de calorias y proteinas para el ser humano
(Cheajesadagul et al., 2013). Asi, en paises del Sudeste asiatico el
consumo medio de arroz puede llegar a superar los 500 g/persona/dia
(Meharg y Zhao, 2012). El continente Latinoamericano es la segunda
region en importancia después de Asia, con un consumo medio de 80
g/persona/dia. Ecuador es uno de los paises con mayor consumo de
arroz en Sudamérica con un consumo per capita de 123 g/dia
(FAOSTAT, 2018).

Por otra parte, el creciente deterioro de la calidad de los
agrosistemas, como consecuencia de la contaminacién de suelos y
aguas con elementos como arsénico (As) y otros metales como cadmio
(Cd), cromo (Cr), cobre (Cu), mercurio (Hg), plomo (Pb), selenio (Se)
se ha incrementado rapidamente debido a la industrializacion y
urbanizacion (Kwon, 2017). Ademas, las plantas que crecen en suelos
contaminados contienen niveles elevados de As y metales pesados
(Kwon, 2017). Estos elementos traza incorporados a través de la dieta
acaban acumulandose en diferentes tejidos como el higado, los
musculos y los huesos, y poniendo en peligro a medio y largo plazo su
salud (Naseri et al, 2015). Algunos estudios indican cantidades
excesivas de metales pesados como el cadmio, cromo y plomo y
arsénico en el arroz en diferentes paises p. ej., China, Korea, USA,
Francia, Italia, Espafia, Brasil (Zhang et al., 2018, Kwon et al., 2017,
Raber et al., 2012, Signes-Pastor et al., 2016, Batista et al., 2011) que
en algunos casos ha derivado en un dramatico impacto negativo sobre
la salud y calidad de vida de la poblacion. Por ejemplo, en Japon la
contaminacion de los campos de arroz con Cd generd decenas de
muertos debido a una enfermedad degenerativa del sistema Oseo
denominada itai-itai (Inaba et al., 2005). Asimismo, en Bangladesh,
pais afectado por la ingesta de altas concentraciones de As en el agua
potable y arroz, se estima que del orden de 35 y 77 millones de personas
estan en riesgo de intoxicacion por arsénico (Rahman et al., 2018).

El arsénico presente en la mayoria de los suelos agricolas es
fundamentalmente de origen geogénico (Smedley y Kinniburgh, 2002).



En Latinoamérica, el arsénico del suelo procede de la alteracion de
cenizas y rocas volcanicas, principalmente de composicion intermedia
a riolitica (Bundschuh et al., 2012 a,b). En Ecuador, la presencia de
elevadas concentraciones de As esta asociada a zonas con intensa
actividad hidrotermal en regiones volcanicas (De la Torre et al.,
Cumbal et al., 2010, Bundschuh et al., 2012a) y puntualmente en areas
con actividad minera (Appleton et al., 2001).

Los metales pesados son tomados por las plantas a través de los
tejidos corticales de las raices, debido a su similitud con algunos
micronutrientes esenciales (como zinc) (Sarwar et al., 2017).
Especificamente para el arsénico, hay dos principales mecanismos
relacionados con la toma de arsénico por las raices de la planta de arroz:
la primera ruta a través de los transportadores de fosfato, ya que los
arseniatos son analogos a los fosfatos, la segunda ruta es a través de los
canales de las acuaporinas, a través de las cuales son tomados los
arsenitos (analogo al 4cido silicico) (Syu et al., 2015).

La contaminacion de los campos de cultivo y su transferencia al
arroz cosechado puede también producirse a través de un uso
inadecuado de fertilizantes y pesticidas que contienen arsénico, cadmio,
plomo y otros metales pesados (Naseri et al., 2015). Varios estudios
indican que el arroz que se cultiva en suelos contaminados tienen
mayores concentraciones de elementos toxicos, que el cultivado en
suelos no contaminados (Azizur et al.,, 2014), sin embargo la
transferencia del suelo a la planta y del tallo al grano es un proceso que
no esta totalmente claro. La absorcion de metales pesados en las plantas
de arroz se ve favorecida, respecto a otros cultivos, por una serie de
factores que incluyen las propiedades del suelo, el cultivo en régimen
de inundacion, la especiacion quimica, y se reconoce universalmente
que el fésforo juega un papel decisivo (Jiang et al., 2014).

En la mayor parte de paises y, especialmente en el Ecuador, apenas
se han llevado a cabo estudios sobre la calidad de los agrosistemas
productores de arroz y de la presencia de elementos toxicos en el grano
de arroz, los estudios principalmente se enfocan en la presencia de estos
elementos en aguas destinadas al consumo humano, por lo cual, siendo
el arroz un alimento bdsico en la dieta de los ecuatorianos se debe
garantizar la seguridad en el consumo de este alimento (ver por ejemplo
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Bundschuh et al., 2012 a,b,c). En este sentido la presente Tesis Doctoral
pretende dar respuesta a las siguientes preguntas: ;Cual es el grado de
contaminacion de suelos de los agrosistemas productores de arroz en el
Ecuador?, ;Cual es la concentracion de As y metales toxicos en el grano
de arroz?, ;Existe alguna relacion entre la concentracion de As y
metales toxicos en el suelo y en la planta? y ;Es el arsénico presente en
el grano de arroz un riesgo para la salud de los Ecuatorianos?

Adicionalmente, también se pretende establecer en que medida las
condiciones ambientales, especialmente el suelo, favorecen o
intervienen en la biodisponibilidad de As. Para ello se ha realizado un
estudio a diferentes escalas: Local (Ecuador), continental (Sudamérica)
y Global (peninsula Ibérica versus Sudamérica).

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Generales

-Determinar la concentracion de arsénico y metales pesados en suelo y
planta de arroz en las principales provincias arroceras del Ecuador.

-Identificar las variables edafogeoquimicas implicadas con Ia
bioaccesibilidad del As y metales pesados.

-Determinar la concentracion de As y metales pesados en diferentes
clases de arroz comercial de consumo en el Ecuador y relacionar las
concentraciones encontradas con variables ambientales (pH, potencial
redox, etc.) y los contenidos de hierro existentes en los suelos de la
cuenca y evaluar el riesgo en la salud humana en la zona de estudio.

- Realizar un estudio comparativo entre los contenidos de As y especies
de As, y metales pesados de arroz comercial de Ecuador con arroces
comerciales de otros paises como Espafia, Brasil y Portugal

1.2.2 Especificos

-Establecer la calidad de los agrosistemas productores de arroz en
Ecuador.



- Establecer el contenido de tAs y sus formas (inorgénicas y orgéanicas)
y metales toxicos en la planta de arroz, incluyendo grano, hojas, tallos
y residuos.

- Identificar las variables ambientales que pueden contribuir a la
biodisponibilidad de As para la planta.

- Determinar la variabilidad espacial de As en el grano de arroz a
diferentes escalas: nacional (Ecuador), continental (Sudamérica) y
global (Sudamérica versus peninsula Ibérica).

- Evaluar el riesgo por ingestion de arroz contaminado con As y otros
metales en la salud humana de la poblacion.
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2.1 CARACTERISTICAS DE LOS SUELOS DE
CULTIVOS DE ARROZ

El cultivo de arroz se realiza comunmente en condiciones de
inundacién, lo que influye en los procesos biogeoquimicos y en
las propiedades del suelo. Durante el cultivo de arroz las
condiciones de inundacion prevalecen durante casi todo el
periodo de cultivo, sin embargo, los suelos inundados deben
drenarse una o dos semanas antes de la cosecha para permitir una
maduracion mas rapida del arroz y una cosecha mas facil (Kogel-
Knabner et al., 2010). Estos periodos de inundacién y drenajes
sucesivos conducen a una alternancia de los procesos redox que
pueden afectar considerablemente las propiedades del suelo (por
ejemplo: acidez, color) y composicion del suelo (por ejemplo:
mineralogia) (Pan et al., 2014).

2.1.1 Potencial Redox y pH.

Las caracteristicas y propiedades de los suelos inundados se
encuentran fuertemente influenciadas por los procesos de
reduccion y oxidacidon (redox) que tienen lugar como resultado
del agotamiento de oxigeno del suelo una vez inundado. El agua
de inundacién es poca profunda, sin embargo el transporte de
oxigeno al suelo subyacente es demasiado lento, por lo que
Unicamente una capa delgada es aerdbica, presentando
habitualmente elevadas concentraciones altas de Mn?", Fe?* y de
productos organicos resultado de la respiracion anaerobica (Kirk,
2004).

La reduccibn en un suelo inundado procede

aproximadamente de acuerdo a la siguiente secuencia (Kirk,
2004):

0, +CH,O —» CO,+ Hy0 [1]

4NO3™ + 5CH20 + 4H"—»2N; + 5CO2 + TH2O0  [2]
2MnO: + CH,0 + 4H" — 2Mn?* + CO; +3H,0 [3]
4Fe(OH); + CH20 + 8H' —p4Fe>* + CO, + 1 1H:0 [4]
SO4* +2CH20 + 2H" == H,S + 2CO; +2H,0  [5]
2CH, O — CH4+ CO, [6]
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Una vez inundado el suelo el oxigeno se agota en un periodo
corto de tiempo (~ 1 dia) (Kogel-Knabner et al., 2010, Kirk, 2004,
Ponnamperuma, 1972), por lo que la oxidacion de la materia
organica se lleva a cabo usando como oxidantes otras especies y
minerales presentes en el suelo, segiin el orden: nitratos (NO3"),
oxidos de manganeso y oxidos/hidroxidos de hierro, sulfatos y
metanogenesis (Meharg y Zhao, 2012, Ponnamperuma, 1972,
Sahrawat, 2015). La Fig. 2.1 muestra las reacciones de reduccion
indicadas y las semi reacciones de reduccion de elementos traza,
como el cobre, selenio, uranio y arsénico (Meharg y Zhao, 2012).

Sin embargo, en ausencia de oxigeno generalmente el Fe
(III) es el principal oxidante en el suelo. Su concentracion supera
las concentraciones de NOs", Mn (IV) o SO4% por al menos en un
orden de magnitud, siendo reducido a Fe*" (Kirk, 2004). Muchas
de las reacciones en suelos son catalizadas por microorganismos
apropiados, sin ellos las reacciones redox son pueden ser muy
lentas (Kirk, 2004).

El cultivo de arroz en régimen de inundacion le confiere a los
suelos condiciones reductoras, mientras que cuando son drenados
las condiciones se vuelven oxidantes. Por ello, los valores de Eh
muestran un amplio rango de variacién (-300 +700 mV) (Yu et
al., 2016, Li et al., 1992). El valor minimo de Eh puede estar
acompaiiado por la liberacion de gas H», debido a reacciones de
respiracion anaerobica de las bacterias del suelo (Kirk, 2004).
Durante la respiracion anaerdbica la materia organica es oxidada
y los componentes del suelo son reducidos (Ponnamperuma,
1972) y simultaneamente, los iones H* son consumidos en las
reacciones de reduccion y esto explica porque el pH en suelos
acidos tiende a incrementarse hasta cerca de la neutralidad
después de la inundacion (Kirk, 2004). Por otro lado, el CO»
producido por la respiracion de los microorganismos se libera
muy lentamente, por lo que el CO; se acumula bajando el pH de
los suelos alcalinos (Kirk, 2004). Por lo tanto, luego de la
inundacion el pH tiende a estar entre 6.5 y 7 (Meharg y Zhao,
2012).
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Figura. 2.1 Principales reacciones redox en ambientes de suelos
inundados (Meharg y Zhao, 2012).

Las condiciones redox pueden influenciar también en la
solubilidad y biodisponibilidad de los elementos, por ejemplo la
reduccion de 6xidos e hidroxidos de Fe puede liberar elementos
traza adsorbidos u ocluidos en los oxihidroxidos de Fe/Mn.

Se ha observado en suelos inundados que Ia
biodisponibilidad de fosfatos y arseniatos puede incrementarse
para la planta de arroz a causa de los procesos de reduccion (Kirk,
2004, Meharg y Zhao, 2012). En contraste, la biodisponibilidad
de algunos elementos traza puede decrecer después de la
inundacion debido a la formacion de carbonatos o sulfuros (ejem.
ZnCQOs3, CdS) (Meharg y Zhao, 2012).

Ademas, el pH y el potencial redox pueden afectar en gran
medida a los procesos de adsorcion, especialmente a aquellos en
los que intervienen los oxihidréxidos de Fe. Otros metales
también se ven afectados por las condiciones redox, el Cr*
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(anidn) es muy movil y toxico, mientras que el Cr*' es
relativamente insoluble y se adsorbe fuertemente sobre las
superficies, ademas de ser menos toxico (Calvo de Anta R., 1997,
Pais y Jones, 1997).

Después del drenaje y laboreo, sin embargo, los suelos
pueden revertir sus condiciones reducidas y volverse o0xicos
(Kogel-Knabner et al., 2010). La presencia de sulfuros metalicos
(principalmente pirita, FeS;) puede conducir a una fuerte
acidificacion, degradacion del suelo y contaminacion de las
aguas, se disuelven y hay cambio de pH a sus valores iniciales
(Ponnamperuma, 1972).

2.1.2 La materia organica en los suelos de cultivo de arroz

Los suelos de cultivo de arroz se caracterizan por entradas
altas de carbono a través de abonos y el residuo de la propia
planta. La tasa de descomposicion de la materia organica del
suelo es mas baja en condiciones anaerobicas que en condiciones
aerobicas, lo que conduce a una acumulacion de materia organica
(Kogel-Knabner et al.,, 2010). La acumulacion de materia
organica se debe a la falta de oxigeno y de aceptores de
electrones, especialmente Fe** y SO4% (Li Z. y Li D., 2003).

Los procesos de reducciéon ocurren en paralelo con la
oxidacion de materia orgdnica, por lo que la materia organica se
liberara comitentemente en la solucion del suelo después de la
inundacion (Pan et al., 2014). La materia organica del suelo es
uno de los principales adsorbentes que controla la concentracion
de metales pesados entre la fase solida y la de solucién del suelo,
por lo que determina las especies y la biodisponibilidad de éstos
en la matriz del suelo (Shi et al., 2018, Gustafsson et al., 2003).

Es complejo cuantificar la contribucion de la materia
organica en la biodisponibilidad y toxicidad de los metales
pesados debido a qué es una mezcla compleja de componentes no
definidos (Shi et al., 2017). Sin embargo, debido a que la materia
organica tiene una elevada afinidad y area superficial, numerosos
sitios reactivos y de enlace para metales (Seguin et al., 2004, Wu
et al., 2004), esté relacionada con la adsorcion, redistribucion y
biodisponibilidad en suelos de elementos como As, Cu, Zn, Cdy
Pb (Mladenov et al., 2015, Paikaray et al., 2005, Shi et al., 2018).
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2.2 GEOQUIMICA DEL ARSENICO EN CULTIVOS DE
ARROZ

La bioacumulacion del As en la planta de arroz, la
biodisponibilidad y fitotoxicidad de As depende de muchos
factores incluyendo la fuente y la concentracion del elemento, la
naturaleza de las especies de arsénico, las propiedades del suelo
tales como el contenido de arcilla, pH y condiciones de equilibrio
redox (Naidu et al., 2006). Los procesos de adsorcion-desorcion
y los procesos en los que intervienen microorganismos son

también  factores  predominantes que controlan la
biodisponibilidad de arsénico (Naidu et al., 2006).

2.2.1 Formas quimicas del As

El arsénico (Fig. 2.2) se presenta principalmente en dos
formas quimicas: inorgénicas (arsenito (As (I1I)), y arseniato (As
(IV)) y orgénicas (acido monometil arsonico (MMA) y acido
dimetil arsinico (DMA) (Yamaguchi et al., 2011, Honma et al.,
2016, Jia etal., 2012).

Ademads de estas formas organicas, pueden estar en bajas
concentraciones otras especies organicas como la arsenobetaina
(AsB), arsenocolina (AsC), entre otras (Suriyagoda et al., 2018).

Generalmente, el As (V) se presenta como H»AsOs3; o
HAsO4* y el As (III) esta presente como H3AsOs a pH neutro
(Seyfferth y Fendorf, 2012). Los arseniatos son analogos a los
fosfatos por lo que son tomados por las raices de la planta de arroz
a través de las proteinas transportadoras de fosfato
(OsPHT1;8(0OsPT8)) (Wang et al., 2016), mientras que los
arsenitos son analogos al acido silicico, accediendo a la planta de
arroz a través de las proteinas de membrana Aquaporin
LSi1(OsNIP2;1) (Ma et al., 2008, Seyfferth y Fendorf, 2012, Li
et al., 2009), esto puede deberse a la similitud de tamafio y
constante de disociacion (Ma et al., 2008) para ambos
compuestos (Si (OH)s y As (III)).
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Figura 2.2 Estructura quimica de las principales formas de arsénico en
suelos y gradiente de toxicidad, en relacion con la estructura de la molécula
del fosfato y acido silicico. En el fosfato R = H*, Na* o K* (Suriyagoda et al.,
2018).

2.2.2 Influencia del pH y del Eh en la movilidad del As

La Fig. 2.3 muestra los principales procesos de
transformacion de especies de arsénico en suelos, los cuales
influyen en la biodisponibilidad de este elemento para las plantas.
El As (V) es generalmente mas estable que el As (III) a Eh mas
altos entre 100 y 300mV a pH 8 y 4, respectivamente (Inskeep et
al., 2002). En los suelos bajo condiciones aerdbicas, el As es
menos movil a causa de que el As (V) es fuertemente adsorbido
por la mayoria de minerales, incluyendo oxihidroxidos de Fe y Al
y aluminosilicatos, bajo pH 8.5.
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Figura 2.3 Procesos de transformacion del arsénico en suelos
(Tomado de Meharg y Zhao, 2012).

En contraste, el As es muy modvil bajo condiciones
anaerobicas, ya que el arseniato se reduce a arsenito (As (III)) en
condiciones de inundacion (Xu et al., 2008, Arao et al., 2009). La
capacidad de adsorcion del hidroxido de aluminio es menor para
As (IIT) que para As (V), por lo que el As (II1) puede ser liberado
con mayor facilidad. A diferencia de los oxihidroxidos de Fe la
capacidad de adsorcion es mayor para As (III) que para As(V) a
pH>6. A causa de la selectiva adsorcion de As (III) por
oxthidroxidos de Fe, el arsénico es asociado con la fase mineral
del Fe, en suelos bajo condiciones anaerdbicas. A pesar de la
adsorcion alta del As (IIT) en los oxihidroxidos de Fe, comparado
con la de As (V), la razon de desorcidn para el As (I1I) es mayor
que para el As (V) (Herbel y Fendorf, 2006), debido a que el
complejo de As (III) incluye un complejo de esfera externo y
multiples complejos de esfera interna, mientras que el As (V)
forma unicamente un complejo de esfera interna ( Fendorf et al.,
1997, Sherman y Randall, 2003).

Los efectos del pH y del Eh sobre la movilidad y especiacion
del As se pueden observar en la Fig. 2.4. La solubilidad del
arsenito se incrementa rapidamente cuando el Eh baja (< 200
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mV), mientras que la solubilidad del arseniato decrece
concomitantemente. En el rango de -200 a +100 mV, el arsenito
representa el 87-98% del As total. La solubilidad del arseniato es
generalmente baja, excepto a valores altos de pH y Eh. Una vez
que se desarrollan condiciones anoxicas la especie predominante
es el arsenito (Meharg y Zhao, 2012).

2. 2.3 Mecanismos de movilizacion del As

Bajo condiciones anaerobicas el oxigeno liberado de las
raices de la planta de arroz induce a la formacion de depdsitos de
hierro y manganeso sobre la superficie de las raices (Zhang et al.,
1999). Esta placa principalmente de hierro esta constituida por
una mezcla de oxihidréxidos de Fe amorfos y cristalinos como

600
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400 H

300 -

200 H

Eh (mV)

100 H

-100 -

-200 -

-300
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Figura 2.4 Diagrama Eh-pH para el sistema As-H20 en relacion
a la estabilidad de los 6xidos e hidréxidos de Fe y Mn (Meharg y
Zhao, 2012).
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la ferrihidrita (FesHOs.4H>0), lepidocrocita ( ¥y - FeOOH),
hematita (x-Fe203) y goethita (x- FeOOH) (Zhuang et al., 2015).

Esta placa tiene un significativo efecto sobre la adsorcion de
As (IIT) y As(V) (Liu et al., 2004):

FeOHjs) + AsO4> (ac) +3H"(acy —»FeH2As04(5) + H20q) [7]
FeOHjs) + AsO3* (ac) +3H (acy = FeH2As03¢5) + H20q) [8]

Los oxihidroxidos de Fe con el desarrollo de condiciones
anaerdbicas sufren una disolucion reductora debido a la actividad
de las bacterias reductoras de Fe, las mismas que son ubicuas en
suelos (Das et al., 2016). El arsénico adsorbido en los 6xidos-
hidréxidos de Fe se libera concomitantemente a la solucion
debido a la pérdida de la fase de adsorcion (Kumarathilaka et al.,
2019, Yamaguchi et al., 2011, Meharg y Zhao, 2012). Se
considera que este proceso es el mecanismo predominante que
causa altas concentraciones de arsénico en las aguas subterraneas
del sur de Asia (Nickson et al., 2000). Una situacion analoga
sucede con el fosfato, la diferencia radica en que el fosfato no
experimenta transformaciones redox en el suelo, mientras que el
arseniato pueden ser reducido a arsenito o incluso transformado
a especies metiladas (Meharg y Zhao, 2012). Por otro lado, el tipo
y propiedades (grado de cristalinidad) de los oxihidroxidos de Fe
tienen una fuerte influencia sobre la disolucién reductiva y la
movilizacién del arsénico. Por ejemplo, la ferrihidrita (Fe(OH)3
es de baja cristalinidad y con una elevada superficie especifica
(100-700 m? g!) por lo que se reduce mas facilmente que otros
oxihidroxidos de Fe cristalinos (goethita, hematita). Sin embargo,
su disolucion puede conducir a la formacion de minerales
secundarios de Fe, como la magnetita Fe;O4 (Yamaguchi et al.,
2011, Meharg y Zhao, 2012), los cuales adsorben el arsénico
inicialmente liberado, proporcionando un nuevo sitio de sorcion
para el arsénico. La conversion de ferrihidrita a otras fases
cristalinas de 6xidos de Fe como la goethita (area superficial: 8-
200 m? g'!) y la hematita (area superficial: 2-115 m? g'!) puede
decrecer significativamente la capacidad de adsorcion de As,
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debido a la reduccién de los sitios de adsorcion (Kumarathilaka
et al., 2018).

El otro mecanismo importante de movilizacion del arsénico
es que puede ser reducido a arsenito, el cual no es adsorbido en
la misma proporcion que el arseniato y tiene una mayor tendencia
de liberarse en la fase de solucion del suelo (Yamaguchi et al.,
2011).

Finalmente, la materia orgédnica puede ser adsorbida sobre
los oxihidroxidos de Fe (FEOOH) y limitar la adsorcion de As
(IT1) y As (V) (Mladenov et al., 2015), en contraste a la elevada
afinidad de la materia orgénica por el As (Paikaray, 2005) que
puede limitar su movilidad.
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RESUMEN

La informacion disponible sobre el contenido de arsénico en el
arroz de Latinoamérica y de la peninsula Ibérica es todavia escasa. En
este trabajo se estudi6 la variabilidad espacial en el contenido total de
arsénico y sus formas orgdnicas (acido dimetil arsinico, DMA, acido
monometil arsonico, MMA y arsenobetaina, AsB) e inorganicas (As
(V), As (III)) en diferentes tipos de arroces (comercial, grano de arroz
de planta, integral, precocinado), residuos y en la planta de arroz
(cascara, tallo y hojas) de paises de Latinoamérica (Ecuador, Brasil y
Pert) y de la peninsula Ibérica (Espafia y Portugal). En Ecuador se
realizd un muestreo intensivo en tres provincias de la Costa y del
Oriente. Se recolectaron muestras de suelo y de planta de arroz (grano,
hoja, tallo) y otros residuos generados durante el procesamiento del
grano de arroz. En Brasil también se recolectaron muestras de suelos
de cultivos de arroz.
La concentracion de tAs en el arroz comercial de los paises
Latinoamericanos fueron similares entre ellos y significativamente mas
bajas que los arroces comerciales de los paises de la peninsula Ibérica.
Sin embargo, la concentracion de 1As fue similar entre las dos areas
geograficas, siendo la concentracion de DMA la forma responsable de
las diferencias significativas entre ambas 4reas (peninsula Ibérica:
0.072+0.030 mg kg'!'; Latinoamérica: 0.041+0.022 mg kg™!). Para los
arroces de Latinoamérica el orden de abundancia de las formas de As
fue As (IlI) > DMA~As (V) > MMA >> AsB, mientras que en la
peninsula Ibérica fue DMA la forma dominante. Sin embargo,
combinando los resultados obtenidos en este trabajo con los de otros
trabajos previos, se ha observado que el orden de abundancia de las
formas de As cambia sustancialmente segiin aumenta el contenido tAs
en el grano de Arroz. Para valores bajos de tAs (tAs ~0.300 mg kg™)
las formas inorgéanicas son las formas dominantes, mientras que para
valores superiores el 0As incrementa sustancialmente, pasando el DMA
a ser la forma dominante en el grano de arroz. No obstante, la
concentracion de 1As en los arroces de Latinoamérica y de la peninsula
Ibérica se ubica dentro de valores aceptables para el consumo humano.

Por otra parte, los resultados muestran que suelos con una
elevada concentracion de 0xidos e hidroxidos amorfos de Fe y Al en el
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suelo, capaces de adsorber fuertemente oxianiones (como arseniatos)
conducen a concentraciones significativamente mas bajas de As en la
planta de arroz. Adicionalmente, las altas concentraciones de As (V) en
tallos y hojas, y bajas concentraciones de As en fitolitos en relacion al
arsénico asociado con la materia orgénica en tallos y cascara sugiere
que la planta de arroz toma el arsénico como arseniato (As (V)) mas
que arsenito (As (III)), consistentemente con las condiciones Oxicas
encontradas en suelos de cultivos de arroz.

3.1 INTRODUCCION

El consumo medio de arroz en Latinoamérica fue en 2013 de
80g/persona/dia (FAOSTAT, 2018); sin embargo, paises como Pert o
Ecuador superan sustancialmente esta cifra. Pertt con un consumo per
capita de 134 g/dia y Ecuador con 123 g/dia son dos de los paises de
Latinoamérica con mayor consumo de arroz, mientras que en Brasil es
ligeramente inferior (88 g/dia) (FAOSTAT, 2018). La produccion de
este alimento también adquiere una cierta relevancia en la economia del
sector agricola de estos paises. Asi, Brasil con una produccion anual de
10.6 millones ton/afio es el productor de arroz no asidtico mas
importante del mundo (FAOSTAT, 2018). La produccion en Ecuador
alcanza los 1.5 millones ton/afio en el afio 2016, concentrandose mas
del 90% en las provincias costeras de El Oro, Guayas y Los Rios
(INIAP, 2007). Pert es el segundo pais productor de arroz de la region
con una produccion para el afio 2016 de 3.2 millones ton/afio.

En Europa, la mayor produccion de arroz con cerca del 40%
corresponde a Italia, mientras que la produccion de Espana (865,812
ton/afio) representa alrededor del 20% y Portugal (169,289 ton/afio)
representa el 4% (FAOSTAT, 2018). El consumo de arroz en los paises
Europeos es netamente menor que en Latinoamérica, siendo Portugal
el pais con mayor consumo con aproximadamente 40,7 g/persona/dia,
mientras que en Espafa el consumo medio es sustancialmente inferior
(22.8 g/persona/dia) (FAOSTAT, 2018).

Por otra parte se ha puesto de manifiesto que el As se acumula
eficientemente en el grano en comparacion con otros cereales, siendo
en paises del Sur y Suroeste asiatico la segunda fuente en magnitud de
ingesta (ver por ¢j. Meharg y Zhao, 2012). La concentracion del As
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presente en el arroz varia segin un amplio nimero de parametros,
como son la variedad de la planta (variacion genética), localizacion
(variacion geografica), manejo de cultivo y condiciones ambientales
como son propiedades y composicion de agua y suelos, periodo de
cosecha, etc. (Kahn et al., 2010; Norton, 2012; Suriyadoga et al.,
2018).

El As presente en la mayoria de los suelos agricola es
fundamentalmente de origen geogénico (Smedley y Kinniburgh, 2002),
aunque el cultivo continuado y el uso de fitosanitarios puede
incrementar sustancialmente su contenido y el de otros elementos traza
(Alloway 2013). En Latinoamérica, el As presente en los suelos
procede de la alteracion de cenizas y rocas volcanicas, principalmente
de composicion intermedia a riolitica (Bundschuh et al., 2012a, 2012b).
En Ecuador la presencia concentraciones anormalmente elevadas de As
esta asociada a zonas con intensa actividad hidrotermal de zonas
volcanicas (Bundschuh et al., 2012a; Cumbal et al., 2010, De La Torre
et al., 2004) y puntualmente en areas con actividad minera (Appleton
et al., 2001).

El conocimiento sobre el contenido de As y su comportamiento
geoquimico en suelos de produccion de arroz es todavia escaso para la
mayoria de los paises de Latinoamérica y de la peninsula Ibérica. Asi,
no se conocen datos para los suelos de cultivo de arroz de Peru, en
Brasil se han obtenido valores medios menores de 10 mg kg! (Segura
etal., 2018), mientras que para Portugal fueron menores a 15 mg kg''y
en Espafia oscilaron entre 4.2-11 mg kg™! (Signes-Pastor et al., 2016).

El cultivo de arroz mayoritariamente se lleva a cabo por
inundacién, de manera que los suelos suelen presentar condiciones
redox anodxicas-subdxicas (Eh 100-300 mV; Otero et al., 2016). Bajo
condiciones anaerobias la biodisponibilidad de As es mayor que en
condiciones oxicas, debido a la disolucién reductiva de los
oxihidroxidos de hierro, que acaban liberando al agua intersticial el As
adsorbido o coprecipitado con los oxihidroxidos de Fe (Otero et al.,
2016, Yu et al., 2017), incrementado su biodisponibilidad y
acumulacion en la planta de arroz (Fransisca et al., 2015; Islam et al.,
2016; Yamaguchi et al., 2011). La concentracion de As en el arroz es
aproximadamente 10 veces superior a la de otros cereales y es
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considerado, después del agua, la segunda via de ingesta de As para el
hombre (Rasheed et al., 2018; Williams et. al., 2007a, 2007b)

El As en la planta de arroz puede presentarse en diferentes formas,
las cuales muestran una de toxicidad variable. Las especies
mayoritarias en arroz son las formas inorganicas (As (IIl) y As (V)) y
acido dimetilarsinico (DMA), siendo las formas inorganicas las mas
toxicas (Chen et al., 2016; Wang and Forsyth, 2012; Zhu et al., 2008).

Sin embargo, la informacion disponible sobre el contenido de As
en cultivos de arroz es todavia escasa para la mayor parte de los paises
de Sudamérica. En Ecuador, recientemente se han publicado algunos
trabajos en los que se analizaron el contenido de arsénico total (tAs),
arsénico inorganico (1As) y arsénico organico (0As) en la planta de
arroz asi como el contenido de As en agua de inundacion en el suelo en
las dos principales provincias productoras de arroz (Otero et al., 2016;
Nunes y Otero, 2017). En Brasil, la informacion disponible se limita al
contenido tAs y iAs (Dos Santos et al., 2017; Segura et al., 2016),
unicamente Batista et al. (2011) y Pedron et al., (2016) presentan
resultados de especies organicas de As. En Espaia los trabajos de
Torres-Escribano et al. (2008) y Pizarro et al. (2003) determinan iAs y
tAs, mientras que Signes-Pastor et al. (2016) determina especies
organicas e inorganicas. En Portugal, Pinto et al. (2016) cuantifico
arsénico total en arroz blanco, integral y parbolizado, mientras Rego et
al. (2018) determind especies organicas € inorganicas en arroz pulido e
integral. Finalmente de Perti no hay informacion disponible.

En este sentido, el presente trabajo pretende contribuir a un mejor
conocimiento sobre el contenido de As y sus formas en el arroz a nivel
iberoamericano. Para ello se han seleccionado dos grandes regiones:
Latinoamérica y la peninsula Ibérica. Los objetivos planteados fueron:
1) evaluar la variabilidad espacial en el contenido total de As y de sus
formas a diferentes escalas: local, continente e intercontinental 2)
Investigar y comparar la distribucion del tAs y sus formas (organicas e
inorganicas) en diferentes partes de la planta de arroz, incluyendo hojas,
tallos, cascara, grano y fitolitos. Para ello, se ha analizado un amplio
numero de muestras de grano de arroz comercial (integral, pulido) y
obtenido directamente en el campo, asi como de las diferentes partes de
la planta de arroz (tallo, hoja, cascara) de Ecuador, mientras que para
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los demads paises se han analizado unicamente arroces comerciales. En
las muestras se analizo tAs, las formas inorganicas (As (V), As (II1)) y
las formas orgénicas (acido dimetil arsinico (DMA), acido monometil
arsonico (MMA) y arsenobetaina (AsB). Adicionalmente, también se
ha realizado una caracterizacion fisicoquimica y mineraldgica de los
suelos de Ecuador y Brasil.

3.2 MATERIAL Y METODOS
3.2.1 Muestreo

3.2.1.1 Muestreo de suelos

El muestreo de suelos se llevo a cabo tinicamente en Ecuador y en
Brasil. Se recolectaron 112 muestras compuestas de suelo de las capas
superficiales (0-20 cm). Cada muestra simple fue obtenida por la
mezcla de 5 sub-muestras (~500 g) tomadas de diferentes partes del
sitio de cultivo. En el laboratorio cada sub-muestra fue secada a 45°C y
pasada a través de un tamiz de 2mm.

En Ecuador se realiz6 un muestreo intensivo de suelos de las
principales provincias arroceras del pais (Fig 3.1) y que en su conjunto
representan mas del 95% de la produccion total del Ecuador (INEC,
2013; Otero et al., 2016).

Orellana
Los Rios

Guayas

Figura 3.1 Localizacion de las zonas de muestreo en Ecuador y Brasil.
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Un total de 94 muestras fueron recogidas en las provincias costeras
de Ecuador: Guayas (63 muestras), Los Rios (21 muestras), El Oro (10
muestras) y 8 muestras para la zona oriental de Ecuador, provincia de
Orellana (Fig. 3.2).

Las tres primeras provincias estdn ubicadas en la zona costera en
donde predomina un clima subtropical seco, con suelos desarrollados
sobre sedimentos fluviales marinos (Otero et al., 2016), mientras que la
provincia de Orellana esta ubicada en la zona oriental del pais y
corresponde a un medio de clima tropical himedo con suelos
fuertemente intemperizados, fundamentalmente Oxisoles (Espinosa et
al., 2018). En Brasil fueron recogidas 10 muestras compuestas de
suelos en el valle de Rio Paraiba do Sul (municipio Tremembé¢), una de
las principales zonas arroceras del estado de Sao Paulo. El clima de la
zona de muestreo es subtropical y suelos desarrollados sobre
sedimentos fluviales también fuertemente intemperizados, (Soil
Taxonomy, 2010).

3.2.1.2 Muestreo de arroz comercial y campo

Las muestras de arroz comercial (57 muestras) se adquirieron en
supermercados de todos los paises evaluados (Ecuador, Brasil, Pert,
Portugal y Espafia) de diferentes tipos (pulido, integral y parbolizado o
precocinado).

3.2.1.3 Muestreo de planta de arroz

En Ecuador se obtuvieron un total de 27 muestras de grano, 32 de
tallo, 32 de hoja y 9 de otras partes o subproductos del arroz (céscara,
arrocillo, polvillo de arroz) segun se sefiala en la Tabla 3.1. En las zonas
arroceras de Ecuador se tomaron muestras de grano, planta de arroz
(tallo y hoja) y también de diferentes residuos generados durante el
procesamiento del grano de arroz como cdascara, arrocillo (arroz
desechable que corresponde a trozos de arroz granos pequefios) y
polvillo de arroz (residuo resultante del pulido de arroz).
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B80"400'W 8000w T9"200°W 80'SUW 80°00'W

Figura 3.2 Localizacién de los puntos de muestreo en las provincias de
Guayas, Los Rios, El Oro y Orellana de Ecuador y Sao Paulo de Brasil.

Las muestras de grano de arroz y planta fueron obtenidas mezclando 5-
8 plantas recogidas en un mismo punto de muestreo. En el laboratorio,
estas muestras fueron lavadas de 3-5 veces con agua destilada. El grano
de arroz descascarado (grano de campo) fue separado y las muestras de
tallos, hojas y arroz descascarado se secaron a 45°C, para luego ser
molidas y preservadas en fundas plésticas hasta ser analizadas. Las
muestras de grano de arroz de campo solo pudieron muestrearse en las
provincias costeras (El Oro, Guayas y Los Rios), en la provincia de
Orellana en el momento del muestreo las plantas no se habian
desarrollado lo suficiente por lo que no se analizé grano de arroz de
campo.
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Tabla 3.1 Origen y tipo de muestras. * residuos de arroz rechazados
para consumo humano.** Polvo de arroz residuales generados durante el
proceso de pulido del arroz

Origen  Tipo de muestra numero
Ecuador Grano de arroz comercial pulido 28
Grano de arroz comercial integral 2
Grano de arroz comercial parbolizado 3
Grano de arroz de campo 27
Tallo 32
Hoja 32
Productos de la produccion de arroz: 9

residuos* (2), polvo de arroz** (2), y

cascara de arroz (5)

Peru Grano de arroz comercial pulido 3

Brasil Grano de arroz comercial pulido 5
Grano de arroz comercial parbolizado 2
Grano de arroz comercial integral 3
parbolizado

Espafia  Grano de arroz comercial pulido 8
Grano de arroz comercial parbolizado 1

Portugal Grano de arroz comercial pulido 2
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3.2.2 Analisis

3.2.2.1 Analisis de suelos

El pH, el potencial redox (Eh) y la conductividad eléctrica fueron
determinados “in situ” con electrodos portatiles (HANNA Instruments
INC, Woonsocket, RI, U.S.A.). Los valores de Eh fueron corregidos
adicionando el potencial de un electrodo de referencia (+244 mV). El
carbono organico total (TOC) se determiné en muestras de suelo
previamente molidas, en un analizador Lecol00 S — C 144DR (LECO
Corporation, St. Joseph MI, EE.UU.). El tamafio de las particulas fue
determinado usando el método de la pipeta (Gee y Bauder ,1986). El
As biodisponible (AsMe) se extrajo mediante el método Mehlich 3
(Mehlich, 1984) y los 6xidos e hidréxidos de Fe amorfo (Feox) y Al (Alox)
fueron extraidos con una disolucién 0.2M de oxalato de amonio y una
disolucion 0.2M de acido oxélico a pH 3 (Blakemore, 1978). La
concentracion total de arsénico (tAs) fue determinado mediante una
digestion acida de las muestras del suelo (9 ml de HNO3 14.4 M: 3 ml
de HCI 12 M, Merck, Darmstadt, Alemania) en un horno de microondas
durante 25 minutos. Las concentraciones de tAs y AsMe se
determinaron por ICP-OES (Perkin Elmer, Optima modelo 4300 DV,
Sunnyvale, CA, EE. UU. A.A.). Para validar el método de extraccion
de tAs, se utilizaron estandares de suelo certificados (SRM 2709a,
SMR2710a, SRM2711a de NIST, U.S.A.) y la tasa de recuperacion de
As fue> 90%.

El analisis mineraldgico se realizo en la fraccion de arcilla (<2 pm)
por difraccion de rayos X (DRX). El analisis de difraccion de rayos X
(DRX) se realizé en portaobjetos de vidrio para agregados orientados
de la fraccion de arcilla saturada con Mg?*, y para monturas de polvo
al azar de arcillas insaturadas, fracciones de limo y arena (finas y
gruesas). Las muestras saturadas de Mg?** se procesaron como
agregados orientados (Mg) y también se solvataron en glicerol (Mg-
Gl1). Estas muestras también se analizaron después de calentar durante
3 horas a 550 ° C 'y 700 °C (Mg-K550 y Mg-700) (Jackson, 1979).

Los patrones XRD se obtuvieron mediante un difractometro
Shimadzu XRD 6000 (Shimadzu Corporation, Tokio), utilizando
radiacion Cu-Ka, con un monocromador de grafito y aplicando 40 kV
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y una corriente de 30 mA, con una velocidad de 1.0 0260 min-1 y un
paso tamafio de 0.02 °20. Los analisis se realizaron en un rango de 2—
40 °20 para agregados orientados y un rango de 3—70 °20 para polvo
aleatorio.

3.2.2.2 Anélisis de grano y planta de arroz

En las muestras de planta y arroz se determin6 el contenido de tAs
y de sus formas organicas: DMA, MMA y AsB e inorganicas (As (I1I)
y As (V)).

El tAs se determin6 en 0.5-1.0 g de muestra vegetal que fueron
digestadas con una mezcla de HNOs y H>O» ultra-pura segiin Meharg
y Rahman (2003): 5 mL de HNO3 (65%), 1 mL de H>O> 33% y 5 mL
de agua Milli-Q (w/v), dejando en reposo durante una noche.
Posteriormente, los tubos se colocaron en una placa de calentamiento
(Perkin Elmer SPB 48-50) a una temperatura de 95°C durante 3 horas.
El extracto fue filtrado por 0.45um. El contenido de As total fue
determinado con un ICP-MS (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
U.S.A).

La especiacion de As en planta se realizo en 0.50 g de muestra, las
cuales fueron atacadas con 10 mL de HNOs al 1% a 95°C por 90
minutos en un horno microondas (Milestone ETHOS-1) (Huang et al,
2010). Las muestras fueron centrifugadas a 10,000 rpm a 4°C por 15
minutos y el sobrenadante filtrado por 0.45um y conservadas a -20°C
hasta su analisis. La concentracion de las formas inorganicas de As en
las diferentes fracciones de As inorgéanico (As (III) y As (V)) y arsénico
organico (AsB, DMA y MMA) fueron separadas y cuantificadas
usando para ello un HPLC (Varian Prostar, Spectralab Scientific,
Toronto, Canada) acoplado a un ICP-MS (Varian 820-MS).

En paralelo, se analiz6 el material de referencia certificado (MRC)
harina de arroz 1568b del NIST USA. Los valores medios obtenidos
para las diferentes especies de arsénico fue: iAs: 0.1089+0.038; DMA:
0.2187+0.0937 y 0.0178+0.0012 MMA (n=4) lo que representan un
porcentaje de recuperacion de 107%, 113% y118% respectivamente. El
limite de deteccion (LD) fue de 3.75 ug kg' para las formas inorgéanicas
y 1.35-4.35 ug kg ! para las formas organicas (Otero et al., 2016). Para
el tAs la media y el porcentaje de recuperacion para MRC (n=4) fue de
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0.349+0.102 y 123%, respectivamente.

3.2.2.3 Analisis de fitolitos en tallos y cascara de arroz

Los tallos y las hojas del arroz de Ecuador se enjuagaron tres veces
con agua ultrapura y se secaron al horno a 60°C hasta peso constante (~
24 h). Las hojas y los tallos se separaron, descartando partes necrosadas
0 secas, y se molieron en un mortero de 4gata.

Los fitolitos son cuerpos microscopicos de silicio presentes tanto
dentro del espacio intercelular como dentro de la célula (Esteban et al.,
2018, Piperno et al., 2006). El interés del estudio de los fitolitos reside
en el hecho de que el 4cido silicico y el arsenito tienen una estructura
similar de manera que la via de entrada de As (III) en las raices puede
ser la misma que la del silicio, actuando los fitolitos como un sumidero
of As (Meharg y Zhao, 2012). Los fitolitos se extrajeron de acuerdo con
Parr et al. (2001): se colocaron 10 g de muestra de plantas en capsulas
de porcelana y se calcinaron durante la noche a 600°C. Las cenizas
restantes se trataron con 20 ml de H202 (30%, Merk) a 85°C durante 1
h para extraer As asociado con carbono organico; el residuo se trato
luego con una disolucion de oxalato de amonio 0.2 M y 4cido oxalico
0.2 M durante 8 h en oscuridad para extraer el arsénico asociado con
carbonatos, 6xidos e hidroxidos. Finalmente, se extrajo el arsénico
presente en los fitolitos con 10 ml de NaOH 0.2 M durante 168 horas a
temperatura ambiente con agitacion continua (Georgiadis et al., 2013).
El sobrenadante de cada extraccion se elimind después de la
centrifugacion a 10,000 rpm a 4 © C durante 15 min, y los residuos se
lavaron tres veces con agua ultrapura, desechando el sobrenadante
(Bujan, 2013). La concentracion de arsénico fue determinada por ICP-
MS (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EE. UU.). Ademas, la
microscopia electronica de barrido (SEM) y el andlisis elemental (EDS,
espectro de rayos X de dispersion de energia) de los fitolitos del tallo
se llevaron a cabo utilizando un analizador LECO 435 VP. El
microanalisis se realizo utilizando una micro sonda OXFORD (modelo
ISIS 300) después de la calibracion interna a 20 kV y con un tiempo de
espera de 100 s.
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3.2.3 Andlisis estadistico

Se utilizd analisis de varianza con la prueba HSD post-hoc de
Fisher para probar las diferencias entre medias, para un nivel de
significacion de p < 0.05. La prueba de Doornik-Hansen se us6 para
verificar la normalidad. Los parametros que no mostraron una
distribucion normal se transformaron mediante una funcion
logaritmicamente.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Caracteristicas generales de los suelos de arroz

El pH de los suelos de los cultivos de arroz de Ecuador y Brasil se
situ6 en valores neutros o ligeramente acidos, (rango: 5.9-6.7, Tabla
3.2), como se observa usualmente en suelos saturados en los cuales los
procesos de reduccion consumen protones, con el pH siendo
amortiguado por difusion de CO; (Vepraskas and Craft, 2016). Valores
extremadamente acidos (pH =3.6) se observaron en algunas de las
muestras de las provincias de la costa de Ecuador (provincias Guayas,
Los Rios y El Oro). Los valores de potencial redox indican condiciones
predominantemente suboxicas (200-350 mV), exceptuando las
muestras de Brasil que en su mayoria presentaron condiciones andxicas
(Eh < 100mV). El contenido de C orgéanico (COT) fue bajo, 1.9+0.6%
para las provincias de la Costa y de 4.44+1.4% para las muestras de la
provincia de Orellana. La textura predominante para los suelos de las
provincias de la zona costera de Ecuador y de Brasil fue la fraccion
arcilla (23-88% y 37-46%, respectivamente), mientras que para los
suelos de Orellana la fraccién dominante fue la fraccion arena (46-89%).

La concentracion de Fe total en los suelos de las provincias costeras
de Ecuador fue superior (valor medio: 4.2+1.0%; Tabla 3.2) al de Ila
provincia de Orellana (2.7+0.7%). Sin embargo, la concentracion de
Fe/Al 6xidos e hidroxidos amorfos o de baja cristalinidad (Feox, Alox)
de los suelos de la provincia de Orellana (Feox: 0.72+£0.10%; Alox:
1.30+£0.34%) fue netamente superior a aquellas obtenidas para los
suelos de las provincias costeras (Feox: 0.51£0.20%; Alox: 0.19+0.12%,
Tabla 3.2); de tal manera que en la provincia de Orellana la relacion
Aloxt+1/2Feox fue superior a 2 para algunas de las muestras, valor
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propio de suelos (como son los Andosoles) que se caracterizan por una
elevada capacidad de fijacion de oxi-aniones como el arseniato o el
fosfato (ver p.ej. IUSS Working Group WRB 2014).

La mineralogia de la fraccién arcilla muestra tres ambientes
geoquimicos diferentes. Los suelos de las provincias costeras de
Ecuador (provincias Guayas, Los Rios y El Oro) corresponden a un
ambiente de alteracidon moderado, con dominio de filosilicatos 2:1,
mientras que los suelos de Orellana (provincia oriental de clima
ecuatorial) se caracterizan por presentar minerales de baja cristalinidad.
Oxidos e hidréxidos de Fe y Al de baja cristalinidad que son propios de
suelos afectados por cenizas volcanicas, lo cual esta de acuerdo con los
resultados obtenidos en la extraccion con oxalato de amonio. Los suelos
de Brasil (Sao Paulo) corresponden a suelos fuertemente
intemperizados formados principalmente por caolinita y 6xidos e
hidroxidos de Fe y Al cristalinos (Fig. 3.3).

Mas en detalle, la zona costera de Ecuador, se desarrolla sobre un
substrato formado por sedimentos fluviales marinos muy arcillosos
(>40% arcilla), en una zona de relieve plano y poco drenada. Vertisol
es el grupo de suelos mas frecuente descrito en la zona, mostrando
frecuentemente caracteristicas redoximorfas (Typic Hapluderts, Aeric
Endoaquerts, Aquic Hapluderts, Moreno et al. 2018). La fraccion
arcilla estd constituida fundamentalmente por minerales esmectiticos,
caolinita, micas y cuarzo (Fig. 3.3 A). La presencia marcada de
minerales 2:1 en una zona de condiciones subtropicales himedas se
considera resultado de las condiciones de hidromorfia propias de las
zonas de cultivo de arroz que favorecen la resilicatizacién de los
minerales secundarios (bisialitizacion).

La provincia de Orellana estd ubicada en la Amazonia ecuatoriana,
en donde el clima es tropical muy himedo con elevadas temperaturas
(temperatura media anual >22°C) y precipitacion (2500-4500 mm)
durante todo el afio (Sanchez et al., 2018). Estas condiciones favorecen
la rapida alteracion de los minerales primarios y la formacion de suelos
fuertemente intemperizados tipo Oxisol (ejemplo: Typic Hapludox)
cuya mineralogia estd dominada por filosilicatos 1:1 como la caolinita
y 6xidos e hidroxidos de Fe (goethita y hematita) y Al (gibsita)
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Figura 3.3. Patrones de difraccion de rayos-X (XRD) en suelos de Ecuador y Brasil.
A) XRD de suelos de las provincias de la costa B) XRD de suelos en la provincia de
Orellana, C) XDR de suelos en Brazil (Sao Paulo). V: vermiculita; K: kaolinita; S:
smectita; Mi: mica; Fd: K feldespato; Q: cuarzo; Py: pirofilita; HIV: vermiculita
hidroxi-intercapa (HIV); HIS: esmectita hidroxi-intercapa.
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(Sanchez et al., 2018). Sin embargo, la situacidén se vuelve mads
compleja debido a la influencia de las cenizas volcanicas emitidas por
los volcanes proximos (Reventador y Sumaco) y los procesos
relacionados con el relieve y la hidromorfia.

En los suelos estudiados la fraccion arcilla estd constituida
especialmente por caolinita con presencia de vermiculita, micas y
feldespato K y presencia de pirofilita (Fig. 3.3 B). Los DRX muestran
que un componente importante de la fraccion arcilla son los minerales
no cristalinos, lo cual puede ser explicado por la influencia de cenizas
volcanicas en la zona de cobertura (Sanchez et al., 2018). La presencia
de pirofilita (mineral de origen metamorfico) es un rasgo mineraldgico
frecuente en los suelos de la zona Este de las planicies amazodnicas
(Dalarmelinda et al., 2017).

Los suelos del valle de Paraiba (Sao Paulo, Brazil) se desarrollan
sobre sedimentos fluviales en un entorno geolégico dominado por roca
granitica y gneis y un clima subtropical himedo. Los suelos presentan
una mineralogia tipica de suelos fuertemente intemperizados
(meteorizables) de ambientes tropicales, constituida escencialmente
por caolinita y 6xidos e hidroxidos de Fe y Al (Fig 3.3 C).

3.3.2 Arsénico total en suelos (As total)

El rango de concentraciones de tAs en los suelos de Ecuador fue
de 0.61 a 17.1 mg kg™!' con una media de 4.36+3.40 mg kg' (n=102).
Los suelos de la provincia de los Rios tuvo la concentracion promedio
mas elevada de total As (7.49 mg kg™!), seguido por Guayas (4.0 mg kg
1, E1 Oro (3.30 mg kg™!). La concentracion mas baja correspondio a los
suelos de la provincia de Orellana (1.07 mg kg'), que resultd
significativamente mas baja que la de las provincias costeras
(F(3,47)=8.9, p<0.005, Tablas S4 y S5 anexo 1). La fraccion
biodisponible de As (Asme) representd entre 1-5% del As total,
alcanzando valores medios de 0.130+0.09 mg kg™!' en las provincias
costeras y 0.012+0.003 mg kg'! de la zona tropical (Tabla 3.2). En los
suelos de Brasil la concentracion media de As total fue de 2.11+1.00
mg kg y la fraccion biodisponible fue 0.023 £0.007 mg kg! (Tabla
3.2).
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3.3.3 Contenido total de As (tAs) en grano de arroz

3.3.3.1 Latinoamérica

La concentracion media de tAs en el arroz pulido comercial del
Ecuador fue de 0.130+0.034 mg kg™!' (rango: 0.020-0.310 mg kg™, en
el arroz integral 0.221+0.014mg kg™! (rango: 0.211-0.231 mg kg!) y en
el parbolizado 0.156+0.021 mg kg! (rango: 0.137-0.178 mg kg'! mg
kg!) (Tabla 3.3). El grano obtenido en campo muestra valores similares
al arroz comercial (0.107+0.055) mg kg™!, con un rango que oscilo entre
0.021-0.237 mg kg'!. Los valores maximos de tAs en grano de planta
se obtuvieron en la provincia del E1 Oro (0.186+0.040 mg kg!) seguida
de la provincia del Guayas (0.097 £0.037 mg kg™!) y de la provincia de
Los Rios (0.055+0.043 mg kg™).

La concentracién de tAs en la planta de arroz fue superior al del
grano (Tabla 3.4). La céscara present6 valores medios de 0.195+0.067
mg kg'! (rango: 0.105-0.262 mg kg!). El polvillo de arroz (material
resultado del pulido del grano de arroz) la concentracion de tAs fue
netamente mas elevadas 1.340 mg kg'!. En la Provincia de Orellana se
presentaron los valores mas bajos de tAs (arroz con cascarilla: 0.019
mg kg!, arrocillo: 0.012 mg kg™ y el polvillo de arroz: 0.016 mg kg™').

En Brasil el arroz pulido comercial presentd un valor medio de
0.166 +0.047 mg kg!, el arroz pulido parbolizado 0.130 mg kg'! y el
arroz integral 0.195+0.045 mg kg!. El arroz pulido de Peru presentd
una concentracion media 0.138+0.039 mg kg™

3.3.3.2 Peninsula Ibérica

En la peninsula Ibérica la concentracion media de tAs en el arroz
pulido fue de 0.240+0.227 mg kg!, el de arroz integral 0.335+0.146 mg
kg!, con un valor maximo de 0.438 mg kg y el del arroz parbolizado
fue de 0.097 mg kg! (Tabla 3.3).

3.3.4 Formas de As en el grano de arroz comercial
3.3.4.1 Latinoamérica: Ecuador, Pert, Brasil

En las muestras de arroz comercial (pulido, integral y parbolizado)
de América Latina, el As (III) fue la especie predominante, mientras
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que la forma organica DMA prevalece en las muestras ibéricas (Tabla
3.3).

Comparando el contenido de As en el arroz pulido de los paises de

Latinoamérica y de la peninsula Ibérica, se han obtenido diferencias
significativas para el tAs (Latinoamérica=0.120+0.061 mg kg!, n=46,
peninsula Ibérica: 0.203+0.096 mg kg™!, n=10, F=7.17, p=0.003, Fig.
3.4, debido a la concentracion significativamente superior del DMA
(DMA peninsula Ibérica= 0.075+0.030 mg kg!; Latinoamérica:
0.041+0.022 mg kg'!'; p<0.05, F=7.45) de la peninsula Ibérica, mientras
que las demds formas de As no mostraron diferencias significativas
entre ellas (Fig. 3.4).
En Ecuador, el As (III) fue la forma dominante en el grano de arroz
pulido comercial (concentracion media: 0.037+0.018 mg kg™!; 40% del
tAs), seguida del DMA (concentracion media= 0.031+0.008 mg kg';
34% del tAs), As (V) (0.016+0.012 mg kg!, 18% del tAs) y
concentraciones muy reducidas de MMA (0.004+0.008 mg kg™, 4% del
tAs) y AsB (0.003+0.001 mg kg!, 4% del tAs). En el arroz parbolizado
se mantuvo la misma tendencia: As (III) (0.054+0.030 mg kg™!, 37%
del tAs) > DMA (0.042+0.020 mg kg'!, 29% del tAs) > As (V)
(0.036+0.002 mg kg!, 25% del tAs) > MMA (0.009+0.013 mg kg™!,6%
del tAs) > AsB (0.004+0.004 mg kg™, 3% del tAs).

Las formas inorganicas representaron mas del 65% del tAs en el
arroz integral, siendo el As (III) la forma dominante (0.057+0.003 mg
kg, 36% del tAs), seguida del As (V) (0.049+0.056 mg kg!, 30%),
DMA (0.046+0.009 mg kg™!, 28% del tAs), y AsB (0.0010+0.001 mg
kg!, 6% del tAs). El MMA presentd concentraciones muy bajas,
inferiores al limite de deteccion (Tabla 3.3).

La concentracion de 1As en el grano de las muestras de grano del
campo fueron significativamente superiores a las de arroz comercial
(Tabla 3.3, F(1,22)=9.3, p<0.05, Tabla S6 anexo 1). Al igual que para
los anteriores tipos de arroz, en el arroz de campo el As (III) fue la
forma dominante As (II1): 0.073+0.017 mg kg™!, 57 % del tAs), seguido
del As (V) (0.033+0.011 mg kg™!, 26% el tAs), DMA (0.013+0.007 mg
kg!, 10 % del tAs), MMA (0.007+0.008 mg kg™!, 5 % del tAs) y AsB
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Figura 3.4. A) Media As total y B) fracciones de As organico e inorganico en
arroz comercial de Latinoamérica y de la peninsula Ibérica. En la figura A,
diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05) entre tAs de
Latinoamérica y la peninsula Ibérica. En la figura B, diferentes letras indican
diferencias significativas (p<0.05) entre formas de As de Latinoaméricay la
peninsula Ibérica.

(0.0015+0.005 mg kg!, 1% del tAs).

En Brasil el As (III) fue también la forma dominante (0.113%0.040
mg kg!, 52% del tAs) para el arroz integral y para el parbolizado (0.075
mg kg!, 38% del tAs), seguida del DMA (arroz integral: 0.055+0.053
mg kg!, 25% del tAs; arroz parbolizado: 0.061mg kg!, 30% del tAs) y
As (V) (arroz integral: 0.037+0.001 mg kg!, 17% del tAs; arroz
parbolizado 0.034 mg kg™!, 17% del tAs) mg/kg). Para el arroz pulido
de Brasil las concentraciones promedio de As (III) (0.067+£0.012 mg
kg, 39% del tAs) y DMA (0.071+0.021 mg kg!, 42% del tAs) fueron
similares, mientras que el As (V) presentd valores medio inferiores
(0.029+0.008 mg kg™!, 17% del tAs) (Tabla 3.3).

El arroz pulido del Pert presentd concentraciones de As (III)
(0.069+0.021 mg kg!, 44% del tAs) y de As (V) (0.062+0.005 mg kg’
1, 41% del tAs) similares. La concentracion de DMA fue inferior
(0.021+0.005 mg kg!, 13% del tAs) y las concentraciones de AsB y
MMA fueron mucho mas bajas (Tabla 3.3).
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3.3.4.2 Peninsula Ibérica: Espafia y Portugal

El DMA fue la forma dominante en la peninsula Ibérica seguida
del As (IIT) y As (V) y en menor medida MMA y AsB (Tabla 3.3). Por
paises, en el arroz pulido de Espafia el DMA fue la forma de As que
presentd las concentraciones mas elevadas (DMA: 0.067+£0.042 mg kg
1, 42% del tAs), seguido del As (IIT) (0.059+0.035 mg kg!, 37% del
tAs), y As (V) (0.024+0.019 mg kg'!, 15% del tAs). El MMA y AsB,
presentaron concentraciones inferiores al limite de deteccion.

En Portugal el DMA fue también la forma dominante (DMA: 0.122
mg kg'!, 47% del tAs), seguido del As (IIT) (0.085 mg kg!, 33% del
tAs), As (V) (0.037 mg kg!, 14% del tAs), mientras que las
concentraciones del MMA y AsB fueron mucho mas bajas (Tabla 3.3).
Una tendencia similar se obtuvo para el arroz parbolizado (Tabla 3.3).

El arroz integral de Espafia mostro valores similares de As (III) de
0.091+0.057 mg kg! (45% del tAs) y de DMA de 0.081+0.060 mg kg
I, (40% del tAs), y concentraciones mas bajas de As (V) (0.028+0.014
mg kg!, 14% del tAs).

3.3.5 Concentracion de As en planta de arroz (tallos y hojas) en Ecuador

3.3.5.1 Arsénico total en tallos y hojas

El contenido medio de tAs en la hoja fue de 0.285+0.288 mg kg'!
y en el tallo de 0.883+4.166 mg kg'!; existiendo en ambos casos una
amplia variabilidad entre muestras. Por provincias, El Oro present6 los
valores promedios de tAs mas elevados en hoja (0.562 £0.234 mg kg~
Ny tallo (2.551 £7.43 mg kg™!), seguidos por la valores de la provincia
del Guayas (hoja: 0.275 +£0.282 mg kg!; tallo: 0.201 £0.180 mg kg™!),
Rios: 0.087+0.036 mg kg' en hoja y 0.059 mg kg' en tallo;
correspondiendo los valores mas bajos a la provincia ecuatorial de
Orellana: 0.047+0.018mg kg™! en hoja y 0.042+0.042 mg kg™! en tallo
(Tabla 3.4). Considerando conjuntamente las provincias de la costa y la
provincia de Orellana, la concentracion de As en tallos y hojas fue
significativamente mas altos en las provincias de la Costa (F(1,
175)=60.6, p< 0.05), pero no hubo diferencias significativas entre las
partes de la planta (F(1,175)=0.62, p> 0.05) (Tabla 3.4, Tabla S1 anexo
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).

3.3.5.2 Formas de arsénico en tallos y hojas

Las formas de As dominantes en el tallo y la hoja fueron As (V) >
As (IIT) > DMA, mientras el MMA y la AsB volvieron a mostrar valores
mucho mas bajos (Tabla 3.4). En el tallo las concentraciones medias
fueron: As (V): 0.204+0.400 mg kg!, As (II1): 0.092+0.112 mg kg y
DMA: 0.023+0.039 mg kg™! y en la hoja: As (V): 0.236+0.412 mg kg’
I, As (TIT): 0.106+0.150 mg kg'! y DMA: 0.018+0.029 mg kg'! (Tabla
3.4).

El contenido de As acumulado en la hoja y el tallo fueron similares
para todas las especies quimicas (F=0.62, p>0.05). Sin embargo, la
concentracion de especies inorganicas fue significativamente mas
elevada en las plantas de arroz de las provincias de la costa que las de
la provincia de Orellana, tanto en hojas como en tallo el As (V) fue la
especie responsable para las diferencias entre las provincias (Tabla 3.4
y Tablas S2 y S3 anexo 1). En consecuencia, las especies orgénicas
muestran concentraciones similares en la planta de arroz de las dos
provincias, a pesar de las altas diferencias en tAs.

3.3.5.3 Arsénico total en fitolitos

Mediante la microscopia electronica de barrido (SEM) se observo
una alta produccion de silice biogénica (fitolitos) (Fig.3.5 A-D). La
extraccion secuencial de As en muestras de cenizas mostrd que las
concentraciones mas elevadas de As estan asociadas con materia
organica recalcitrante (Asm02 = 0.274-3.049 mg kg'!), con los valores
mas elevados en el tallo (Fig. 3.5 E). Las concentraciones medias de As
asociadas a carbonatos y oxidos (solubles en oxalato de amonio)
oscilaron entre 0.062 y 0.358 mg kg™! (Fig. 3.5 F). La concentracion de
As en fitolitos fue la fraccion mas baja, que oscilaba entre 0.012 y 0.081
mg kg'! (Fig. 3.5 G).
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Figura 3.5 A, B, C), Micrografias electronicas de barrido (SEM) y D), Imagenes de
espectroscopia de rayos X con dispersion de energia (EDS) de fitolitos de arroz. E)
Concentracion de arsénico asociado con materia organica recalcitrante. F)
Concentracion de arsénico asociada con 6xidos. G) Concentracién de arsénico en
fitolitos de arroz. Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05) en el
contenido de As para cada extracto (H202, oxalato de amonio e NaOH) para cada
parte de la planta (céscara, tallo).
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3.4 DISCUSION

3.4.1 Variacion espacial de la concentracion de arsénico en grano de
arroz

El contenido de tAs en el arroz comercial para los paises de
Latinoamérica fue similar entre ellos (valores medios Ecuador:
0.109+0.066mg kg!, Perti: 0.138+0.040 mg kg™, Brasil: 0.171+0.046
mg kg!), no presentando diferencias significativas (F=2.89, p>0.050).
De igual manera tampoco hubo diferencias significativas entre el arroz
comercial procedente de Espafia (0.215+0.112 mg kg!) y Portugal
(0.191+£0.015 mg kg') (F=0.047, p=0.829). Sin embargo, la
concentraciéon de tAs en el grano pulido de arroz comercial de la
peninsula Ibérica fue significativamente mdas elevado que el de
Latinoamérica (Fig. 3.4 A). Estos resultados estan de acuerdo con
trabajos previos, en donde ya se ponia de manifiesto que el arroz
producido en Espafia y Portugal presentaba concentraciones
relativamente elevadas de tAs (ver por ejemplo Torres-Escribano et al.,
2008; Signes-Pastor et al., 2016). En este sentido, Signes-Pastor et al.,
(2016), encuentran que aproximadamente el 26% de las muestras de
arroz comercial exceden la concentracion permisible de As en la
produccion de comida infantil (iAs= 0.1000 mg kg'! UE, 2015) . Sin
embargo, se desconocia cual o cuales eran las especies quimicas
responsables de los elevados contenidos de As en los arroces de la
peninsula Ibérica. Nuestros resultados muestran que la diferencia entre
las dos areas agroecologicas (peninsula Ibérica y Latinoamérica) reside
en el elevado contenido de DMA en los arroces de la peninsula Ibérica
(Fig. 3.4 B), tinica fraccion de As que fue estadisticamente superior a
la obtenida para el conjunto de los paises de Latinoamérica, mientras
que la concentracién del iAs fue similar entre las dos areas geograficas
(iAs peninsula Ibérica: 0.086+0.048 mg kg!; Latinoamérica:
0.086+0.042 mg kg'!, p>0.05, F=0.12).

Por otra parte, estos resultados indican que las relaciones entre las
especies de As en el grano de arroz cambian sustancialmente en funcion
de la concentracion de tAs. La Fig. 3.6A muestra que la concentracion
de iAs incrementa proporcionalmente segiin incrementa la

55



(A)

1.2 0.22
oBangladesh 10.20
o China
> India 0.18
« ltaly 0.16
- iAs o USA __________
s T - Spain 0.14
i + Portugal =
s Ecuador 0:12 E
’ +lran - 0.10 £
# Iberia -
" o Brazil 0.08
o Peru 0.06
o . iAs/tAs 0.04
\‘&v\\o-“
© fe 0.02
0.0 — 0.00
00 01 02 03 04 05 06 07 08 0.9
IAs (mg kg™")
L .. IL ’: I .‘. I ". I .'.. 1
i ; : . g
y \ ) 1 4
<0.100mgkg™' 0.100-0.200 mg kg™’ 0.200-0.300 mg kg™ 0.300-0.600 mg kg™ >0.600 mg kg'

Figura 3.6 A) Variaciones en la concentracion de iAs y iAs/tAs con el
incremento de tAs en grano de arroz. B) Cambios en la concentracién de las
formas quimicas de con el incremento del contenido de tAs .(Meharg et al.
(2009), Otero et al. (2016), Signes-Pastor et al. (2016), Zavala et al. (2008),

USFDA (2013), and Williams et al. (2005)).
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concentracion de tAs en el grano de arroz cuando el contenido de tAs
es bajo, mientras que la relacion iAs/tAs en el grano de arroz
experimenta una rapida disminucion para valores de tAs superiores a
0.200 mg kg!. Por el contrario, el porcentaje de 0As, especialmente
DMA y en menor medida el MMA, incrementa segiin aumenta la
concentraciéon de tAs, de manera que para valores elevados de tAs
(0.300 mg kg'!) la forma dominante de As en el grano de arroz es el
DMA (Fig. 3.6 B) lo que explica la baja relacion iAs/tAs obtenida para
los arroces de la peninsula Ibérica en relacion a otros paises del mundo
(Fig. 3.6 A).

Trabajos previos muestran que el As inorganico, especialmente
arsenito, se acumula preferentemente en la parte externa del grano (Fig.
3.7), mientras que el DMA permanece dentro del endosperma (Lombi
etal., 2009; Zhao et al., 2013). Estos aspectos pueden tener una especial
relevancia en los resultados obtenidos. Asi, se ha puesto de manifiesto
que la planta de arroz no es capaz de metilar las formas inorgéanicas de
As, por lo que se considera que el DMA es asimilado por la planta
directamente del suelo (Lomax et al., 2012; Jia et al., 2013). Los
microorganismos del suelo son los principales responsables de la
transformacion de As inorganico (As(IIl)) en especies de As metiladas
(Wang et al., 2014; Zhao et al., 2013). Muchos factores contribuyen a
los procesos de metilacion de As bajo condiciones de inundacion tales
como la actividad de los microorganismos anaerobicos, condiciones de
inundacién prolongadas para reduccion de As (V) y el incremento de la
disponibilidad del substrato necesario para la metilacion del As.
Adicionalmente, la disolucion reductiva de los oxihidroxidos de Fe
permite la liberacion de las diferentes especies de As a la solucion del
suelo (Suriyagoda et al., 2018).

El DMA es tomado por las raices de la planta de arroz a una tasa
inferior que el 1As (aproximadamente 1:20, Zhao et al. 2013), debido a
la baja afinidad de los transportadores del oAs a nivel de membrana
(Abedin et al., 2002; Raab et al., 2007a). Las causas por las cuales el
DMA is preferentemente acumulado en grano de arroz no son bien
conocidas. Los transportadores de membrana que participan en la carga
y descarga del DMA en el interior del grano de arroz no estan todavia
identificados (Zhao et al., 2013).
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Figura 3.7 Localizacion espacial de especies de As en grano de arroz (Modificado de
Jackson y Punshon, 2015)

Sin embargo, otros autores sefialan que la dominancia del DMA en
el grano de arroz puede atribuirse al hecho de que el DMA se trasloca
hacia la parte superior de la planta mas eficientemente que el iAs;
alcanzando el endosperma del grano debido a su baja afinidad por el
grupo sulthidrilo de las fitoquelatinas (Norton et al., 2010; Carey et al.,
2011; Wu et al., 2016). Por el contrario, el As (IIl) tiene una alta
afinidad con estos grupos y puede ser complejado, secuestrado y
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almacenado en las vacuolas (Raab et al., 2007a,b), acumuldndose
preferentemente en el tallo, hojas o en los diferentes recubrimientos del
grano.(Lombi et al., 2009). Adicionalmente, el arsenito, tiene un
comportamiento analogo al &cido silicico, por lo que es absorbido por
las raices del arroz a través de transportadores especificos de silicio
(Lsil y Lsi2, Ma et al., 2008), acumulandose especialmente en el tallo,
hojas y cascara del arroz al igual que el silicio (Lombi et al., 2009,
Norton et al., 2010, Otero et al., 2016). Estos hallazgos explican la
correlacion positiva observada entre el Siy el As en los brotes (Norton
et al., 2010).

El elevado contenido de iAs (iAs/Ast= 0.84-0.94, Tabla 3.5)
obtenido para la cascara y el polvillo de arroz, ponen de manifiesto que
el pelado y pulido del arroz remueve fundamentalmente las formas de
1As, disminuyendo la ingesta y su potencial toxicidad y explica el hecho
de que el arroz integral tenga un mayor contenido de iAs (Suriyagoda
et el., 2018; Meharg y Zhao, 2012).

Finalmente, hay que destacar que las concentraciones de iAs en las
muestras de arroz comercial de los paises en estudio estan dentro de los
rangos de valores publicados y de los datos disponibles en World
Health Organization’s GEMS Food Database para arsénico (WHO,
2018), no superando la concentracion de 1As el valor limite de los 0.200
mg kg! que marca la normativa vigente de la UE (Commission
Regulation 2015/1006) (Fig. 3.8).

3.4.2 Arsénico en planta de arroz en relacion a las condiciones
ambientales del agrosistema

3.4.2.1 As en grano de arroz

Las condiciones ambientales del agrosistema (calidad de agua,
composicion y propiedades del suelo) constituyen uno de los factores
que determinan la concentracion de las formas de As en la planta
(Norton, 2012; Kahn et al.,, 2010; Suriyadoga et al., 2018). La
concentracién de tAs recomendada para suelos agricolas oscila
sustancialmente entre paises (5-50 mg kg'!); sin embargo, Ewers, 1991
considera inadecuados para suelos de cultivo valores sobre 20 mg kg™!
de
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tAs. La concentracion de tAs de los suelos de cultivo de arroz de
Ecuador y Brasil (ver también Segura et al., 2018), asi como la
concentracion de As en los cultivos de arroz en la peninsula Ibérica
(rango: 2.3-17 mg kg'!, valor medio 8.7 mg kg'!; Signes-Pastor et al.,
2016) se situaron siempre por debajo del umbral de 20 mg kg'!. No
obstante, hay que considerar que la concentracién As biodisponible
para la planta (Asme) en los suelos de arroz de Ecuador y Brasil
(Aswmelich) representd <5% del tAs, por lo que la concentracion de As en
los suelos se encuentra dentro de los niveles aceptables para el cultivo
de arroz, propios de suelos no contaminados (Pais and Jones, 1997,
Matschullat, 2000; Mandal and Suzuki, 2002).

La baja biodisponibilidad de As puede estar relacionada con la
elevada concentracion de oxihidroxidos de Fe de baja cristalinidad
presentes en el suelo (Feox), su elevada capacidad de adsorcion puede
ejercer un efecto protector, reduciendo la concentraciéon de As
biodisponible. En este sentido Otero et al., (2016) observaron que la
concentracion del Asmey de As presente en el agua de inundacion en
los campos de cultivo de arroz se encontraban negativamente
correlacionados con la concentracion de Feox en el suelo. Sin embargo,
los oxihidroxidos amorfos de Fe (i.e. Feox) son compuestos que
facilmente se reducen bajo condiciones anoxicas (Canfield et al., 1992).
La reduccion de estas formas de Fe conducirian a la liberacion de As
en el agua intersticial (Williams et al., 2007a,b). Los valores del
potencial redox y el pH de los suelos de Ecuador y Brasil fueron
medidos casi al final de la estacion de cultivo (3 meses), observandose
que las condiciones Eh-pH se situan dentro del rango de estabilidad de
los oxihidroxidos de Fe, presumiblemente debido a una baja
concentracion de materia orgéanica labil que favorezca la actividad de
las bacterias reductoras de los oxihidréxidos de Fe (III) (ver Otero et al.
2016). Un incremento de materia orgéanica labil, especialmente el
carbono organico disuelto (COD) podria incrementar la movilizacion y
la biodisponibilidad de 1As (Mladenov et al., 2010). EI COD podria
estimular a las bacterias reductoras del Fe (III), promoviendo la
reduccidn de las formas de Fe (I1T) amorfo, conduciendo a la liberacion
de As adsorbido en el agua intersticial (Chen et al., 2016, Mladenov et
al., 2009; Kumarathilaka et al., 2018). Adicionalmente, el COD puede
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competir con el 1As por los sitios de adsorcion de los oxihidroxidos de
Fe (Mladenov et al., 2015). Por el contrario, otros autores han puesto
de manifiesto que la incorporacion de materiales ricos en materia
organica, que conducen a la formacion de COD, en los campos de
cultivo de arroz contaminados con As reducen la concentracion de As
en el grano de arroz debido a la elevada afinidad de la materia organica
por el As (Paikaray et al., 2005). Williams et al. (2011) concluyen que
la materia orgénica tiene un comportamiento dual, por una parte puede
contribuir a la liberacion del arsénico al agua intersticial, y por otro,
reduce su biodisponibilidad al ser el As secuestrado por el carbono
organico disuelto. Teniendo esto en consideracion, el papel de la
materia orgdnica en los campos de cultivo de arroz debiera ser objeto
de mayor atencioén y seguimiento.

Por otra parte, las diferencias obtenidas entre la peninsula
Ibérica y Latinoamérica podria indicar diferencias en cuanto a las
condiciones ambientales que concurren en las zonas productoras de
arroz. Sin embargo, carecemos de informacion detallada sobre la
composicion y propiedades de los suelos de arroz de la peninsula
Ibérica y existe muy poca informacion sobre la diversidad microbiana
en suelos de cultivos de arroz. Estas evidencias encontradas parecen
sugerir que el efecto del ambiente sobre el contenido de As en el grano
arroz obedece a aspectos o procesos que merecen un mayor detalle de
estudio. En este sentido, trabajos previos han establecido que las
razones para la variacion geografica en la concentracion de las formas
quimicas de As en grano de arroz no estan claras, pero podrian estar
relacionadas con diferencias en las condiciones del suelo y/o a la
composicion de las comunidades microbianas en cultivos de arroz
(condiciones aerdbicas o anaerdbicas, microorganismos con capacidad
metiladora, etc.) (Xu et al., 2008; Arao et al., 2009; Li et al., 2009;
Norton et al., 2013; Zhao et al., 2013; Hu et al., 2015). Igualmente, la
variedad de arroz cultivada que puede influir sobre la mayor o menor
capacidad de retencion de iAs en el tallo, protegiendo al grano de arroz
de la acumulacién de 1As (Suriyagoda et al., 2018).
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3.4.2.2 As total y formas de As en la planta de arroz (tallos, hojas y
fitolitos) en planta de arroz de Ecuador

Los andlisis estadisticos muestran que las especies de As fueron
significativamente diferentes para el tallo y la hoja procedentes de las
dos zonas consideradas (provincias de la costa y oriental);
F(1,175)=11.2, p< 0.05), que puede ser consecuencia de las
condiciones geoquimicas que prevalecen en cada region de produccion
de arroz, segun lo indica las diferencias significativas obtenidas para el
analisis conjunto provincia vs parte de la planta; (F(7, 175)= 9.2, p <
0.05, Tabla S1 anexo 1). La biodisponibilidad del As depende
fuertemente de factores ambientales (Zhao, et al., 2009), sugiriendo
nuestros resultados que el As del suelo de la provincia de Orellana esta
menos disponible que en las provincias costeras, debido a la elevada
concentracion de 0xidos e hidroxidos de Fe/Al de baja cristalinidad (As
biodisponible Orellana, Asme: 0.012+0.003 mg kg!; provincias
costeras Costa: Asme: 0.130+0.092 mg kg!; F(1,81)=4.9: p<0.05, Tabla
S7 anexo 1).

Las bajas concentraciones de As obtenidas en hoja y tallo en la
provincia de Orellana en comparacion a las provincias costeras (Tabla
3.4) estan de acuerdo con la composicion y propiedades del suelo de
esta provincia. La provincia de Orellana se encuentra ubicada en la zona
amazonica del pais en donde dominan los suelos ferraliticos. Sin
embargo, también hay presencia de suelos desarrollados sobre cenizas
volcanicas (Andosoles, Espinosa et al., 2018), que explica la presencia
de coloides de baja grado de cristalinidad Fig. 3.4 y Tabla 3.2 Fe/Al
soluble en oxalato de amonio) que en condiciones de pH acido pueden
llegar a adsorber el As de forma irreversible (Livesey and Huang, 1981;
Zhang and Selim, 2005).

Por otra parte, el orden de abundancia de las diferentes especies de
As tanto en la hoja y en el tallo fue As (V) > As (III) > DMA, lo cual
difiere de otros estudios, en donde las especies predominantes en tallo
y hojas fueron As (III) y DMA (Geng et al., 2017). Estos resultados
también refuerzan la idea que las condiciones locales de cultivo, asi
como el tipo de variedad de arroz pueden afectar sustancialmente a las
formas de As en la planta y por tanto a su potencial toxicidad. En este
sentido, en un estudio previo realizado en la peninsula Ibérica fue
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observado que en suelos de Catalufia y Portugal una alta proporcién de
As fue transferido a las plantas de arroz en comparacion a con otras
provincias espafiolas (Signes-Pastor et al., 2016). En estas ultimas
regiones, se considera que el As en suelo esté presente en formas mas
insolubles y menos labiles (Khan et al., 2010; Williams et al., 2011).
Finalmente, las especies de As inorganico son sensibles a las
condiciones redox, con predominio de arsenito bajo condiciones de
reduccion (Eh <300 mV) y arseniato en condiciones de oxidacion
(Masscheleyn et al., 1991; Zhao et al., 2010). Las raices de la planta de
arroz pueden asimilar especies de arsénico a través de dos maneras:
arsenito a través del transportador de acido silicico y arseniato a través
del transportador de fosfato (Meharg and Zhou, 2012). El
comportamiento del arsenito es andlogo al del 4cido silicico, por lo
tanto, es absorbido por los transportadores especificos (Lsil and Lsi2;
Ma et al., 2008) y almacenados especificamente en tallos, hojas y
cascara de la planta de arroz, igual que con la silice (Lombi et al., 2009,
Norton et al., 2010). Condiciones de Eh-pH muestran que el arseniato
es la principal forma estable de As inorganico en suelos y agua en los
arrozales (Fig. 3.9), lo cual explica las concentraciones
significativamente bajas encontradas en los fitolitos (principalmente As
(ITD)) y sugiere que el As de las plantas de arroz (tallo, hoja y cascara)
esta principalmente asociada con formas organicas (soluble en H,O»).
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Figura 3.9. Condiciones de Eh-pH en suelos y aguas de arrozales de Ecuador y zonas
de estabilidad de oxihidroxidos de Fe/Mn y arsenito y arseniato (Modificado de
Masscheleyn et al. 1991)
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3.5 CONCLUSIONES

En base a los resultados podemos extraer las siguientes
conclusiones:

1. La concentracion de las formas de As en el grano de arroz
mostrd variaciones espaciales a escala local e intercontinental. La
concentracion de tAs en el arroz comercial de la peninsula Ibérica fue
significativamente mas elevada que en Latinoamérica:

A nivel local (Ecuador) se observé que el contenido de tAs en la
planta y grano de arroz en las provincias de la Costa fue muy superior
que la provincia de Orellana.

-A nivel intercontinental, se observd que el contenido de tAs en
grano de arroz fue muy superior en el arroz de la peninsula Ibérica. Sin
embargo, la especiacion de las formas de As indica que la diferencia
reside en un mayor contenido del oAs, especialmente del DMA,
mientras que el contenido del iAs fue similar a los arroces de
Latinoamérica.

2. El estudio de detalle de los suelos de los campos de cultivo de
Ecuador, comparando las provincias costeras y de la zona ecuatorial,
muestra que la reactividad de los coloides de baja grado de cristalinidad
del suelo, juega un papel relevante en cuanto a la biodisponibilidad de
As para la planta de arroz.

3. El metaanalisis realizado en base a los datos del World Health
Organization’s GEMS Food muestra que segun incrementa el
contenido de tAs de la planta disminuye la relacion 1As/tAs, lo que esta
de acuerdo con nuetros resultados que muestran que a partir de una
concentracion de tAs ~0.300 mg kg-1 el DMA es la forma dominante.
Por consiguiente un elevado contenido en tAs no implica
necesariamente una mayor toxicidad y es necesario conocer el
contenido de iAs.

4. Estudios futuros debieran centrarse en entender aquellos
parametros o condiciones ambientales que favorecen la metilacion del
As en los suelos de cultivos de arroz. En este sentido, el estudio
detallado de los suelos de cultivos de arroz de la peninsula Ibérica
podria contribuir a la identificacion de las condiciones que favorecen la
metilacion de las formas inorgéanicas. Este conocimiento podria ser una
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nueva estrategia de manejo dirigida a reducir las formas toxicas de As
en el grano de arroz, aplicable en paises de elevado consumo de arroz.

5. Finalmente, los resultados muestran también que el iAs, formas
mas toxicas de As, se concentran fundamentalmente en el tallo, cascara
y en las membranas que recubren el grano de arroz (bran layers), de
manera que el pulido del grano contribuye sustancialmente a una
reduccion sustancial de As.
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RESUMEN

El arroz puede alcanzar elevadas concentraciones de elementos
toxicos como el As, sin embargo la forma de coccion puede reducir
sustancialmente su concentracion. En este trabajo se evaluo el efecto
del lavado y la coccidn sobre el contenido de total As (tAs) y sus formas
inorganicas (As (III), As (V)) y orgénicas (arsenobetaina AsB; acido
dimetil arsinico, DMA; acido monometil arsénico, MMA) en diferentes
tipos de arroces (pulido e integral) procedentes de Espafia y de Ecuador.
Para ello el arroz fue sometido a cinco tratamientos diferentes.

Los resultados muestran que la cantidad de As eliminado oscilo
significativamente segun el tratamiento. La menor reduccion de As (8%
del contenido total de As) se obtuvo cuando el arroz fue sometido a una
coccidn a sequedad, sin previo lavado y una baja relacion arroz: agua
(1:3), mientras que cuando se incrementa la relacion arroz: agua (1:6)
el porcentaje de reduccion fue superior (30%). Una mayor reduccion
del contenido tAs se obtuvo para los tratamientos de solo lavado y el
combinado de lavado y coccidn, oscilando la reduccion del contenido
de tAs entre 36-59%. Sin embargo el tratamiento T3, tres lavados del
grano y coccion con exceso de agua, fue el Unico que redujo
significativamente el contenido de tAs respecto al arroz crudo.

Con respecto a las especies de As, cabe destacar que los diferentes
tratamientos redujeron sustancialmente el contenido de las formas més
toxicas de As. Asi para el As (III) la disminucidn de su concentracion
oscilé entre 13-57% y el As (V) entre 20-50%, correspondiendo los
valores mas elevados al tratamiento 5 que fue el Gnico que se diferencio
significativamente respecto al contenido de estas formas de As en el
grano crudo.

Se determind el riesgo estimado de cancer (CR) para arroz
sometido a lavado, 1.5x10, cocinado sin lavado previo, 1.4x 107,y
prelavado y descartando el agua de coccidn, 4.8x10°°, estos valores
indican que el lavado previo puede reducir el riesgo al 50%, pero si el
exceso de agua también es descartado, el riesgo se reduce al 83%,
siendo este ultimo el método preferente.
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4.4 INTRODUCCION

El As es considerado por la IARC (International Agency for
Research on Cancer, 2012) como cancerigeno clase I, siendo la
principal via de exposicion el consumo de agua contaminada (Rahman
et al., 2018; Davis et al., 2017; Rasheed et al., 2018). Sin embargo, en
aquellos paises en donde el arroz es la base de la alimentacion (i.e. SE
asiatico, Latinoamérica), el arroz representa también una via importante
de ingesta de As debido a su capacidad para bioacumular As (Rahman
et al., 2018, Williams et al., 2007a,b; Davis et al.,2017).

Las especies predominantes en el grano de arroz son las formas
inorganicas (As (III), As (V)) y el acido dimetil arsinico (DMA)
(Signes-Pastor et al., 2016; Zhu et al., 2008), siendo las formas
inorgdnicas mucho mas toxicas que las organicas (Meharg y Zhao,
2012). Ademas, se ha observado que la toxicidad del As depende de
otros factores como son la cantidad de arroz consumida (Mandal et al.,
2019), tipo de arroz (pulido, integral, orgénico, etc) (Segura et al., 2016,
Yim et al, 2017, Meharg et al., 2008, Zhu et al, 2008), peso del
consumidor (USEPA, 1989), y factores que influyen en la toxicidad del
compuesto quimico, incluyendo etapa de vida, género, estatus
nutricional y exposiciones concurrentes a otros agentes o factores
ambientales (NRC, 1999) Mas recientemente, también se ha visto que
la forma en como es cocinado influye sustancialmente en la
concentracion de As ingerido (Rahman et al., 2018).

La mayor parte de estudios sobre el contenido de arsénico total
(tAs) y sus formas quimicas se han llevado a cabo principalmente en el
grano de arroz crudo (ver p. ej. Raber et al., 2012, Otero et al., 2016,
Nunes y Otero, 2017; Chen et al., 2016, Dos Santos et al., 2017), sin
embargo es importante considerar su presencia en arroz cocido, ya que
de esa forma es consumido por la poblacién (Jitaru et al., 2016).

El lavado previo del arroz y el modo de coccion puede lograr una
reduccion sustancial del contenido de As en el arroz (Jitaru et al., 2016;
Meharg y Zhao, 2012; Naito et al., 2015; Sharafi, 2019). Trabajo
previos han analizado principalmente la presencia de total As (tAs) y/o
formas inorganicas de As (1As) utilizando diferentes procesos de lavado
y coccion de arroz (Mandal et al., 2019), pero pocos estudios han
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considerado las especies organicas de As (0As), consideradas menos
toxicas que el 1As (Rasheed et al., 2018).

Teniendo en cuenta que la toxicidad del As depende esencialmente
de las formas quimicas, el principal objetivo de este estudio fue
determinar el efecto del lavado del grano y la coccidn tienen sobre la
concentracion del tAs y sus formas inorganicas (iAs) y organicas (0As)
en muestras de arroces comerciales procedentes de Ecuador y de
Espana. Para ello se han realizado 5 tratamientos, combinando lavados
con diferentes volumenes de agua y diferentes formas de coccion (con
o sin exceso de agua) en muestras de arroz integral y pulido. Después
de cada tratamiento se realizo la extraccion de As y se determind el
contenido tAs y sus formas quimicas inorgéanicas (As (III), As (V)) y
organicas (4cido dimetilarsinico DMA, acido monometil arsonico,
MMA; y arsenobetaina AsB).

4.5 MATERIAL Y METODOS

4.5.1 Tratamiento del grano de arroz

Siete muestras de arroz comercial de Ecuador (2 muestras) y
Espafia (5 muestras), de las cuales 4 muestras corresponden a arroz
pulido y 3 a arroz integral, fueron sometidos a diferentes tratamientos
para determinar el efecto del lavado y tipo de coccion sobre la
concentracion de tAs y sus especies.

Los tratamientos disefiados teniendo en consideracion trabajos
previos (Jitaru et al., 2016, Mihucz et al., 2007; Naito et al., 2015; Raab
et al.,, 2009; Fig. 4.1). Para ello cincuenta gramos de arroz fueron
sometidos a los siguientes tratamientos:

- Tratamiento T0. Determinacién de la concentracién de tAs y
sus formas inorganicas (iAs) y organicas (0As) en la muestra de arroz
crudo.

- Tratamiento T1. La muestra se someti6 a tres ciclos de lavados
con 300mL de agua ultrapura (MilliQ) con agitacion manual durante
tres minutos

- Tratamiento T2. La muestra fue cocida directamente hasta
completa absorcidn del agua de coccidn, sin lavado previo, usando 150
ml de agua ultrapura (MilliQ) en una relacion 1:3.
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- Tratamiento T3. Igual al tratamiento 2, pero en este caso se
utilizaron 300 mL de agua MilliQ en una relacion 1:6.

- Tratamiento T4. La muestra se someti6 a tres ciclos de lavado
con 300mL (1:6) de agua ultrapura con agitacion manual durante tres
minutos, el agua de lavado fue descartada y el arroz sometido a coccion
a sequedad con 150 mL (1:3) de agua ultrapura (Mili Q).

- Tratamiento T5. La muestra se someti6 a un proceso de lavado
similar al descrito en el item anterior (Tratamiento T4), posteriormente
la muestra de arroz se sometio a coccion con exceso de agua ultrapura
MilliQ (300mL) por 20 minutos, descartando el exceso de agua de
coccion.

Después de cada tratamiento las muestras fueron secadas a 65°C
hasta peso constante (~48h), molidas en un molino de agata y
almacenadas en fundas de polietileno a temperatura ambiente hasta su
posterior analisis.

4.5.2 Determinacion de concentracion de As en grano de arroz

El tAs se determin6 en 0.5-1.0 g de muestra previamente molida.
Las muestras fueron digestadas con una mezcla de HNO; y H>O»
(Meharg and Rahman, 2003): 5 mL de HNO3 (65%), 1mL de H>O>
(33%) y SmL de agua ultrapura (w/v), dejando en reposo durante una
noche. Posteriormente, los tubos se colocaron en una placa de
calentamiento (Perkin Elmer SPB 48-50) a una temperatura de 95°C
por 45 minutos durante 3 horas. El extracto fue filtrado por 0.45um. El
contenido de As total fue determinado con un ICP-MS (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, U.S.A).

La especiacion de As fue llevado a cabo con 0,5 g de muestra (peso
seco) y la extraccion se realizdo con 15 ml de HNO; 0.28 M (65%,
Merck) a 95 °C durante 90 min. Las muestras fueron centrifugadas a
10,000 rpm a 4 °C por 20 min, el sobrenadante fue filtrado a través de
un filtro de 0.45 um y conservadas a -20°C hasta su analisis. La
concentracion de las fracciones de As inorganico (i1As: ZAs (III), As
(V)) y As organico (0As: XDMA; MMA; AsB) fueron analizadas en un
HPLC (Varian Prostar, Spectralab Scientific, Toronto, Canada)
acoplado a un sistema ICP-MS (Varian 820-MS).

En paralelo se analizé el material de referencia certificado (CRM)
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harina de arroz 1568b del NIST USA. Los valores medios obtenidos
para las diferentes especies de arsénico fue: 1As: 0.109+0.038; DMA:
0.218+0.093 y 0.018+0.001 MMA lo que representan un porcentaje de
recuperacion de 107%,113% y118% respectivamente. El limite de
deteccion (LD) fue de 3.75 pug kg ! para las formas inorganicas y 1.35—
4.35 pug kg ! para las formas orgéanicas.

La media y el porcentaje de recuperacion de tAs del CRM (n=4)
fue de 0,349+0,102 y 123%, respectivamente.

4.5.3 Metodologia para el calculo del riesgo estimado de Cancer (CR)

La ingesta diaria estimada (EDI) fue calculada por evaluacion de
la cantidad de i1As que un individuo estd expuesto por dia y por
kilogramo de peso de cuerpo promedio (ecuacion 1).

_iAs-IR B
~ BW (

Donde i4s es la concentracion de arsénico inorganico en el arroz
(ng/kg), IR es la razdn de ingestion (kg/d), y BW es el peso de cuerpo
promedio (kg).

Actualmente, no es aceptada la ingesta diaria tolerable provisional
para el arsénico inorganico. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) concluy6 que el valor de 2.1 ug/kg.d ya no se considera como
proteccion para la salud (FAO/WHO, 2011). Se calculo6 en su lugar el
riesgo estimado de cancer (CR), el cual es proporcional a la EDI, siendo
el coeficiente de proporcionalidad conocido como factor de pendiente
del cancer (CSF), y es igual a 1.5x107 (ug/kg.d)! (USEPA, 1995):

CR = EDI X CSF

4.5.4 Andlisis estadistico

Se uso6 un analisis de varianza de una o dos vias con la prueba post-
hoc HSD para determinar las diferencias entre medias, para un nivel de
significacion de 0.10. La prueba de Doornik-Hansen fue usada para
chequear la normalidad. Los valores de concentracion se transformaron
logaritmicamente y se distribuyeron normalmente (prueba de Doornik-
Hansen , p> 0.10).
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4.6 RESULTADOS

4.6.1 Efecto del lavado y/o coccidn sobre el contenido de As total

Se determinaron diferencias significativas en las concentraciones
de tAs entre los diferentes tratamientos (F(5,36)=2.4, p<0.10) para el
arroz pulido. La coccion sin lavado y sin remocion del exceso de agua
(tratamiento T2 y T3) no reduce significativamente el contenido de tAs
en el arroz cocido cuando comparamos con el arroz crudo (Fisher’s
HSD (n=36), p>0.10). Al contrario, el lavado antes de la coccion puede
reducir eficientemente la concentracion de tAs en el arroz cocido
(Fisher’s HSD (n=36), p< 0.10), cuando se incrementa la eficiencia el
orden es el siguiente: T2, T4, TS5 (Fig.4.2).

400 -
ax) -

2 |
w -

< |
100

0 T T T T T T 1
T0 ™ T2 T3 T4 5
TRATAMIENTO

Figura 4.2 Reduccion de la concentracion tAs por tipo de tratamiento. Letras
diferentes significan diferencias significativas (p<0.10)
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Tratamiento TO. Las concentraciones de tAs de los arroces
procedentes de Espafia (arroz pulido: 0.163-0.234 mg kg™! (n=4); arroz
integral: 0.231-0.438 mg kg!, n=2) fueron superiores que las de
Ecuador (arroz pulido: 0.090 mg kg!, arroz integral: 0.165 mg kg,
n=1). Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos en trabajos
previos que indican que los arroces de Espana presentan habitualmente
un contenido elevado de tAs (ver por ejemplo Meharg y Zhao, 2012,
Signes-Pastor et al., 2016, Torres-Escribano, et al., 2008). No obstante
cabe destacar las bajas concentraciones de tAs obtenidas para el arroz
ecologico de Espafia (0.067 mg kg™!) (Tabla 4.1). Por tipologia de arroz,
la concentracion de tAs para arroz pulido crudo (TO) (0.138+0.076 mg
kg!) fue inferior que la del arroz integral (0.27840.142 mg kg!) (Tabla
4.1).

El tratamiento T1 (s6lo lavado), junto con el tratamiento T35, fueron
los procesos que mayor cantidad de tAs eliminaron. La concentracion
de tAs en el arroz pulido una vez lavado (T1) oscil6 entre 0.024-0.097
mg kgl y para el T5 entre 0.02-0.075 mg kg'!. Estos valores
representan un 39% y 59% de reduccion, respetivamente (Tabla 4.1).
La concentracion tAs oscild entre 0.025 -0.097 mg kg™ para el arroz
pulido y entre 0.095- 0.310 mg kg'! para el arroz integral.

En el tratamiento de coccidn a sequedad con 150 mL y sin lavado
(T2) represent6 una reduccion del tAs de 8.4% (rango 4-18%). El
mayor porcentaje de reduccion fue para una de las muestras de arroz
pulido de Espaiia (17%). La concentracion de tAs en el T2 oscild entre
0.081- 0.193 mg kg™! para el arroz pulido y entre 0.151-0.423 mg kg
para el arroz integral.

El tratamiento de coccion a sequedad con 300 ml y sin lavado (T3)
significd una reduccion de la concentracion de tAs del 30% (rango 7-
49%). La concentracion de tAs oscilo entre 0,084-0,122 mg kg! para
el arroz pulido y entre 0,113 - 0,362 mg kg™! para el arroz integral.

El lavado y coccion a sequedad (T4) redujo el contenido de tAs en
arroz pulido en 53%, correspondiendo el mayor porcentaje de
reduccion al arroz pulido de Espatfia (74%). La concentracion tAs oscilo
entre 0.060 -0.074 mg kg! para el arroz pulido y entre 0.128- 0.338 mg
kg! para el arroz integral.
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El lavado y coccion con exceso de agua (T5) fue el tratamiento que
redujo la mayor cantidad de tAs en el arroz pulido con un valor medio
de 63%, resultando esta reduccion para el conjunto de las muestras
significativamente inferior al contenido de tAs en el grano crudo (Fig.
4.2). El mayor porcentaje de reduccion al arroz pulido de Espana
(79%). La concentracion del tAs se redujo a valores que oscilaron entre
0.020-0.075 mg kg™! para el arroz pulido y entre 0.076-0.184 mg kg'!
para el arroz integral.

4.6.2 Efecto del lavado y/o coccion sobre el contenido de formas de As.

Diferencias estadisticas significativas encontradas en las
concentraciones de As en el arroz se debieron a cambios en los valores
tanto de 1As y oAs entre el arroz crudo (T0) y el tratamiento TS5
(Fisher’s HSD, p<0.10) (Fig. 4.3, Tabla S1 anexo 2).

Tratamiento TO. El contenido de las formas de iAs oscild
sustancialmente tanto entre paises como tipos de arroces (Tablas 4.2,
4.3 y 4.4). La concentracion de 1A fue superior en los arroces de
Ecuador que en los de Espafia; mientras que la concentracion de 1As
fue mas elevada en el arroz integral de Ecuador (0.166 mg kg!, n=1),
seguido de las muestras de arroz pulido de Ecuador (0.135 mg kg™,
n=1), arroz integral de Espafia (valor mediana: 0.118 mg kg'!, n=2) y
arroz pulido de Espafia (valor mediana: 0.059 mg kg!, n=4).

La forma dominante del iAs fue el As(Ill), con valores que
oscilaron entre 0.027-0.131 mg kg'!, excepto en el arroz integral de
Ecuador en donde fue ligeramente superior el As(V). La concentracion
de As (V) oscil6 para el conjunto de las muestras entre 0.023-0.088 mg
kg!. El 0As presenté la concentracion mas elevada en el arroz integral
de Espafia (0.127 mg kg'!) y las mas bajas en el arroz pulido de Ecuador
(0.024 mg kg!), mientras que la concentracion de oAs del arroz pulido
de Espafia presentd valores similares a las del integral del Ecuador
(0.062 mg kg y 0.068 mg kg™!, respectivamente). La forma dominante
del 0As fue el DMA, cuyas concentraciones representan 85-100% del
oAs. El MMA y el AsB presentaron concentraciones muy bajas, en la
mayor parte de los casos por debajo del limite de deteccion (Tablas 4.2,
4.3y 4.4, Fig. 4.3).
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Figura 4.3 Reduccion de la concentracion de formas de As por tipo de
tratamiento. Letras diferentes significan diferencias significativas (p< 0.05)

Tratamiento 1. La concentracion media de 1As para el arroz pulido
de Espaiia fue de 0.031 mg kg™! (n=4) y para el arroz integral 0.159 mg
kg! (n=2), que corresponden a un porcentaje promedio de reduccion de
50% y 8%, respectivamente (Tabla 4.2 y 4.3, Fig. 4.3). El arroz pulido
de Ecuador la concentracion de iAs fue 0.040 mg kg! (n=1) y del arroz
integral de 0.142 mg kg'! (n=1), representando una reduccion del 70%
y 14.5% respectivamente. La reduccion promedio en el contenido de
1As con el tratamiento T1 fue del 40% tanto para el As (III) y As (V).
La concentracién de oAs (DMA) se redujo en entre 15-37%.
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Tabla 4.2 Concentracion de formas quimicas de As (mg kg) por cada tipo de
tratamiento recibido, en arroces de Ecuador. n.a: no analizado

Tratamiento As(III) As(V) > inorg AsB DMA MMA > org
As As

Arroz integral

TO0-Arroz crudo 0.078 0.088 0.166 0.010 0.058 <L.D. 0.068

T1-Solo lavado 0.070 0.072 0.142 0.006 0.052 <L.D. 0.058

(tres ciclos)

T2-Coccioén a 0.055 0.042 0.097 <L.D. 0.052 <L.D. 0.052

sequedad (150mL)

T3-Coccion a n.a n.a n.a n.a n.a n.a n.a

sequedad (300mL)

T4- Tres ciclos de 0.067 0.064 0.131 <L.D. 0.051 0.005 0.056

lavado y coccion a

sequedad

T5- Tres ciclos de 0.039 0.047 0.086 0.002 0.032 <L.D. 0.034

lavado y coccion
con exceso de

agua

Arroz pulido

TO-Arroz crudo 0.104 0.031 0.135 <L.D. 0.024 <L.D. 0.024
T1-Solo lavado 0.017 0.023 0.040 0.006 0.022 <L.D. 0.028
(tres ciclos)

T2-Coccioén a 0.094 0.012 0.105 0.001 0.015 0.002 0.018
sequedad (150mL)

T3-Coccién a 0.086 0.021 0.108 0.002 0.023 <L.D. 0.025
sequedad (300mL)

T4- Tres ciclos de 0.081 0.022 0.103 0.002 0.011 <L.D. 0.013
lavado y coccién a

sequedad

T5- Tres ciclos de 0.080 0.016 0.096 <L.D. 0.006 <L.D. 0.006

lavado y coccion
con exceso de
agua

El contenido de 0As fue méas elevados en los arroces de Espafia
(arroz pulido: 0.045 mg kg!; integral: 0.104 mg kg!) que en los de
Ecuador (arroz pulido: 0.028 mg kg'!; integral: 0.058 mg kg™!) (Tabla
4.4).

Tratamiento T2. La reduccidon del 1As oscild entre 14.5 y 49%,
siendo el contenido de iAs en los arroces de Ecuador (arroz pulido:
0.105 mg kg!; arroz integral: 0.097 mg kg'!, n=1, Tablas 4.2 y 4.3) mas
elevado que en los de Espafia (arroz pulido: 0.042 mg kg™!, n=4; arroz
integral: 0.109 mg kg™!, n=2). El porcentaje de reduccion promedio con
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Tabla 4.3 Concentracién de formas quimicas de As (mg kg?) por cada tipo de
tratamiento recibido, en arroces de Espafia. n.a: no analizado

Tratamiento As(IIl)  As(V) Y inorg AsB DMA MMA Y org
As As

Arroz pulido

TO-Arroz crudo 0.036 0.023 0.059 0.001 0.082 <L.D. 0.083

T1-Solo lavado (tres 0.022 0.008 0.031 0.002 0.046 0.004 0.052

ciclos)

T2-Coccidn a sequedad 0.029 0.014 0.042 0.003 0.047 0.001 0.052

(150mL)

T3-Coccion a sequedad 0.029 0.009 0.038 0.003 0.0735 0.003 0.080

(300mL)

T4- Tres ciclos de lavado 0.022 0.007 0.029 <L.D. 0.067 <L.D. 0.067

y coccion a sequedad

T5- Tres ciclos de lavado  <L.D. 0.006 0.006 <L.D. 0.027 0.001 0.028

y coccidn con exceso de

agua

Arroz integral

TO0-Arroz crudo 0.051 0.018 0.068 <L.D. 0.065 0.003 0.068

T1-Solo lavado (tres 0.051 0.011 0.062 <L.D. 0.048 0.002 0.051

ciclos)

T2-Coccion a sequedad 0.075 0.030 0.105 0.002 0.060 0.007 0.069

(150mL)

T3-Coccion a sequedad 0.060 0.070 0.130 0.003 0.0670 <L.D. 0.070

(300mL)

T4- Tres ciclos de lavado 0.066 0.014 0.080 0.001 0.062 <L.D. 0.063

y coccion a sequedad

T5- Tres ciclos de lavado  0.024 0.009 0.033 <L.D. 0.043 0.004 0.047

y coccidn con exceso de

agua

Arroz pulido

TO0-Arroz crudo 0.044 0.024 0.068 0.001 0.069 <L.D. 0.070

T1-Solo lavado (tres 0.032 0.010 0.042 <L.D. 0.047 <L.D. 0.047

ciclos)

T2-Coccioén a sequedad 0.039 0.019 0.058 0.001 0.050 <L.D. 0.051

(150mL)

T3-Coccion a sequedad 0.036 0.009 0.045 0.001 0.0548 <L.D. 0.056

(300mL)

T4- Tres ciclos de lavado 0.026 0.009 0.035 0.002 0.050 <L.D. 0.052

y coccion a sequedad

T5- Tres ciclos de lavado 0.000 0.009 0.009 0.000 0.060 <L.D. 0.060

y coccion con exceso de
agua
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Continuacion Tabla 4.3 Concentracion de formas quimicas de As (mg kg*) por cada
tipo de tratamiento recibido, en arroces de Espafia. n.a: no analizado

Tratamiento As(1II) As(V) Y inorg AsB DMA MMA > org
As As

Arroz pulido

T0-Arroz crudo 0.036 0.023 0.059 0.001 0.082 <L.D. 0.083

T1-Solo lavado (tres 0.022 0.008 0.031 0.002 0.046 0.004 0.052

ciclos)

T2-Cocciodn a sequedad 0.029 0.014 0.042 0.003 0.047 0.001 0.052

(150mL)

T3-Coccién a sequedad 0.029 0.009 0.038 0.003 0.0735 0.003 0.080

(300mL)

T4- Tres ciclos de lavado  0.022 0.007 0.029 <L.D. 0.067 <L.D. 0.067

y coccion a sequedad

T5- Tres ciclos de lavado  0.000 0.006 0.006 <L.D. 0.027 0.001 0.028
y coccion con exceso de

agua

Arroz integral

TO-Arroz crudo 0.131 0.038 0.168 0.005 0.176 0.006 0.187
T1-Solo lavado (tres 0.209 0.047 0.256 0.011 0.1388 0.007 0.157
ciclos)

T2-Coccion a sequedad 0.104 0.009 0.113 0.002 0.140 0.003 0.144
(150mL)

T3-Coccién a sequedad 0.074 0.044 0.118 <L.D. 0.080 0.013 0.093
(300mL)

T4- Tres ciclos de lavado ~ 0.130 0.024 0.154 <L.D. 0.133 0.009 0.142

y coccion a sequedad

T5- Tres ciclos de lavado  0.057 0.037 0.094 0.002 0.1240 0.004 0.130
y coccion con exceso de

agua

Arroz pulido

TO-Arroz crudo 0.027 0.025 0.052 0.000 0.033 <L.D. 0.033
T1-Solo lavado (tres 0.003 0.016 0.019 0.002 0.0299 0.003 0.035
ciclos)

T2-Coccion a sequedad 0.017 0.010 0.026 0.004 0.037 <L.D. 0.041
(150mL)

T3-Cocciodn a sequedad 0.020 0.012 0.032 0.002 0.0378 <L.D. 0.040
(300mL)

T4- Tres ciclos de lavado ~ 0.011 0.007 0.018 <L.D. 0.032 <L.D. 0.032
y coccion a sequedad

T5- Tres ciclos de lavado  0.012 0.006 0.018 0.001 0.0040 <L.D. 0.005
y coccion con exceso de

agua
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este tratamiento fue de 21.5% para As (II1) y 47% para el As (V), por
lo que las concentraciones de As (II) tienen valores mas altos que el
As (V) en todos los tipos de arroz analizados. ElI 0As
(fundamentalmente el DMA) se experimentd una reduccion del 24-
38%, con valores de la mediana de 0.052 mg kg'! para el arroz pulido
de Espafa, 0.106 mg kg™! para el arroz integral de Espafia, 0.052 mg
kg! para el arroz integral de Ecuador y 0.018 mg kg! para el pulido de
Ecuador (Fig. 4.3, Tablas 4.2, 4.3 y 4.4).

Tratamiento T3. Los resultados para la concentracion del i1As
fueron similares a los del tratamiento 2. El iAs se redujo entre 20-39%,
mientras que oAs fue de 4-31%. La concentracién de iAs se mantuvo
mas elevada en los arroces del Ecuador (arroz pulido: 0.108 mg kg,
Tablas 4.2 y 4.3) que los de Espafia (valores de las medianas: arroz
pulido: 0.038 mg kg!, n=4; arroz integral: 0.124 mg kg!, n=2). El
porcentaje de reduccion fue de 25% para el As (III) y de 52% para el
As (V). La concentracion de oAs oscilo entre 0.058 mg kg™! para el
arroz pulido de Espafia y de 0.082 mg kg! para el arroz integral de
Espafia. Para el arroz pulido de Ecuador la concentracion de oAs fue de
0.025 mg kg!.

Tratamiento 4. El iAs se redujo en un rango entre 8-65%. La
concentracion de la mediana de iAs para el arroz pulido fue de 0.029
mg kg! (n=4) y la del arroz integral de 0.117 mg kg! (n=2), que
corresponden a una reduccion de 55% y 8%, respectivamente. Para el
arroz de Ecuador la reduccion del iAs alcanza un porcentaje alrededor
del 20%, con concentraciones de 0.131 mg kg! para el arroz integral y
0.103 mg kg'! para el arroz pulido. La reduccion del As (IIT) alcanzd un
porcentaje medio de 29% y un 46% para el As (V). El oAs presento
porcentajes de reduccion similares al 1As (3-48%), siendo la
concentracion de la mediana de 0.059 mg kg! para el arroz pulido de
Espafia, 0.102 mg kg! arroz integral de Espaiia, 0.013 mg kg™! para el
arroz pulido de Ecuador y 0.056 mg kg'! para el arroz integral de
Ecuador.

Tratamiento 5. Fue el que mostro los mayores porcentajes de
reduccion (1As: 29-90%, oAs: 4-85%), siendo la concentracidon de las
formas de iAs y del DMA significativamente inferiores a la
concentracion del grano de arroz crudo (Fig.4.3). La concentracion de
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la mediana de iAs para arroz pulido de Espafia fue de 0.006 mg kg'' y
0.064 mg kg! para el arroz integral, mientras que para los de Ecuador
fueron de 0.096 mg kg™! para el arroz pulido de Ecuador y 0.086 mg kg
! para el arroz integral de Ecuador. Siendo en el tinico tratamiento en el
cual el porcentaje de reduccion para el As (III) (62.5%) superior al As
(V) (51%)).

Para el 0As se determinaron concentraciones promedio de 0.044
mg kg'! para el arroz pulido de Espafia y 0.089 mg kg™! para el arroz
integral de Espafia. Para los arroces de Ecuador las concentraciones de
0As obtenidas fueron de 0.006 mg kg™! para el arroz pulido y 0.034 mg
kg! para el arroz integral.

4.6.3 Ingesta diaria estimada (EDI) y Riesgo estimado de cancer (CR).

Las bajas concentraciones de 1As en el arroz de Espaiia y la relativa
baja importancia del arroz en la dieta de los espafioles (22.8 g de arroz
crudo/dia; FAO, 2018) dio como resultado en una EDI para el arroz
pulido de 19.4 ng/kg.d para el arroz crudo (T0); 10.0 ng/kg.d para T1;
9.6 ng/kg.d para T2-T4 y 3.2 ng/kg para T5. Los correspondientes

valores para CR son: 2.9x10™, 1.5x107, 1.4x10™, y 4.8x107°.

El lavado previo del arroz o su coccion utilizando el método
tradicional de cocinado en Espana (T2-T4) parece ser suficiente para
reducir el CR en un 50%. El método de coccion TS reduce el CR en un
83% en comparacion con TO y, por lo tanto, constituye el método mas
eficiente.

4.7 DISCUSION

4.7.1 Arsénico en el arroz cocido

Los resultados de la concentracion de tAs en los arroces de Ecuador
y Espafia estan de acuerdo con los datos previamente publicados que
indican que el contenido de tAs en los arroces de Espafia suele ser
elevado (Torres Escribano et al., 2008, Meharg y Zhao, 2012, Signes-
Pastor et al., 2016) y fue superior al de Ecuador. Sin embargo, la especie
de As mayoritaria en el arroz espafiol es el DMA, cuya toxicidad es
inferior a las formas inorganicas de As (Suriyagoda et al., 2018).

95



El contenido de tAs y iAs fue también superior en el arroz integral
que en el arroz pulido, resultados que estan también de acuerdo con el
hecho de que el As se concentra fundamentalmente en la parte mas
externa del grano, que es eliminada en el arroz pulido (Meharg et al.,
2008, Zhu et al, 2008, Carey et al., 2010).

La forma mas habitual de coccion del arroz en Espafia y en Ecuador
es la coccion a sequedad; esto es toda el agua utilizada es absorbida o
evaporada (Torres-Escribano et al., 2008). El arroz cocinado a
sequedad (tratamiento 2 y 3) correspondio a los tratamientos menos
eficientes en cuanto a la eliminacidén de As (Fig. 4.3), lo cual estd de
acuerdo con los resultados de otros autores (Sengupta et al., 2006;
Torres-Escribano et al., 2008). Ademas, este sistema de coccion puede
suponer un incremento adicional de As en el arroz respecto al arroz
crudo si el agua de coccion presenta un contenido anormalmente
elevado de As, tal y como ocurre en muchos paises del Suroeste asiatico
(i.e. Bangladesh) (Meharg y Zhao, 2012).

Una reduccion significativa del contenido de tAs en el grano de
arroz se obtuvo unicamente cuando el arroz fue lavado y cocinado con
exceso de agua (1:6, tratamiento 6). El porcentaje medio de tAs
eliminado para el conjunto de las muestras (62%) coincide con
resultados obtenidos en condiciones similares de lavado y coccion en
trabajo previos: 57% de remocion (Sengupta et al., 2006), 54% (Mihucz
et al., 2007) y 65 % (Raab et al., 2009). Sin embargo también cabe
destacar que el simple lavado del grano de arroz antes de su cocinado
conduce a una eliminacion sustancial del tAs, especialmente del 1As,
que pasa de una relacion 1As/tAsaro; crudo= 0.49 a 1As/tAsti= 0.44 para
el conjunto de las muestras, fundamentalmente debido a que el iAs se
acumula en la parte externa del grano, mientras que el DMA se
encuentra en la parte interna del endosperma (Carey et al., 2010). Raab
et al., 2009 encontr6 también que el lavado y el alto volumen de agua
de coccion reduce especificamente 1As pero sin efecto sobre el DMA.

4.7.2 Riesgo estimado de Cancer (CR)

Estudios previos han estimado la ingesta diaria (EDI) para la
poblacion ecuatoriana es el doble de la Europea, pero la mitad a un
tercio del EDI de Brasil, Bangladesh o la India. El Riesgo estimado de
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Cancer (CR) en Ecuador para adultos fue de 3.0 x10#, mientras que
para infantes vario entre 10 x10™* en areas rurales y 20 x10*%en areas
urbanas (Nunes y Otero, 2017). No obstante estos céalculos fueron
realizados a partir del contenido de 1As en el grano crudo.

Sin embargo, teniendo en consideracion el porcentaje de 1As que
se pierde segin cada tratamiento el EDI y el CR se redujeron
sustancialmente utilizando los datos para el arroz cocinado. Asi, el
simple lavado de grano de arroz antes de su cocinado redujo el CR en
un 50%, mientras que el lavado y cocinado con exceso de agua supone
un disminucion del 83%, mostrando un escenario mas real y menos
dramatico que el que ofrecen los calculos a partir de los valores de
contenido de As en el grano crudo.

4.8 CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos el lavado y coccion del arroz con
exceso de agua, asi como también el simple lavado con agua sin
contenido de As, serian formas eficientes para reducir
significativamente la ingesta de As en la poblacion. El simple lavado
del arroz previamente a su cocinado reduce el CR en un 50%.
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5. DISTRIBUCION DE ARSENICO Y
METALES PESADOS EN SUELOS Y

PLANTAS DE CULTIVOS DE ARROZ DE
ECUADOR






RESUMEN

Se determind la presencia de As y metales pesados totales (Cr, Zn, Pb,
Cd, Cuy Ni) en suelos y planta de arroz, incluyendo tallo, hojas y grano
procedentes de las provincias de la costa ( Guayas, Los Rios y El Oro)
y de la provincia oriental de Orellana. También se analizaron muestras
de arroz comercial de Ecuador, Brasil y de la peninsula Ibérica (Espafia
y Portugal). En las muestras de suelo se determiné sus propiedades, el
contenido total, la fraccion biodisponible y fraccionamiento
geoquimico del arsénico y metales pesados.

La concentracion de metales pesados en el grano de arroz
comercial no presentd diferencias significativas con respecto a la
concentracion de metales pesados en el grano de las muestras de campo,
excepto para el Pb, Zn y Ni. Ademas, ¢l contenido de As y Cd en arroz
de campo de la provincia de El Oro fue significativamente mas elevado
que de las otras provincias (Guayas y Los Rios).

Entre paises, el contenido de As, Cd, Hg y Cu mostré en muestras
diferencias significativas para las muestras de arroz comercial.
Especificamente, las concentraciones de Cd y Cu en Ecuador fueron
mas elevadas que en los paises de la peninsula Ibérica.

El contenido de As y metales pesados en hoja y tallo presentaron
diferencias significativas, exceptuando en el contenido de Zn y Hg en
hoja y el contenido de Zn en el tallo, cuyas concentraciones fueron
similares.

Finalmente, la concentracion media de As y metales pesados en
grano de arroz comercial y de grano de campo de Ecuador y de los otros
paises, no sobrepasan los valores umbral establecidos por Ilas
regulaciones actuales de la Unién Europea y otras normativas
internacionales. Unicamente unas pocas muestras de Brasil (Cr y Pb) y
tAs en muestras de Espafa superaron los umbrales de referencia, no
obstante, los valores del cociente de peligrosidad (TQH;) para iAs y
metales pesados, asi como el valor del riesgo cancerigeno determinado
para el 1As no representan riesgo para la salud humana.
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5.1 INTRODUCCION

El arroz (Oryza sativa l.) es el principal alimento para mas del 50%
de la poblacion mundial (Kogel-Knabner et al., 2010), al tiempo que es
una fuente importante de calorias y proteinas para el ser humano
(Cheajesadagul et al., 2013). Latinoamérica es la segunda region en
importancia después de Asia, con un consumo medio de 80
g/persona/dia. Ecuador es uno de los paises con mayor consumo de
arroz en Sudamérica con un consumo per capita de 123 g/dia
(FAOSTAT, 2018).

Por otro lado, la calidad de los suelos agricolas esta
experimentando un claro deterioro en las ultimas décadas que conduce
a una reduccién en la productividad de los cultivos y calidad de los
alimentos (FAO, 2015). La aplicacion indiscriminada de fitosanitarios
y de fertilizantes que contienen elementos traza como Cd, Pb, Cuy Hg,
o el uso de aguas de regadio de baja calidad estd derivando en un
deterioro generalizado de la calidad de los agrosistemas (Tian et al.,
2017, Chen et al., 2014, Kwon, 2017, FAO, 2018).

Uno de los principales problemas de este deterioro es el
enriquecimiento en elementos toxicos que conduce generalmente a un
incremento de su biodisponibilidad e incorporacion en los alimentos.
Los metales toxicos son tomados por las plantas a través de los tejidos
corticales de las raices debido a su similaridad con algunos
micronutrientes esenciales (como el zinc) (Sarwar et al., 2017).
Especificamente para el As, hay dos principales mecanismos
relacionados con la toma de arsénico en las raices de la planta de arroz.
La primera ruta es a través del transportador de fosfato, ya que los
arseniatos son analogos a los fosfatos y la segunda a través de los
canales de las acuoporinas son tomados los arsenitos (analogos al acido
silisico) y las especies metiladas no disociadas del arsénico (acido
dimetilarsinico (DMA) y 4cido monometilarsonico (MMA)) (Syu et al.,
2015). Estos metales pueden acumularse en las partes comestibles de
las plantas (Sarwar et al., 2017) y entrar en la cadena alimenticia,
acumulandose en diferentes tejidos como el higado, los musculos y los
huesos, poniendo en peligro a medio y largo plazo la salud humana
(Naseri et al, 2015).
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Generalmente, el riesgo a la salud por la presencia de metales
pesados en suelos se ha determinado en base a las concentraciones de
metales totales y en areas muy contaminadas, sobreestimando el riesgo
a la salud. Por otra parte, la informacion sobre la concentracion total de
metales pesados es muy limitada en terrenos agricolas y que consumen
cultivos locales, lo que puede ocasionar un riesgo de exposicién mayor
para las personas que no tienen conocimiento sobre el riesgo potencial
de la presencia de metales pesados en los suelos de cultivo (Zhang J.,
et al., 2018). Por ello, es fundamental determinar las formas quimicas
de los elementos toxicos con el fin de establecer un mejor diagndstico
de su movilidad y biodisponibilidad para las plantas (Zhao, 2011).

Ademas, estos elementos se encuentran entre la mayoria de los
contaminantes que han recibido especial atencion en muchos paises y
son ubicados en la categoria de contaminantes de mayor peligrosidad
presentes en los alimentos (Naseri et al, 2015). Algunos estudios
indican cantidades excesivas de metales pesados como Cd, Pb o Cr
(Batista, 2012) y As en suelos agricolas de USA, China, Espafia (Raber
et al., 2012, Signes-Pastor et al., 2016, Zhang et al., 2018), que en
algunos casos ha derivado en un dramatico impacto negativo sobre la
salud y calidad de vida de la poblacion. Por ejemplo, en Japon la
contaminacion de los campos de arroz con Cd generé decenas de
muertos debido a una enfermedad degenerativa del sistema Oseo
denominada itai-itai (Inaba et al, 2005). Asimismo, en Bangladesh, pais
afectado por la ingesta de altas concentraciones de As en el agua
potable y arroz, se estima que del orden de 35 y 77 millones de personas
estan en riesgo de intoxicacidn por arsénico (Rahman et al., 2018).

En Ecuador se han identificado varias localidades con
concentraciones anormalmente elevadas de As (Bundschuh et. al.,
2012a, 2012b), asociadas a zonas con intensa actividad hidrotermal en
regiones volcanicas (Bundschuh et al., 2012a; Cumbal et. al., 2010, De
La Torre et al., 2004) y puntualmente en areas con actividad minera
(Appleton et al., 2001). Sin embargo, en Ecuador hay poca informacion
sobre el contenido de As y metales toxicos en las zonas de cultivo de
arroz. Pozo et al., (2011) estudiaron el contenido total de metales
toxicos en suelos (Cu, ,Zn, Pb y Hg) y de Pb en planta de arroz en
arrozales de la cuenca del Rio Guayas, obteniendo concentraciones
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promedio de 48.8 mg kg™! de Cu; 33.9 mg kg™! de Zn; 0.15 mg kg! de
Cd; 4.35 mg kg' de Pb y Hg bajo el limite de deteccion. La
concentracion de plomo en las raices de la planta de arroz estuvo entre
3.30-4.40 mg kg'!, en los tallos entre 2.01-2.60 mg kg™!, y en las hojas
entre 1.80 and 2.00 mg kg,

En el presente capitulo se estudia el contenido de As y metales
toxicos en las tres principales provincias productoras de arroz (Guayas,
Los Rios, El Oro) ubicadas en la zona costera y de la provincia de
Orellana situada en la zona oriental del Pais. Los objetivos del presente
estudio fueron: 1) Determinar las concentraciones totales de los
principales elementos toxicos, sus formas geoquimicas y su fraccion
biodisponible (Cr, Zn, Cd, Cu, Pb, As y Zn) en el suelo de los
principales zonas arroceras del Ecuador y 2) Determinar el contenido
de estos elementos en la planta de arroz, incluyendo grano, hojas y tallo.
3) Comparar las concentraciones de As y metales pesados de arroz
comercial de Ecuador con arroces comerciales de otros paises como
Espafia, Brasil y Portugal. 4) Estimar el riesgo potencial a la salud a
través del consumo de arroz por la presencia de metales pesados.

5.2 MATERIAL Y METODOS
5.2.1 Toma de muestras y preparacion

El muestreo se realizo en las principales provincias de Guayas, Los
Rios, El Oro y Orellana (Figs. 5.1 y 5.2).
Se colectaron un total de 101 muestras de suelos (0-20 cm) y planta de
arroz (36 muestras de grano, 35 muestras hoja y 37 muestras de tallo).

Se tomaron muestras compuestas de suelos y planta, mezclando 5
submuestras de cada zona de cultivo. Para el suelo se mezclaron 500 gr
aproximadamente de cada submuestra en un recipiente de plastico, se
homogenizaron y se tom6 aproximadamente 200 g de la mezcla. Para
la planta se tomaron unos 100 g de cada submuestra y se mezclaron en
una bolsa de plastico.
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Figura 5.1 Localizacién de los puntos de muestreo en las provincias de
Guayas y los Rios. Ecuador
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Figura 5.2 Localizacién de los puntos de muestreo en las provincias de
Orellana y el Oro. Ecuador
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En el laboratorio, las muestras de suelos fueron secadas y
tamizadas a través de una malla de 2mm para posterior analisis. Las
muestras de plantas fueron lavadas 3 a 5 veces con agua destilada. El
grano de arroz descascarado (grano de campo) y demads partes de la
planta se almacenaron en bolsas de plastico hasta su analisis.

Ademas, 33 muestras de arroz comercial de Ecuador, 10 muestras
de Brasil y 8 muestras de la peninsula Ibérica ( Portugal: 2 y Espaia: 6
fueron colectados de mercados locales para la determinacion de metales
totales.

5.2.2 Caracteristicas fisico quimicas y textura de suelo

El pH y potencial redox (Eh) fueron determinados “in situ” con
electrodos portatiles (HANNA instruments INC, Woonsocket, RI,
U.S.A.). Los valores de Eh fueron corregidos adicionando el potencial
de electrodo de referencia (+244 mV). La textura de suelo fue estimada
usando el método de la pipeta (Gee y Bauder ,1986). El carbono
organico total (COT) fue determinado en muestras de suelo en un
analizador Lecol00 S-C 144DR (LECO Corporation, St. Joseph MI,
U.S.A)).

5.2.3 Contenido total de As y de metales pesados en el suelo

La concentracion total de As y metales pesados se determinéd
empleando 0.5g de muestra y extraidos con digestion acida (9 ml de
HNOs 14.4 M: 3 ml 12 M HCI, Merck, Darmstadt, Germany) en horno
microonda durante 25 minutos. La concentracion de As y metales
pesados fue determinada por ICP-MS (Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, U.S.A). Para la validacion del método de extraccion de
metales pesados en suelos se usaron estdndares (SRM 2709a,
SMR2710a, SRM2711a de NIST, U.S.A.), con un porcentaje medio de
recuperacion > 90%.

5.2.4 Biodisponibilidad de metales en suelos

La concentracion de la fraccion biodisponible se determind segun
el método de Mehlich3 (1984): a 2g de muestra de suelo previamente
tamizado a < 2mm se le adiciond 20 mL de solucidon extractante
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(0.015N NH4F , 0.001N EDTA, 0.25N NH4NOs3, 0.2N HOAc y 0.013N
HNO3), la mezcla se agitd durante 5 minutos a 200 rpm, posteriormente
se filtr6 mediante filtro Whatman No. 42. La concentracion de As y

metales toxicos se determind con un ICP-MS (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, U.S.A).

5.2.5 Extraccion secuencial de As y metales pesados

El fraccionamiento se realizd segun el método de Ferreira et.al.,
2007, con dos gramos de muestra de suelo, segiin el cual se separan las
siguientes fracciones:
F1: fraccion intercambiable y soluble, extraida con 30mL de una
solucion de MgCly 1M, ajuste de pH a 7 y agitacion por 30 minutos.
Posteriormente se centrifugd a 10.000 rpm y 4°C, el sobrenadante se
pasé a través de un filtro de 0.45 um y el residuo se lavd con agua
ultrapura (MillQ) dos veces antes de proceder con la siguiente
extraccion. El proceso de centrifugacion y filtrado fue comun en todas
las extracciones que siguen.
F2: fraccion asociada con los carbonatos, usando 30 mL de una
solucion de NaOAc 1M/HOAc., a un pH 5 ajustado con acido acético
y agitacion por un periodo de cinco horas.
F3: fraccidon asociada con oxihidroxidos de Fe amorfo o muy baja
cristalinidad, tipo ferrhidrita, fue extraida con 30 mL de una solucion
de hydroxilamina 0.04M + acido acético 25% (v / v) a 30 °© C y con
agitacion por 6 horas.
F4: fraccion asociada con oxihidroxidos de Fe de baja cristalinidad, tipo
lepidocrocita, fue extraida con 30 mL de 0.04 M hidroxilamina+ 25%
(v /v) de acido acético y calentada a 96 °C por 6 horas.
F5: fraccion asociada con las formas cristalinas de oxihidroxidos de
hierro, tipo goethita, fue extraida con 20 mL de bicarbonato de sodio
0.25 M + solucion de bicarbonato de sodio 0.11 M y 3 gramos de
diotionito de sodio en cada muestra, a 75 °C por 30 minutos.
F6: fraccion asociada con la fraccion piritica: La extraccion fue
realizada usando 10 mL de acido nitrico concentrado y agitacion
durante 2 horas. Previamente, se realizO un tratamiento para la
eliminaciéon de metales y de Fe asociados a los silicatos. El
pretratamiento consistié en un ataque con 30mL de HF 10M, durante
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16 horas en agitacion continua (200 rpm), posteriormente se le afiadio
5g de acido borico para neutralizar el HF sobrante, se agitdé durante 8
horas y se centrifugd a 10.000 rpm a 4° C. El sobrenadante fue
descartado. Posteriormente, el residuo se somete a un ataque con 15mL
de H>SO4 concentrado durante dos horas en agitacion continua. El
sobrenadante se descarta y el residuo se lava dos veces con agua
ultrapura (MilliQ) desoxigenada (Huerta-Diaz y Morse, 1990).

5.2.6 Contenido total de As y metales pesados en planta y grano de
arroz

Previamente a la extracciéon las muestras fueron lavadas
primeramente con agua a presion y después tres a cinco veces con agua
destilada, se secaron a 65 °C por 48h, fueron molidas y almacenadas en
funda de polietileno a temperatura ambiente hasta su posterior analisis.

El contenido total de As y metales pesados se determino en 0.5-1.0
gr de muestra vegetal que fueron digeridos con una mezcla de HNO; y
H>O, suprapur (Merk) segin Meharg and Rahman (2003): 5 mL de
HNOs (65%), ImL de H2O2 33% y SmL de agua Milli-Q (w/v), dejando
en reposo durante una noche. Posteriormente, los tubos se colocaron en
una placa de calentamiento (Perkin Elmer SPB 48-50) a una
temperatura de 95°C durante 3 horas. El extracto fue filtrado por
0,45um. El contenido de metales totales fue determinado con un ICP-
MS (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, U.S.A).

En paralelo se analizo el material de referencia certificado (harina
de arroz 1568b del NIST USA). Los valores medios obtenidos para las
diferentes especies de arsénico fue: iAs: 0.109+0.038 mg kg'!; DMA:
0.218+0.094 mg kg'! y 0.018+0,001 mg kg'! MMA lo que representan
un porcentaje de recuperacion de 107%, 113% y118%,
respectivamente. El limite de deteccion fue de 3.75 ug kg™! para las
formas inorganicas y 1.35-4.35 pg kg ! para las formas orgénicas
(Otero et. al., 2016). En paralelo, la concentracion fue determinada en
el material de referencia certificado con un porcentaje de recuperacion
de 91 = 6% (n = 3) para As, Cu, Hg, Mo, Zn, Hg and Se.
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5.2.7 Evaluacién del riesgo por exposicion al As y metales pesados en
arroz comercial de Ecuador

La ingestion estimada diaria del As y metales pesados en el arroz
comercial de Ecuador (EDI) fue calculada por evaluacién de la cantidad
de metal que un individuo estad expuesto por dia y por kilogramo de
peso de cuerpo promedio.

Donde C; es la concentracion del metal 1 en el arroz (ug/kg), DI es
la ingesta diaria de arroz (kg/d), y BW es el peso de cuerpo promedio
(kg). DI para Ecuador 0.123 kg/dia (FAOSTAT, 2018) y 67.9 kg peso
promedio de los habitantes en paises de Latinoamérica y 70.8 en paises
de Europa (Walpole, et al., 2012).

El cociente de peligrosidad (THQ; )(Ma et al., 2017) se calcul6 a
través del cociente entre el EDI; y la dosis de referencia oral (RfD;),
especifica para cada metal (USEPA, 2019) :

EDI;
THQ; = RfD,

Para el iAs se calculo el riesgo cancerigeno (RC), a través de la

siguiente ecuacion:

RC = EDI; x SF

Donde SF es el factor de cancer para el arsénico dado por la
USEPA (United States Environmental Protection Agency, 2019) para
el arsénico inorganico (3x10* mg/kg dia).

5.2.8 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos y graficos fueron realizados con el programa
estadistico R. Para contrastar si los datos se ajustan o no a una
distribucion normal se utilizo la prueba de Shapiro Wilk (menos de 50
observaciones) y la prueba de Kolmogorov-Smirnov con la correccion
de Lilliefors (mas de 50 observaciones). Para datos provenientes de una
distribucidon normal se realizé el andlisis de la varianza (ANOVA) y la
prueba de Tukey para determinar diferencias significativas, en caso de
que los datos no se ajustaron a una distribucion normal se utilizaron las
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pruebas de Kruskal-Wallis y las pruebas Post-Hoc de U Mann-Whitney
y Kruskal Nemenyi. Para contrastar la homocedasticidad se utilizo la
prueba de Levene.

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Caracterizacion general de los suelos

El promedio del pH fue de 6.3+0.6 (Tabla 5.1), mostrando una
oscilacion entre 3.6 y 7.4. No obstante, los valores extremadamente
acidos fueron muy puntuales en muestras de las provincias de la Costa
(pH=3.6). El Eh oscila entre 92-485 mV, presentando la mayoria de
muestras condiciones suboxicas (200-350 mV) y pocas muestras
presentaron condiciones anoxicas (Eh<100 mV). En los suelos de los
arrozales de las provincias de la costa la textura fue arcillosa con un
valor medio de 49+16% de arcilla, seguida de la fraccion limo
(24+£13%) y arena (28+20%). El contenido total de Fe fue de 4.2+1%
en las provincias de la Costa, mientras que en la provincia de Orellana
se obtuvo un valor mas bajo de 2.7+0.7%. En la provincia oriental de
Orellana la textura dominante fue la franco-arenosa, com predominio
de la fraccioén arena (67£18%), seguida del limo (17£8%) y arcilla
(17£14%). El contenido de COT de las provincias de la Costa fue mas
bajo (1.9+0.6%) que el de la provincia de Orellana (4.4+1.4%) (Tabla
5.1).

5.3.2 Arseénico y metales pesados en suelos de arroz: Contenido total,
biodisponibilidad y fraccionamiento geoquimico.

La concentracion total de metales fue: Zn (88.3+26.0 mg kg'')> Cr
(53.0+23.5 mg kg ') > Cu (57.2+£30.1 mg kg™") > Ni (29.5+14.30 mg kg
1> Pb (12.4+8.2 mg kg!) >As (4.56+3.25 mg kg!) > Cd (0.27+0.14
mg kg!) > Hg (0.06+0.04) (Fig. 5.3, Tabla S.1 anexo 3). Por zonas, las
concentraciones de los metales en suelos de las provincias de la Costa,
fueron significativamente superiores a las de la provincia de Orellana
(p<0.05), excepto para Cd que no mostrd diferencias significativas.

El Fe se encuentra fundamentalmente como Fe-goethita (fraccion
F5 =46%) y Fe-lepidocrocita F4 (41%) (Tabla 5.2).

El Cdy el As se encuentran mayoritariamente asociados con la fraccion
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intercambiable y soluble (F1: 75% y 60%; Fig. 5.4), mientras que
metales como Pb (78%), Cr (49%), N1 (48%) y Cu (74%) se encuentran
asociados a las formas cristalinas de oxihidréxidos de hierro (F5)
(Tabla 5.2).

De acuerdo a la extraccion realizada por el método de Melich3
(Tabla 5.3) el Cd es el elemento que presenta un mayor porcentaje de
la fraccion biodisponible, alcanzando un 48% de la concentracion de
Cd total, a diferencia del resto de metales que presentan porcentajes
bajos de biodisponibilidad entre 0.2y 17 % .

A continuacion se comentan con mayor detalle la concentracion
total, biodisponible asi como el comportamiento geoquimico de cada
elemento.

— Cromo:

La concentracion total media de cromo (CrT) fue de (53.0+23.5 mg
kg!) con un rango de concentraciones entre 10.4-120.8 mg kg! (Fig.
5.3, Tabla S.1 anexo 3). Las concentraciones de Cr de las provincias de
Ecuador fueron significativamente diferentes (p<0.05),
correspondiendo la concentracion mas elevada a la provincia del
Guayas (59.7+14.3 mg kg') y la mas baja a la provincia de Orellana
(14.5+4.4 mg kg'") (Tabla 5.2).

La fraccion de Cr biodisponible fue de 0.24+0.14 mg kg'!' que
corresponde al (0.5%) del contenido total (Tabla 5.3). La baja
concentraciéon de Cr biodisponible estd de acuerdo con las bajas
concentraciones obtenidas para las fracciones geoquimicamente mas
moviles (F1 y F2) (Tabla 5.2).

La mayor parte del Cr (Costa: 1.003+£1.209 mg kg, 50%;
Orellana: 2.100+0.300 mg kg'!, 48%) se encontro asociado a los
oxihidroxidos de Fe cristalinos (Fraccion F5) y a los oxihidréxidos de
Fe de baja cristalinidad (Costa: 0.516+0.794 mg kg™!, 26%; Orellana:
0.600+0.450 mg kg™!, 14%) (Fraccion F4) (Tabla 5.2).

—Zinc:

La concentracion total de zinc (ZnT) en suelos de Ecuador fue de
88.3+26.0 mg kg™! con un rango de concentraciones entre 39.2-159.6
mg kg! (Fig. 5.3). Comparando las concentraciones de zinc en suelos
de las diferentes provincias ecuatorianas encontramos que hay
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Figura 5.3. Concentracion total de elementos traza en suelos de cultivos de arroz
en las diferentes provincias de Ecuador. Diferentes letras indican diferencias
significativas (p<0.05) entre provincias. Linea en azul corresponde al fondo
edafogeoquimico y Linea en rojo valor umbral para suelos agricolas (TULSMA,
Legislacion Ecuatoriana). En la caja, las lineas horizontales en la parte inferior,
media y superior de la caja representan los valores del percentil 25 (Q1), la
mediana (Q2) y el percentil 75 (Q3), respectivamente. Las lineas que salen de la
caja, indican el valor minimo y el valor maximo. As, Pb y Cd se analizaron en las 4
provincias: El Oro, Guayas, Los Rios y Orellana. Cr,Zn, Cu y Ni en Guayas, Los Rios
y Orellana y Hg en Guayas y Los Rios.

117



Tabla 5.2 Concentracion de metales en las fracciones de la Extraccion Secuencial
de Metales (SEM) (mg kg™?) y relacion con la concentracion total extraida(%)

Localidad F1 F2 F3 F4 F5 F6

Provincias de

la Costa

Cr 0.013 0.038 0.243 0.516 1.003 0.183
1% 2% 12% 26% 50% 9%

Zn 0.023 0.223 0.189 0.948 0.610 0.077
1% 11% 9% 46% 29% 4%

Pb 0.013 0.013 <LD 0.140 0.847 0.048
1% 1% 0% 13% 80% 5%

Cd 0.018 <LD 0.001 0.002 <LD <LD
82% 1% 6% 9% 0% 0%

Cu 0.000 0.233 0.296 0.424 1.125 0.038
0% 11% 14% 20% 53% 2%

As <LD <LD <LD 0.463 <LD <LD
0% 0% 0% 100% 0% 0%

Ni <LD 0.315 0.134 0.368 1.218 0.147
0% 14% 6% 17% 56% 7%

Fe 0.07 38.33 181.71 604.25 562.33 0.856
0% 3% 13% 44% 41% 0%

Provincia de

Orellana

Cr 0.050 0.150 0.600 0.600 2.100 0.875
1% 3% 14% 14% 48% 20%

Zn 1.050 1.800 4.950 7.750 4.000 5.000
4% 7% 20% 32% 16% 20%

Pb 0.168 <LD <LD <LD 0.369 0.040
29% 0% 0% 0% 64% 7%

Cd 0.191 <LD 0.053 0.018 <LD <LD
73% 0% 20% 7% 0% 0%

Cu <LD <LD <LD 0.650 9.500 0.333
0% 0% 0% 6% 91% 3%

As 0.314 <LD <LD 0.023 <LD 0.033
85% 0% 0.0% 6% 0% 9%

Ni <LD <LD 0.250 1.000 0.700 0.917
0% 0% 9% 35% 24% 32%

Fe 0.8 5.3 945.0 3705.0 4598.0 88.6

0%

0%

10%

40%

49%

1%
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Continuacién Tabla 5.2 Concentracion de metales en las fracciones de la Extraccion
Secuencial de Metales (SEM) (mg kg) y relacion con la concentracion total
extraida(%)

Localidad F1 F2 F3 F4 F5 F6
Ecuador
Cr 0.020  0.060 0315  0.533 1.222 0.322
1% 2% 13% 22% 49% 13%
Zn 0220  0.538 1.141 2309 1.288 1.061
4% 8% 17% 35% 20% 16%
Pb 0.044  0.010 <LD 0.112 0.752 0.047
5% 1% 0% 12% 78% 5%
Cd 0.053  <LD 0.012  0.005 <LD <LD
75% 0.0% 17% 7% 0% 0%
Cu <LD 0.186 0237  0.469 2.800 0.097
0% 5% 6% 12% 74% 2.551
As 0235  <LD <LD 0.133 <LD 0.025
60% 0.0% 0% 34% 0% 6%
Ni <LD 0.252 0.157  0.495 1.114  0.301
0% 11% 7% 21% 48% 13%
Fe 0217 31715 3344 12244 13695 184
0% 1% 11% 41% 46% 1%

diferencias significativas (p < 0.05), siendo las concentraciones de los
suelos de la Provincia de Los Rios las mas elevadas (110.6+ 26.3 mg
kg!) y las concentraciones mas bajas estan en la provincia de Orellana
(60.8+17.1 mg kg'!) (Fig. 5.3).

La concentracion biodisponible promedio de Zn fue de 2.08+1.45
mg kg'!, que representa menos del 5% del contenido total (Tabla 5.3).
Los resultados de la extraccion secuencial muestran que la mayor parte
del Zn se encuentra asociado a los oxihidroxidos de Fe, especialmente
a la fraccion F4, que para las provincias de la Costa fue de 0.948+0,181
mg kg'1(46%) y para la provincia de Orellana de 7.750+0.527 mg kg'!
(32%) y el menor porcentaje asociado a las fracciones mas labiles,
F1(Costa: 0.023+0.047 mg kg™, 1%; Orellana: 1.050+0.687 mg kg!,
4% ) y F2(Costa: 0.223+0.236 mg kg'!, 11%; Orellana: 1.800+0.450
mg kg'!, 7% ) (Tabla 5.2).
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Fe
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20% 40% 60% 80% 100%

B F1 metales intercambiables y solubles B F2 fraccion asociada con los carbonatos
m F3 fraccion asociada con la ferridrita B F4 fraccion asociada con la lepidocrocita

B F5 formas cristalinas de Fe m F6 asociada con fraccidn piritica

Figura 5.4 Relacion de la concentracion de metales en cada una de las fracciones
de la Extraccién Secuencial (SEM) y la concentracion total extraida, en suelos de
cultivos de arroz de Ecuador.

—Plomo:

La concentracion promedio total de plomo (PbT) en suelos de
Ecuador fue de 12.4+8.2 mg kg! (rango: 2.4-34.0 mg kg™") (Fig. 5.3).
Las concentraciones de plomo presentaron diferencias significativas
entre las provincias de la Costa y la provincia de Orellana (p< 0.05).
Por provincias la concentracion mas elevada de plomo correspondi6 a
la provincia de Los Rios (17.84+9.3 mg kg™") y la mds baja a la provincia
de Orellana (4.3+2.0 mg kg') (Fig. 5.3, Tabla S1 anexo 3),
encontrandose  también diferencias  significativas entre las
concentraciones de plomo de las diferentes provincias (p < 0.05).

La fraccion biodisponible alcanzé un 13% de la concentracion total
(1.66+1.23 mg kg!) (Tabla 5.3) y en la extraccion secuencial en las
fracciones mas labiles (F1 y F2) se alcanz6 un 2% para las provincias
de la Costa ( F1:0.013+0.043, 1%; F2: 0.013+£0.043, 1%) y un 29% para
la provincia de Orellana (F1: 0.0168+0.031, 29%; F2: <L.D.)yel
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mayor porcentaje se determind en la fraccidon asociada con las formas
cristalinas de oxihidréxidos de hierro (F5) con un valor de 0.847+0.069
mg kg (80%) para las provincias de la Costa y 0.369+0.068 mg kg'!
(64%) para la Provincia de Orellana (Tabla 5.2).

— Cadmio:

La concentracion total promedio de cadmio (CdT) fue de
0.27+0.14 mg kg' (rango: 0.05-0.69 mg kg') (Fig. 5.3). Las
concentraciones de las diferentes provincias presentan diferencias
significativas (p< 0.05). El contenido de cadmio de la provincia de los
Rios es el mas alto (0.34+0.14 mg kg™") y el mas bajo para la provincia
del Guayas (0.23+0.14 mg kg™!) (Fig. 5.3, Tabla S1 anexo 3).

La fraccion biodisponible de Cd alcanz6 porcentajes muy elevados
respecto al contenido total, representando el 50% en las provincias de
la Costa (0.13+£0.09 mg kg'!) y un 78% (0.25£0.18 mg kg'') en la
provincia de Orellana. Valores que concuerdan con la extraccion
secuencial, en donde el Cd, en las provincias de la Costa como en la de
Orellana, se presenta mayoritariamente en la fraccion intercambiable y
soluble F1, 82% y 73%, respectivamente (Tabla 5.2), mientras que la
concentracion de Cd adsorbida a los oxihidroxidos de Fe fue muy baja
(24%).

— Mercurio:

La concentracion total promedio de mercurio (HgT) para las
provincias de Guayas y Los Rios fue de 0.06+0.04 mg kg™! (rango: 0.01-
0.14 mg kg!) (Fig. 5.3), Ademas, las concentraciones de HgT de las
dos provincias analizadas no presentan diferencias significativas
(p<0.05). Para Hg no se determind la fraccion biodisponible y la
extraccion secuencial.

—Cobre:

La concentracion total promedio de cobre (CuT) fue de 57.2 +30.1
mg kg! (rango: 25.0-16.0 mg kg™!') (Tabla 5.2). Las concentraciones de
cobre de los suelos de las diferentes provincias presentan diferencias
significativas (p<0.05). El contenido de cobre mas elevado
correspondid a la provincia de Los Rios (86.1+40.6 mg kg'!) y el mas
bajo a la de Orellana (29.2+7.8 mg kg'!) (Fig. 5.3, Tabla S1 anexo 3).

La concentracion biodisponible mas elevada correspondié a la
provincia del Guayas (7.10+4.44 mg kg'!) que represento el 14% vy la
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mas baja en la provincia de El Oro (3.04 £0.56 mg kg!) (Tabla 5.3).

Las fracciones F1 y F2 de la SEM mostraron concentraciones
bajas (F1 <L.D.y F2: 0.186+0.139 mg kg'") que representa menos del
5% del contenido total de cobre. La mayor parte del Cu se encuentra
asociado a la fraccion F5, formas cristalinas de oxihidréxidos de hierro
(F5), que presenta un porcentaje de 91% (9.500+2.587 mg kg!) en la
provincia de Orellana y 53% (1.125+0.347 mg kg!) en las provincias
de la Costa (Tabla 5.2).

—Niquel:

El contenido total de niquel (NiT) fue de 29.5+14.3 mg kg™ (rango:
7.4-64.0 mg kg!) (Fig. 5.3). Las concentraciones de Ni en suelo de las
diferentes provincias analizadas presentan diferencias significativas ( p
< 0.05), siendo los valores de la provincia del Guayas los mas elevados
(31.6+ 13.3 mg kg'!) y los valores mas bajos los de la provincia de
Orellana (8.5+1.9 mg kg™") (Fig. 5.3, Tabla S1 anexo 3).

La fraccion biodisponible fue baja representando menos del 5%
del contenido total de niquel (1.58+1.15 mg kg'), lo cual estd de
acuerdo con las bajas concentraciones obtenidas para las fracciones
labiles de la SEM (F1<L.D.; F2: 0.252+0.215 mg kg!). La mayor parte
del niquel en las provincias de la Costa se encuentra asociado a los
oxihidroxidos de Fe cristalino (1.218+0.199; 56%), mientras que en la
provincia de Orellana estuvo asociado a la lepicrocita (1.000+0.087 mg
kg!; 35%) (Tabla 5.2).

— Arsénico:

El contenido total promedio de arsénico (AsT) en suelos fue de
4.6+3.2 mg kg'! (rango: 0.61- 17.1 mg kg™"). La concentracion total de
arsénico en los suelos de la provincia de los Rios fue la mas elevada
(6.8+4.8 mg kg, seguido por Guayas (4.5+2.4 mg kg') y El Oro
(3.3£1.1 mg kg™"). La concentracion mas baja correspondio a los suelos
de la provincia de Orellana (1.07+0.44 mg kg™") ( Fig. 5.3, Tabla S1
anexo 3). Las concentraciones de As en suelos de las diferentes
provincias en estudio fueron significativamente diferentes (p< 0.05).

La concentracion biodisponible alcanzo6 un valor de 0.131+£0.095
mg kg (3% del AsT) en las provincias de la Costa y en la provincia de
Orellana fue del 1% del AsT (0.012+0.003 mg kg™' ) (Tabla 5.3). En la
SEM la fraccion 1 fue la que presento los valores mas elevados en la
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provincia de Orellana (0.314+0.088 mg kg'!'; 85%) y el 100% (0.463
mg kg!) en la fraccién F4 en las provincias costa (Tabla 5.2). Este
elevado valor de As en la fraccion F1, que corresponderia con la
fraccion mas labil y mévil, contrasta con la baja concentracion obtenida
para la fraccion biodisponible. Esta aparente contradiccion no tiene una
explicacion clara, mas alla del hecho de que el método de extraccion
secuencial fue disefiada para la extraccion de cationes metalicos no
oxianiones.

Por otro lado, se obtuvo una correlacion altamente significativa
entre el contenido total de Fe y la mayoria de los elementos toxicos
(Fig. 5.5); sin embargo, los oxihidréxidos de Fe no se correlacionaron
significativamente o la correlacion fue negativa (Tabla 5.4); mientras
que los elementos toxicos mantuvieron para la mayoria de los casos
correlaciones positivas y altamente significativas (Tabla 5.4).

5.3.3 Contenido total de arsénico y metales pesados en grano de arroz

5 3.3.1 Elementos toxicos en grano de arroz de Ecuador

Las concentraciones de metales pesados en el arroz comercial de
Ecuador (Tabla 5.5) fueron: Zn:17.8444.52 mg kg! > Cu: 3.63+1.70
mg kg! > Cr: 1.7543.33 mg kg'' > Ni: 0.654+0.583 mg kg! > As:
0.109+0.066 mg kg™! > Pb: 0.069+0.056 mg kg™! > Cd: 0.041+0.034 mg
kg > Hg: 0.004+0.001 mg kg™'.

Para las muestras de campo las concentraciones fueron (Tabla
5.5): Zn: 23.71£7.73 mg kg! > Cu: 3.44+1.39 mg kg' > Ni:
1.401+1.046 mg kg! > Cr: 1.31£1.59 mg kg™! > Cd: 0.093+0.215 mg
kg' > Pb: 0.085+0.153 mg kg! > As: 0.080+0.067 mg kg! > Hg:
0.006+0.004 mg kg'!, no observandose diferencias significativas entre
las muestras de arroz comercial y las muestras obtenidas directamente
en el campo , excepto para el Pb, Zn y Ni que si presentan diferencias
significativas entre los dos tipos de arroz indicados (p<0.05).

A continuacion se describen cada uno de los elementos toxicos
analizados:

- Cromo:
La concentracion de CrT en arroz comercial (1.75+£3.33 mg kg'!) y en
grano de muestras de campo (1.31£1.59 mg kg™!") (Tabla 5.5) fueron
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similares, entre provincias tampoco presentaron diferencias
significativas (p< 0.05) (Tabla 5.6). Se obtuvieron valores
anormalmente altos de Cr para arroz comercial (rango: 0.10-10.12 mg
kg!) y grano de campo (rango: 0.10-7.89 mg kg'!') por lo cual los
valores promedios de Cr, superaron el valor umbral establecido de 1
mg kg'! (MHPRC, 2017, U.E, 2017).

- Zinc:

El contenido de ZnT en grano de campo (23.71+7.73 mg kg'!) fue
significativamente (p<0.05) mas elevado que en arroz comercial
(17.84+4.52 mg kg'") (Tabla 5.5), sin embargo, las concentraciones de
Zn en las diferentes provincias fueron similares (Tabla 5.6).

- Plomo:

La concentracién de PbT en arroz comercial (0.069+0.056 mg kg
1 fue significativamente (p< 0.05) mas bajo que en grano de campo
(0.085+0.153 mg kg!) (Tabla 5.5), mientras que las concentraciones de
Pb en las diferentes provincias no presentaron diferencias significativas
(Tabla 5.6).

- Cadmio:

Los contenidos de CdT en arroz comercial (0.041+0.034 mg kg™)
y en arroz de campo (0.093+0.215 mg kg!) fueron similares (Tabla
5.5). Los contenidos totales de Cd también presentaron diferencias
significativas (p<0.05) entre las provincias de El Oro (0.379+0.418 mg
kg!) y Guayas (0.047+0.138 mg kg!); y la provincia de El Oro y los
Rios (0.045+0.071 mg kg'). Para la provincia de Orellana no se
analizaron muestras de grano de campo (Tabla 5.6).

- Mercurio:

La concentracion de HgT en arroz comercial (0.004+0.001 mg kg!) fue
similar a la de grano de campo (0.006£0.004 mg kg'!) (Tabla 5.5). Las
concentraciones de Hg de las diferentes provincias tampoco
presentaron diferencias significativas (p< 0.05) (Tabla 5.6).

- Cobre:

Los contenidos de CuT no presentaron diferencias significativas
(p< 0.05) entre arroz comercial (3.63+1.70 mg kg™") y grano de campo
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Tabla 5.4. Matriz de correlacién entre Fe, As y metales toxicos ns: no significativo

Cr Ni Cu Zn As Cd Hg Pb

Fe -0.899 -0.807 -0.512 -0.487 -0.226 -0.147 -0.109 -0.227
oxihidréxidos p<0.001  p<0.001 p<0.05 ns ns ns ns ns
n=14 n=14 n=14 n=14 n=14 n=14 n=14 n=14

Cr 0.519 0.284 0.173 0.158 -0.315 0.215 0.151
p<0.01 p<0.01 ns ns p<0.01 ns ns

n=91 n=91 n=91 n=91 n=91 n=51 n=91

Ni 0.794 0.649 0.743 0.372 0.062 0.488
p<0.001  p<0.001 p<0.001  p<0.001 ns p<0.01

n=91 n=91 n=91 n=91 n=51 n=91

Cu 0.780 0.703 0.501 0.301 0.519
p<0.001 p<0.001  p<0.001 p<0.05 p<0.001

n=91 n=91 n=91 n=51 n=91

Zn 0.744 0.694 -0.097 0.679
p<0.001  p<0.001 ns  p<0.001

n=91 n=91 n=51 n=91

As 0.550 0.080 0.756
p<0.001 nsl p<0.001

n=91 n=51 n=91

Ccd -0057 0.643
ns  p<0.001

n=51 n=101

Hg -0.380
p<0.01

n=101

(3.44+1.39 mg kg'!) (Tabla 5.5). Entre provincias las concentraciones
de Cu también fueron similares (Tabla 5.6).
- Niquel:

Las concentraciones de NiT de grano de campo (1.401+1.046 mg
kg!) fueron significativamente mas elevadas que las de arroz comercial
(0.654+0.583 mg kg™") (Tabla 5.5). Mientras que las concentraciones
de Ni fueron similares entre provincias (Tabla 5.6).

- Arsénico

Las concentraciones de As en arroz comercial (0.109+0.066 mg kg
1) fueron similares a las de grano de campo (0.080+0.067 mg kg!)
(Tabla 5.5). Los contenidos totales de As en muestras de grano obtenido
en campo muestran diferencias significativas (p< 0.05) entre las tres
provincias, siendo las concentraciones mas elevadas las de la provincia
de El Oro (0.186:+0.040 mg kg™'), seguidas por las concentraciones de
la provincia del Guayas (0.079+0.051 mg kg!) y las mas bajas las de la
provincia de Los Rios (0.025+0.039 mg kg™') (Tabla 5.6).
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Por otro lado, en arroz comercial de Ecuador (capitulo 3) las
formas inorganicas de As representan un 60 %, siendo el As (III) la
forma dominante (0.042+0.021 mg kg'!, 39% del tAs), seguida del
DMA (0.035+0.012 mg kg™!, 32% del tAs) y As (V) (0.024+0.021 mg
kg, 22% del tAs). El MMA present6 concentraciones muy bajas. En
Brasil el As (IIT) fue la forma dominante (0.084+0.030 mg kg!, 44%
del tAs) seguida del DMA (0.064+0.028 mg kg'!, 34% del tAs) y del
As (V) (0.033+£0.006 mg kg'!, 17% del tAs). El DMA fue la forma
dominante en la peninsula Ibérica (0.072+0.043 mg kg'!, 43% del tAs),
seguida del As (IIT) (0.061+0.034 mg kg!, 37% del tAs) y As (V)
(0.025+0.019 mg kg'!', 15% del tAs) y en menor medida el MMA y
AsB.

5.3.3.2 Metales totales en grano de arroz comercial de Brasil y la
peninsula Ibérica.

Las concentraciones promedio de elementos toxicos en arroces
comerciales de Brasil y de la peninsula Ibérica (Tabla 5.5, Fig. 5.6)
mantuvieron un orden similar al de los arroces de Ecuador, siendo para
Brasil: Zn: 16.50+5.11 mg kg! > Cu: 3.17£1.20 mg kg! > Cr:
2.29+4.34mg kg™' > Ni: 0.505+0.235 mg kg''> As: 0.171£0.006 mg kg
'>Pb: 0.140+0.149 mg kg'! > Cd: 0.017+0.006 mg kg™! > Hg:
0.006+0.001 mg kg!, mientras que en la peninsula Ibérica los
contenidos fueron: Zn: 13.72+7.25 mg kg'! > Cu: 1.38+0.33 mg kg'! >
Cr: 0.897+1.707 mg kg > Ni: 0.334+0.166 mg kg™! > As: 0.201+0.059
mg kg™' > Pb: 0.048+0.043 mg kg'! > Hg: 0.005+0.003 mg kg! > Cd:
0.003+0.003 mg kg™,

Se observan diferencias significativas entre las concentraciones de
elementos toxicos en los arroces comerciales de los diferentes paises
(p< 0.05) para As, Cd, Hg y Cu, mientras que las concentraciones de
Cd y Cu de Ecuador son significativamente mas elevadas que las de la
peninsula Ibérica (p< 0.05) y las concentraciones de As de la peninsula

Ibérica y Brasil son significativamente mas altas que las de Ecuador
(p<0.05).
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(p<0.05) entre paises.
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5.3.4 Elementos toxicos en hoja y tallo de la planta de arroz en Ecuador

El contenido de elementos toxicos en hoja y tallo (Tabla 5.7) se
describe a continuacion:

—Zinc:

Las concentraciones promedio de Zn en la hoja y tallo fueron de
17.98+7.19 mg kg!' y 27.00+15.15 mg kg'!, respectivamente, con
rangos que varian ampliamente entre 1.85-38.44 mg kg™! para las hojas
y un rango de 12.91-78.16 mg kg' para el tallo, no presentando
diferencias significativas (p< 0.05) en las concentraciones entre
provincias para las hojas y el tallos. En la provincia de El Oro no se
realizo el analisis.

— Cobre:

Las concentraciones fueron de 5.85+3.41 mg kg!' para la hoja y
4.014+3.08 mg kg™! para el tallo, con un rango de 0.41-13.34 mg kg'' y
0.50-15.52 mg kg'!, respectivamente. Las concentraciones de hojas y
tallos de la provincia de Orellana fueron significativamente (p< 0.05)
mas elevadas que en la provincia del Guayas.

—Niquel

Las concentraciones promedio en la hoja y tallos fue de
2.13442.682 mg kg'! (rango: 0.131-8.966 mg kg'') y 1.421£1.322 mg
kg! (rango: 0.203-3.980 mg kg™!). Las concentraciones de hojas y tallos
de la provincia de Guayas fueron significativamente (p< 0.05) mas
elevadas que en la provincia de Orellana, siendo la concentracion en los
tallos de la provincia de los Rios también significativamente (p< 0.05)
mas alta que en la Provincia de Orellana.

—Cromo

Las concentraciones de Cr promedio fueron de 3.434+4.118 mg kg
I (rango: 0.222-13.449 mg kg'!) para la hoja y 1.610+1.651 mg kg'!
(rango:0.052-6.775 mg kg™") para el tallo. Las concentraciones de hojas
y tallos de la provincia de Guayas son significativamente (p<<0.05) més
elevadas que en la provincia de Orellana, siendo la concentracion en los
tallos de la provincia de los Rios también significativamente (p< 0.05)
mas altos que en la Provincia de Orellana.

— Arsénico

Las concentraciones de As en hoja y tallo fueron 0.285+0.288 mg

kg! (rango: 0.022-1.126 mg kg'') y 0.134+0.145 mg kg™! (rango: 0.021-
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23.6975, respectivamente, presentando diferencias significativas
(p<0.05) entre provincias para hoja y tallo.
—Plomo

Las concentraciones promedio para la hoja fue de 0.227+0.813 mg
kg! (rango: 0.009- 4.876 mg kg'!) y para el tallo de 0.050+0.041 mg
kg!(rango: 0.007-0.175 mg kg'!). Las concentraciones de hojas y tallos
de la provincia de El Oro son significativamente (p< 0.05) mas elevadas
que en la provincia de Orellana, siendo la concentracion en los tallos de
la provincia del Guayas también significativamente (p< 0.05) mas alta
que en la Provincia de Orellana.

—Cadmio

Las concentraciones promedio de hoja y tallo fueron 0.064+0.062
mg kg (rango: 0.007-0.252 mg kg!') y 0.171+£0.301mg kg (rango:
0.005-1.436 mg kg!). Las concentraciones de hojas y tallos de la
provincia de El Oro son significativamente (p< 0.05) mas elevadas que
en la provincia del Guayas, siendo la concentracion en los tallos de la
provincia de Orellana también significativamente (p< 0.05) mas alta
que en la Provincia de Guayas.

—Mercurio

Las concentraciones promedio para la hoja fue de 0.005+0.005 mg
kg! (rango: 0.005-0.017 mg kg™!) y para el tallo de 0.002+0.002 mg kg
' (rango: 0.006-0.008 mg kg!). Las concentraciones de Hg de las
provincias de Orellana y Guayas presentan diferencias significativas
(p<0.05).

Las concentraciones de elementos toxicos en grano fueron mas
bajas que en hojas y tallos, excepto para el Zn y el Hg. En el caso del
Zn la concentracion decrecio en el siguiente orden: tallo > grano > hoja
y para el Hg :hoja > grano > tallo (Fig. 5.7).

Comparando los contenidos de elementos traza en tallo de las
provincias de la Costa con la provincia oriental de Orellana, se
observaron diferencias significativas (p<0.05) en la concentracion de
Cr, Pb, Hg y Ni. En cuanto al contenido de elementos traza en hoja,
presentaron diferencias significativas las concentraciones totales de Cr,
Cuy As (Tabla S2 anexo 3).
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Figura 5.7 Concentraciones totales de elementos traza en las diferentes partes de
la planta (grano, hoja y tallo)
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5.3.5 Riesgo a exposicion por metales pesados

Los valores obtenidos para el cociente de peligrosidad (THQ; )
para arroces comerciales de Ecuador fueron: Cr: 1.1x103, Zn: 5.8x10
2, Pb: 3.3x1072, Cd: 7.8x102, Cu: 8.9x1072, Ni: 5.8x10? y iAs: 4.3 x10
2 (Fig. 5.8); los valores de THQ; para grano de arroz de campo de
Ecuador fueron mas elevados: Cr: 1.8x1073, Zn: 1.6x10°! , Pb: 7.4x10-
2, Cd: 2.1x107", Cu: 1.7x10°!, Ni: 2.6x10! y iAs: 1.3 x10°!. Brasil (Cr:
2.2x1073, Zn: 8.0x102 , Pb: 5.1x102, Cd: 2.4x1072, Cu: 1.2x10"!, Ni:
6.7x102 y iAs: 1.0 x10™") present6 valores similares a los de arroz de
Ecuador, mientras que los de la peninsula Ibérica también (Cr: 2.1x10
4 Zn: 1.9x1072, Pb: 4.8x1073, Cd: 1.5x1073, Cu: 1.4x102, Ni: 1.2x102 y
iAs: 1.5 x1072) fueron inferiores.

0.5

0.4

0.3

THQ

0.2

. -
—_— o

~ =

0.1

%

Cd Cr Cu iAs Ni Pb Zn

Figura 5.8. Gréafico de caja para los valores de THQ para cada uno de los metales
en arroces de Ecuador.
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5.4 DISCUSION
5.4.1 Calidad de los suelos agricolas

En general, la concentracion en suelos de la mayor parte de los
elementos estudiados estuvo por debajo de los valores umbral de la
legislacion ecuatoriana (Texto Unificado de Legislacion Secundaria,
TULSMA), excepto en pocas muestras de las zonas de cultivo de las
provincias de Los Rios y Guayas que presentaron valores
anormalmente elevados de Cr, Cuy Ni, mientras que en la provincia de
El Oro fue el As (Fig. 5.3).

Sin embargo, los valores umbral varian ampliamente entre paises,
por lo que las concentraciones de suelos obtenidas se mantienen bajo
estos valores con pocas excepciones. En el caso del Cr y Cu
aproximadamente el 30% y para el Ni el 10% de las muestras
sobrepasan el valor de 65 mg kg'!, 63 mg kg'! y 50 mg kg'! ( valor
umbral de la normativa ecuatoriana, respectivamente), ademas, para el
Cr y Cu cerca del 4% y 13% respectivamente de las muestras,
sobrepasan el valor umbral de 100 mg kg' propuesto en varias
normativas para estos dos elementos (Ewers, 1991, Kabata Pendias,
1995, FAO/WHO, 2001) . Para el As casi la totalidad de las muestras
estan bajo el valor umbral de la normativa ecuatoriana (12 mg kg™!).
Las concentraciones de Pb, Hg y Cd en suelos estan bajo los valores
umbral establecidos en la normativa ecuatoriana y de otros paises.

Las correlaciones altamente significativas entre el contenido total
de Fe y elementos toxicos y entre estos tltimos, pero no con los 6xidos
de Fe, parece indicar un origen asociado al sustrato geologico,
descartandose una fuente antrépica. Esta idea también se ve apoyada
por las bajas concentraciones obtenidas para la mayoria de ellos.

Estos resultados indican ademas el papel fundamental que tiene el
contenido de Fe en la movilidad y biodisponibilidad de los elementos
toxicos en el suelo (Yamaguchi et al., 2014, Otero et al., 2016, Yu et
al.,2016) y por lo tanto impedir su toma y traslocacion a la planta, como
se ha visto en estudios anteriores para metales como el cadmio (Du et
al., 2013).

La biodisponibilidad y toxicidad no solo depende tanto de las
concentraciones totales de los metales como, de las fracciones quimicas
entre las que se distribuye cada elemento (Zhao et al., 2011, Kabata
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Pendias 1993). En el presente estudio, las concentraciones totales de
elementos como el Cr, Cu, Ni sobrepasaron los valores umbral
establecidos para los suelos de cultivo; sin embargo, las
concentraciones de los elementos considerados en las fracciones mas
labiles, especialmente la Fly F2 (Zhao et al., 2011; Zhang et al., 2018)
fue extremadamente baja, representando menos del 5% del contenido
total, excepto para el Cd y el As que son habitualmente los dos
elementos que se acumulan en el grano de arroz y han generado ya
serios problemas para la salud humana (L1 et al., 2017, Suriyagoda et
al., 2018, Gu et al., 2019). Los porcentajes de Cd y As para la fraccion
F1 fueron del 75% para el Cd y 60% para el As; sin embargo, las
concentraciones de estos dos elementos en los suelos fueron muy bajas
por lo que no parecen representar un riesgo para la salud. Esta hipotesis
se apoya en las bajas concentraciones de Cd y As presentes en el grano
de arroz comercial y de grano de planta, que presentan valores bajo los
limites permisibles.

Por otra parte elementos téxicos como el Cr, Zn, Pb, Cu, Ni se
encuentran principalmente asociados con las fracciones F4 y F5
consideradas conjuntamente con la fraccion F3, fracciones
potencialmente disponibles (Zhang et al., 2018). Sin embargo, las
condiciones Eh-pH para la mayoria de los suelos de arroz del Ecuador
garantizan la estabilidad de las formas cristalinas de los oxihidroxidos
de Fe (goethita) (Otero et al., 2016; Fig. 3.9). Ademas, esta idea es
consistente con la presencia de Fe-goethita en medios fuertemente
reducidos, incluso metanogénicos como son los sedimentos
metanogénicos de fondos de ria (Van der Zee et al., 2003; Otero et al.,
2009). Por consiguiente, se puede considerar que la fraccidn metélica
adsorbida a los oxihidroxidos de Fe cristalino no son asimilables por la
planta de arroz.

Respecto a la fraccion F6 (fraccion piritica), las condiciones
ambientales de los campos de cultivo de arroz hacen poco viable la
formacion de sulfuros metalicos debidos fundamentalmente a la baja
concentracion del ion sulfato en el agua de inundacién (Otero et al.,
2016). Por consiguiente, la concentracion metalica asociada a esta
fraccion debe considerarse bien como parte del metal asociado a la
materia organica refractaria, no eliminada en el tratamiento previo con
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H>SO4, 0 a otra fraccion mineral recalcitrante presente en el suelo.

5.4.2 Metales en granos de arroz

Las concentraciones medias de metales en grano de arroz
comercial y grano de muestras de campo de planta de arroz de Ecuador,
no sobrepasan los valores umbral establecidos (MHPRC, 2017, U.E,
2017) , exceptuando para el Cr cuyos valores promedio para el arroz
comercial y grano de las muestras de campo, sobrepasan el valor
umbral establecido de 1 mg kg'!, debido probablemente a
concentraciones elevadas determinadas en suelos en suelos (Tabla.
5.5), sin embargo, el Cr(IIl) es la especie dominante en condiciones
reductoras (condiciones de inundacion), siendo el Cr(III) poco mévil y
menos toxico que el Cr(VI) (Xu et.al., 2018).

Ademas, se obtuvieron pocas muestras cuyas concentraciones de
Pb, Cd y As presentaron valores sobre el valor umbral establecido para
estos elementos de 0.2 mg kg! (Fig 5.5).

Comparando las concentraciones de metales en los arroces
comerciales de los diferentes paises, se puede observar que la
concentracion de Cd en los arroces comerciales de Ecuador son las més
altas, pero con valores bajo el valor umbral (0.2 mg kg™!). Los valores
promedio de Cr y Pb de Brasil y Ecuador y de As en Espaiia superaron
los valores umbral, en el caso del As, estos valores altos coinciden con
otros estudios (Torres-Escribano et al., 2008, Signes Pastor et al.,
2016), sin embargo, la principal especie en los arroces de Espafia es el
acido dimetil arsinico, especie considerada menos toxica (Styblo et al.,
2000).

5.4.3 Riesgo para la salud

La exposicion a metales pesados por consumo de arroz se evalio por
medio del cociente de peligrosidad (THQ;), los valores obtenidos para
arroz comercial y grano de campo de Ecuador, Brasil y la peninsula
Ibérica se situaron muy por debajo del valor de 1 (USEPA, 1989) que
indica riesgo a la salud. Adicionalmente, el valor del riesgo cancerigeno
calculado para el iAs (arroz comercial de Ecuador: 4.03x1078, grano de
campo de Ecuador: 5.81x10®, arroz comercial de Brasil: 4.53x10% y
arroz comercial de la peninsula Ibérica: 7.80x10™ ) estan también bajo
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el rango que representa riesgo para la salud (1x10° — 1x104 ) (Ma et
al., 2017).

5.5 CONCLUSIONES

1. Las concentraciones de As y de metales pesados en suelos estan
bajo los valores umbral establecidos por la Legislacion Ecuatoriana y
de otros paises, exceptuando pocas muestras que presentaron valores
anormalmente elevados de Cr, Cu y Ni.

2. Metales, como Cd mostraron alta biodisponibilidad en suelos y
otros como el As y Cd asociados a fracciones labiles intercambiables y
solubles, sin embargo, debido a las concentraciones de estos metales en
el suelo no constituyen riesgo para los cultivos. Metales como el Pb,
Cr, N1y Cu se encontraron associados a las formas cristalinas residuales
de oxihidréxidos de hierro.

3. Las concentraciones promedio de As y metales pesados en
grano de campo de Ecuador y grano de arroz comercial de Ecuador,
Brasil y de los paises de la peninsula Ibérica no sobrepasan los valores
umbral establecidos por las regulaciones nacionales e internacionales,
excepto para el valor promedio de Cr en los arroces de Ecuador y Brasil.
Es importante indicar que en medios reducidos, la especie
predominante es Cr (III), que es la especie de Cr menos movil y menos
toxica. Ademas, los valores del cociente de peligrosidad (TQH;) para
1As y todos los metales pesados estudiados en el presente trabajo, asi
como el valor del riesgo cancerigeno determinado para el iAs no
representan riesgo para la salud humana.

4. El presente estudio investigd la distribucion del contenido de
metales pesados en el grano de arroz de campo por provincias,
encontrando que las concentraciones de As y Cd determinadas en la
provincia de El Oro son significativamente mas altas que las de las otras
provincias . Entre paises, las concentraciones de As y metales pesados
en arroces comerciales, presentan diferencias significativas, siendo las
concentraciones de Cd mas elevadas en Ecuador que de los paises de la
peninsula Ibérica y las concentraciones de As en la peninsula Ibérica y
Brasil, mas altas que en Ecuador.
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ANEXO 1 (CAPITULO 3)
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Tabla S1. Resultados univariados para el ANOVA factorial de especies de arsenico
por localizacion en planta (hoja, tallo), y por provincia (provincias de la Costa,
provincia de Orellana ).

Degr. of - Freedom F p

1 75.44349 0.000000

1 0.62431 0.430520

1 60.63417 0.000000

7 11.20568 0.000000
Plant location x Province 1 0.63907 0.425133

7

7

7

Intercept

Plant location

Province

As Form

Plant location x As Form 0.20985 0.982872
9.15627 0.000000
0.20841 0.983213

Province x As Form

Plant location x Province x As Form
Error 175
Total 206
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ANEXOS

Suelo

Tabla S4. Pruebas Univariadas de significancia para suelo (mg/kg).

SS Degr.of MS F p
Intercepto 741.5430 1 741.5430 94.35772 0.000000
Provincia 209.5247 3 69.8416 8.88700 0.000090
Error 369.3659 47 7.8588

Tabla S5. Prueba Fisher’s LSD ; variable suelo (mg/kg). Probabilidades para pruebas Post Hoc
Error: entre MS = 7.8588, df = 47.000

Provincia {1} {2} {3} {4}

1 Guayas 0.004485 0.287048 0.005304
2 Los Rios 0.004485 0.001149 0.000009
3 El Oro 0.287048 0.001149 0.099772
4 Orellana 0.005304 0.000009 0.099772

Grano Commercial x grano de campo

Tabla S6. Pruebas Univariadas de significancia para iAs.

SS Degr.of MS F p
Intercepto 0.147944 1 0.147944 166.4598 0.000000
Commercial x campo 0.008267 1 0.008267 9.3017 0.005873
Error 0.019553 22 0.000889

AsMe (P Mehlich)

Tabla S7. Pruebas Univariadas de significancia para As

SS Degr. of - Freedom MS F p
Intercepto 0.059135 1 0.059135 7.113514 0.009236
Orellena xProvincias Costa 0.040723 1 0.040723 4.898664 0.029690
Error 0.673357 81 0.008313
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ANEXO 2 (CAPITULO 4)

Tabla S1. Concentracion de formas de As (mg kg!) en cada muestra y por tipo de
tratamiento recibido

Pais Tipo de arroz Tratamiento As I As V (s Inorganic AsB DMA MMA As organico

TO-Arroz crudo 0,078 0,088 0,166 0,010 0,058 0,000 0,068

T1-Solo lavado (tres ciclos) 0,070 0,072 0,142 0,006 0,052 0,000 0,058

IArroz integra T2-Coccién a sequedad (150 ml) 0,055 0,042 0,097 0,000 0,052 0,000 0,052
T3- Coccion a sequedad (300 ml) n.a n.a n.a n.a n.a n.a n.a

T4- Tres ciclos de lavado y coccidn a sequedad (150 ml) 0,067 0,064 0,131 0,000 0,051 0,005 0,056

Ecuador T5-Tres ciclos de lavado y coccidn con exceso de agua 0,039 0,047 0,086 0,002 0,032 0,000 0,034

T0-Arroz crudo 0,104 0,031 0,135 0,000 0,024 0,000 0,024

T1-Solo lavado (tres ciclos) 0,017 0,023 0,040 0,006 0,022 0,000 0,028

Arroz pulido T2-Coccion a sequedad (150 ml) 0,094 0,012 0,105 0,001 0,015 0,002 0,018

T3- Coccién a sequedad (300 ml) 0,086 0,021 0,108 0,002 0,023 0,000 0,025

T4- Tres ciclos de lavado y coccién a sequedad (150 ml) 0,081 0,022 0,103 0,002 0,011 0,000 0,013

T5-Tres ciclos de lavado y coccién con exceso de agua 0,080 0,016 0,096 0,000 0,006 0,000 0,006

TO-Arroz crudo 0,036 0,023 0,059 0,001 0,082 0,000 0,083

T1-Solo lavado (tres ciclos) 0,022 0,008 0,031 0,002 0,046 0,004 0,052

Arroz pulido T2-Coccidn a sequedad (150 ml) 0,029 0,014 0,042 0,003 0,047 0,001 0,052

T3- Coccidn a sequedad (300 ml) 0,029 0,009 0,038 0,003 0,0735 0,003 0,080

T4- Tres ciclos de lavado y coccién a sequedad (150 ml) 0,022 0,007 0,029 0,000 0,067 0,000 0,067

T5-Tres ciclos de lavado y coccidn con exceso de agua 0,000 0,006 0,006 0,000 0,027 0,001 0,028

T0-Arroz crudo 0,051 0,018 0,068 0,000 0,065 0,003 0,068

T1-Solo lavado (tres ciclos) 0,051 0,011 0,062 0,000 0,048 0,002 0,051

IArroz integra T2-Coccidn a sequedad (150 ml) 0,075 0,030 0,105 0,002 0,060 0,007 0,069

T3- Coccién a sequedad (300 ml) 0,060 0,070 0,130 0,003 0,0670 0,000 0,070

T4- Tres ciclos _de lavado y coccién a sequedad (150 ml) 0,066 0,014 0,080 0,001 0,062 0,000 0,063

T5-Tres ciclos_de lavado y coccién con exceso de agua 0,024 0,009 0,033 0,000 0,043 0,004 0,047

TO-Arroz crudo 0,044 0,024 0,068 0,001 0,069 0,000 0,070

T1-Solo lavado (tres ciclos) 0,032 0,010 0,042 0,000 0,047 0,000 0,047

Arroz pulido T2-Coccidn a sequedad (150 ml) 0,039 0,019 0,058 0,001 0,050 0,000 0,051

T3- Coccion a sequedad (300 ml) 0,036 0,009 0,045 0,001 0,0548 0,000 0,056

T4- Tres ciclos de lavado y coccién a sequedad (150 ml) 0,026 0,009 0,035 0,002 0,050 0,000 0,052

Spain T5-Tres ciclos de lavado y coccidn con exceso de agua 0,000 0,009 0,009 0,000 0,060 0,000 0,060

TO-Arroz crudo 0,036 0,023 0,059 0,001 0,082 0,000 0,083

T1-Solo lavado (tres ciclos) 0,022 0,008 0,031 0,002 0,046 0,004 0,052

Arroz pulido T2-Coccidn a sequedad (150 ml) 0,029 0,014 0,042 0,003 0,047 0,001 0,052

T3- Coccidn a sequedad (300 ml) 0,029 0,009 0,038 0,003 0,0735 0,003 0,080

T4- Tres ciclos de lavado y coccién a sequedad (150 ml) 0,022 0,007 0,029 0,000 0,067 0,000 0,067

T5-Tres ciclos de lavado y coccidn con exceso de agua 0,000 0,006 0,006 0,000 0,027 0,001 0,028

TO-Arroz crudo 0,131 0,038 0,168 0,005 0,176 0,006 0,187

T1-Solo lavado (tres ciclos) 0,209 0,047 0,256 0,011 0,1388 0,007 0,157

Arroz pulido T2-Coccién a sequedad (150 ml) 0,104 0,009 0,113 0,002 0,140 0,003 0,144

T3- Coccion a sequedad (300 ml) 0,074 0,044 0,118 0,000 0,0800 0,013 0,093

T4- Tres ciclos de lavado y coccién a sequedad (150 ml) 0,130 0,024 0,154 0,000 0,133 0,009 0,142

T5-Tres ciclos de lavado y coccidn con exceso de agua 0,057 0,037 0,094 0,002 0,1240 0,004 0,130

TO-Arroz crudo 0,027 0,025 0,052 0,000 0,033 0,000 0,033

T1-Solo lavado (tres ciclos) 0,003 0,016 0,019 0,002 0,0299 0,003 0,035

Arroz pulido T2-Coccidn a sequedad (150 ml) 0,017 0,010 0,026 0,004 0,037 0,000 0,041

T3- Coccidn a sequedad (300 ml) 0,020 0,012 0,032 0,002 0,0378 0,000 0,040

T4- Tres ciclos de lavado y coccién a sequedad (150 ml) 0,011 0,007 0,018 0,000 0,032 0,000 0,032

T5-Tres ciclos de lavado y coccidn con exceso de agua 0,012 0,006 0,018 0,001 0,0040 0,000 0,005
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Tabla S3. Prueba de significancia ANOVA para Cd en suelos por provincia

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
datosSPROVINCIA 2 17460 8730 17.69 3.49e-07 ***
Residuals 88 43433 494

Signif. codes: 0 “*** 0.001 ‘**’ 0.01 “*’ 0.05°‘”0.1°"1

Tabla S4. Prueba de Tuckey para comparaciones multiples

Nivel de confianza 95%

diff  lwr upr p adj
LOS RIOS-GUAYAS 26.27910 12.90662 39.651585 0.0000300
ORELLANA-GUAYAS -23.48668 -43.38364 -3.589722 0.0164592
ORELLANA-LOS RIOS -49.76578 -71.77086 -27.760707 0.0000017
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95% family-wise confidence level
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Tabla S5. Prueba de normalidad Shapiro-Wilk en arroz comercial para Cu por
paises

Shapiro-Wilk normality test
data: X][[i]]
W =0.87207, p-value = 0.1057
SECUADOR

Shapiro-Wilk normality test
data: X][i]]
W =0.58444, p-value = 1.159¢-05
$'P. IBERICA®

Shapiro-Wilk normality test
data: X][[i]]
W =0.89212, p-value = 0.2449
> lillie.test(datos$Cu)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test

data: datos$Cu
D =0.16704, p-value = 0.01712
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Tabla S6. Prueba de Levene para Homogenidad de la Varianza en arroz
comercial para Cu por paises

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)

group 2 0.6236 0.5426
31

Tabla S7. Prueba de significancia de Kruskal-Wallis en arroz comercial para Cu
por paises

Kruskal-Wallis rank sum test

data: datos$Cu by datos$PAIS
Kruskal-Wallis chi-squared = 16.983, df = 2, p-value = 0.0002052

Tabla S8. Prueba Post-Hoc de U Mann-Whitney en arroz comercial para Cu por
paises

Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test
data: datos$Cu and datos$PAIS

BRASIL ECUADOR
ECUADOR 1.00000 -
P. IBERICA 0.00014 9.8e-05

P value adjustment method: bonferroni
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Tabla S9. Prueba Post-Hoc de kruskal Nemenyi en arroz comercial para Cu por
paises

Pairwise comparisons using Tukey and Kramer (Nemenyi) test
with Tukey-Dist approximation for independent samples
data: datos$Cu by datos$PAIS
BRASIL ECUADOR
ECUADOR 0.75944 -
P. IBERICA 0.00566 0.00016

P value adjustment method: none
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